.
AUTARQUIA ASSOCIADA A UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO

LUCIA REGINA DE ARAUJO CAVALCANTI TEIXEIRA

Andlise da Proliferacdo de Queratinécitos Durante o Reparo de
Incisdes Cirurgicas Realizadas por Bisturi Convencional, Bisturi
Elétrico, Laser de CO, e Laser de Diodo

Sao Paulo
2012




.
AUTARQUIA ASSOCIADA A UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO

LUCIA REGINA DE ARAUJO CAVALCANTI TEIXEIRA

Analise da Proliferacdo de Queratinocitos Durante o Reparo de Incisfes
Cirurgicas Realizadas por Bisturi Convencional, Bisturi Elétrico,

Laser de CO, e Laser de Diodo

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do Grau de
Mestre  Profissional em Laser em
Odontologia

Orientadora:
Prof?. Dr?. Luciane Hiramatsu Azevedo

Co-orientadora:
Prof?. Dr?. Martha Ferreira Vieira

Sao Paulo
2012




“Os ideais que iluminaram o meu caminho sdo a bondade, a beleza e a
verdade”.
Albert Einstein


http://pensador.uol.com.br/autor/albert_einstein/

Dedicatoéria



Dedicatoria

Aos meus pais, Amauri e Lucinha, vocés ndo somente me
educaram, mas edificaram os wvalores que conduzem toda a minha

vida.

A Mainha, minha eterna gratiddo, vocé é minha fonte de amor, de

equilibrio e de paciéncia. Sé preciso de sua sabedoria.

Ao meu esposo Carlos Egmont Junior, seu apoio e compreensdo
foram essenciais. Obrigada principalmente pela persisténcia em me

fazer crer que o amor estd acima de tudo.

Aos meus FILHOS Egmont, Bruna e Eduarda, pela amizade,
carinho, apoio e incentivo, por de todas as horas que jamais me
deixaram desistir dos meus objetivos, cada um me ajudou de alguma
forma muito especial a realizar este mestrado e fazem parte da minha
vida com muito orgulho. E por vocés que que procuro me tornar um ser
humano melhor, seus gestos de carinho e gratiddo ddo sentido a

minha vida.



AGRADECIMENTOS



AGRADECIMENTOS

Aquele que permitiu que todas as coisas acontecessem, que nos estivéssemos

agui neste momento, desvendando a ciéncia da vida, Deus.

A minha orientadora, Profa. Dra. Luciane Hiramatsu Azevedo, dedicacao,
carinho, amizade e pelas incanséaveis e constantes informag6es fornecidas, ndo sé
neste trabalho mas em todo o decorrer do curso. Vocé esteve sempre presente,

mesmo distante!

A Prof®. Dr®, Martha Vieira, minha coorientadora, com seus ensinamentos
primordiais da fisica me proporcionaram aprendizado que perdurardo por toda minha
vida. Obrigada pela paciéncia: sua tranquilidade € meu esteio.

A Prof®. Dr®. Luciana Correa, patologista, pela paciéncia e por acreditar na
minha seriedade frente a este trabalho. Sem sua colaboracdo seria impossivel a

realizacdo desta dissertacao.

A Prof?. Dr®. Denise Maria Zezell, sua formacdo e informacdo engrandece a
educacao do nosso pais e de quem teve oportunidade de ouvi-la. Pessoalmente sua
importante ajuda durante o decorrer do curso, foi responsavel por esta etapa da

minha vida.

A FAPESP, pelo auxilio oferecido a essa pesquisa desde 2005 (Processo
2004/06794-0).

Aos Profs. Drs. Suzana Cantanhede Orsini Machado de Sousa, Marina Helena
Cury Gallottini, Décio dos Santos Pinto Juanior do laboratério de Patologia Bucal da

FOUSP pela disponibilizacdo do microscopio para as fotografias desta dissertacao.

Ao Prof. Dr. Fabio Daumas Nunes, do laboratério de Patologia Bucal da

FOUSP, pela atencéo e preciosa ajuda nas fotografias.



Prof? Dr* Claudia Strefezza professora e amiga, pelas valiosas orientagées nas
apresentacoes das aulas e do seminario.

Prof® Dr* Sheila Gouw-Soares pela confianca, pela presenca e pelo ensino téo

eficiente em nossas clinicas.

As Prof?. Dr?. e amigas Dione do Vale e Niedje Siqueira minhas irmas-amigas
amizade sincera, carinho, e confianca em todos os momentos. Isto foi fundamental

tanto para meu crescimento pessoal como para a realizacdo deste mestrado.

Ao Prof. Dr. Gessé Eduardo Calvo Nogueira, pelo apoio em todos os
momentos, sempre muito solicito a ajudar transmitindo seus conhecimentos com

dedicacéo.

Ao Prof. Dr. Carlos de Paula Eduardo, o seu entusiasmo de mestre,
acolhimento e atencdo foram essenciais para minha escolha do estudo do laser

como objetivo principal na minha vida profissional.

A Prof®, Dra. Sheila Andrade Oliveira — FIOCRUZ - por ter aceitado ser
colaboradora deste trabalho, me recebendo, e proporcionando orientacao,
conhecimento e principalmente encorajamento em momentos de grande importancia

na conclusao desta dissertacéo.

A Liliane Souza, querida por todos, sempre paciente nos ajudando em todos o0s

momentos.

A Gé e Elaine, por atender nossos inimeros pedidos nas clinicas, meus

eternos agradecimentos.

Aos demais Professores e colegas do Centro de Lasers e Aplicagdes, pelo

conhecimento e amizade que pude adquirir com vOcés neste mestrado.

Ao Roni, do Ageu Magalhdes, pelo apoio em todos os momentos, sempre

muito solicito.



Aos Profs. do IMIP, Dr. Horacio Fittipaldi e equipe da patologia, por
compartilharem seu espaco no laboratério de patologia do hospital, e conhecimento

compartilhado, com o Unico intuito de colaborar.

Aos meus amigos mestrandos, que contribuiram para meu crescimento
pessoal, pela amizade e apoio. Meninas, pelas risadas e conversas que tivemos! Ter

conhecido vocés foi muito importante.

Aos meus amados irmaos Amauri e Silvia, meus familiares e meus amigos,

obrigada por todo carinho, pela forca e pela torcida incansaveis do meu sucesso.

Ao IPEN, ao LELO e seus funcionarios, pela dedicacdo demonstrada me

ajudando durante estes anos de estudo.

Rita, Aida e Paulo, Karina e Ricardo, e Susanna, o acolhimento e o aconchego
de seus lares renovavam minhas forcas todas as noites quando eu chegava nas

casas de vocés.



Se um dia, jA homem feito e realizado, sentires que a terra cede a teus pés,
gue tuas obras desmoronam, que ndo ha ninguém a tua volta para

te estender a méo, esquece a tua maturidade passa pela

tua mocidade, volta a tua infancia e balbucia, entre

lagrimas e esperancas, as Ultimas palavras

gue sempre te restardo na alma:

minha méae, meu pai.

Rui Barbosa


http://pensador.uol.com.br/autor/rui_barbosa/

ANALISE DA PROLIFERACAO DE QUERATINOCITOS DURANTE O
REPARO DE INCISOES CIRURGICAS REALIZADAS POR BISTURI
CONVENCIONAL, BISTURI ELETRICO, LASER DE CO; E LASER DE DIODO

Lacia Regina de Araujo Cavalcanti Teixeira

RESUMO

O laser de dioxido de carbono (CO;) e o laser de diodo de alta poténcia séo
largamente utilizados nos procedimentos de cirurgia oral. No entanto, o impacto na
reparacao tecidual pés ablacao de tecido e lesdo térmica causada por esses lasers
ndo é bem estabelecido. O objetivo deste estudo foi comparar o indice de
proliferacdo celular no epitélio das incisdes induzidas em lingua de ratos através da
imunomarcacao utilizando o (PCNA) antigeno nuclear de proliferacéo celular. Foram
realizadas incisbes lineares padronizadas por bisturi convencional, bisturi elétrico,
laser de CO, (2W), laser de CO, (4W), laser de diodo (2W) e laser de diodo (4W).
Testes de imuno-histoquimica utilizando anticorpos anti-PCNA foram realizados para
andlise de proliferacéo de queratinécitos a Oh e 1, 2, 3, 7 e 14 dias apds as incisbes
cirirgicas. O indice de positividade celular e a largura do epitélio nas margens das
incisbes foram medidos histomorfometricamente. No geral, os grupos de Lasers de
CO; (2W e 4W) apresentaram maior numero de células positivas do que 0s grupos
de Lasers de diodo (2W e 4W), mas este numero foi menor do que o observado nos
grupos em que foi utilizado bisturi convencional e elétrico. No intervalo de 3 a 14
dias, o numero de células positivas foi aumentando nos grupos do laser de diodo,
mostrando-se superior ao apresentado para os grupos de bisturi convencional e
elétrico. Concluindo, os lasers de CO, parecem causar um dano térmico menor que
o produzido pelos lasers de diodo, o que interfere na proliferacdo de queratinécitos.
Ambos os lasers mostraram indices de proliferacdo celular inferior comparado aos

bisturis convencional e elétrico.

Palavras-chave: laser de CO,, laser de diodo, PCNA, Queratinécitos,

proliferacao.



KERATINOCYTES PROLIFERATION ANALYSIS AFTER SURGICAL
INCISIONS PERFORMED BY CONVENTIONAL SCALPEL, ELECTRO CAUTERY,
CO;, LASER AND DIODE LASER

Lucia Regina de Araujo Cavalcanti Teixeira

ABSTRACT

Carbon dioxide CO, laser and high energy diode laser are extensively applied
for oral surgery procedures, but the impact on the tissue repair of tissue ablation and
thermal injury caused by these lasers is not well-established. The aim of this study
was to compare the cell index proliferation through proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) immunolabeling on the epithelium of incisions induced in the rat tongue.
Standardized linear incisions were performed by conventional scalpel, electro
cautery, CO, laser (2W), CO, (4W), diode laser (2W), and diode laser (4W).
Immunohistochemical tests using anti-PCNA antibody were performed for
keratinocytes proliferation analysis at Oh and 1, 2, 3, 7 and 14 days after surgical
incisions. PCNA-positive cells and the epithelium thickness area in the incisions
borders were histomorphometrically measured. In general, the CO, lasers groups
(2W and 4W) had higher number of positive cells than diode lasers groups (2W and
4W), but this number was lower than conventional scalpel and electro cautery. From
3 days to 14 days, the number of positive cells was increasing in diode laser groups,
and higher than in conventional scalpel and electro cautery. In conclusion, CO,
lasers seem to cause thermal damage that interferes with keratinocytes proliferation,
but in lower level than diode lasers. Both lasers show cell proliferation indexes lower

than conventional scalpel and electro cautery.

Keywords: Laser, PCNA, keratinocytes, proliferation.
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1 INTRODUCAO

Como nova especialidade na Odontologia, o laser tem cada vez mais espago
no Brasil e no mundo devido aos bons resultados observados em apenas 50 anos
de estudos.

O laser de CO, é utilizado para incisdo e excisdo de tecidos moles com
resultados favoraveis pela eficiéncia, poder de incisdo, ablacdo e boas respostas
clinicas e biolégicas da regido irradiada. *'2

O laser de diodo de alta poténcia € relativamente novo no tratamento
odontoldgico. Esses lasers tém indicacdo para exérese de neoplasias benignas,
processos proliferativos, desordens potencialmente cancerizaveis, e casos seletivos
de lesdes malignas.®>*® Possui uma tecnologia diferente, utilizando semicondutores
como meio ativo. Possui comprimento de onda entre 810 a 930nm. E fortemente
absorvido pela hemoglobina e tecidos pigmentados. S&o na maioria portateis,
praticos para o uso em clinica diaria e possuem custos reduzidos em comparacao
com outros equipamentos de lasers. O sistema de entrega do feixe através de fibra
Optica é indicado para diferentes aplicacdes cirurgicas.

Os lasers de alta poténcia abordados neste estudo sao frequentemente
utilizados nos tecidos moles orais, cabendo ao profissional eleger o aparato mais
adequado para o tipo de procedimento cirdrgico a ser realizado. Esses lasers
apresentam vantagens como a reducao do tempo operatorio, melhor visualizacédo da
area cirurgica devido a hemostasia, reducdo da bacteremia, menor destruicdo do
tecido adjacente e menor contracdo da ferida cirdrgica no pés-operatério '

As principais desvantagens, no entanto, sdo decorrentes dos danos térmicos
que podem ser minimizados utilizando-se parametros adequados. ® °

Apesar dos beneficios apresentados, o uso do laser ainda é uma incognita
para muitos profissionais da area de saude. Isso talvez possa ser explicado pela
desinformacéo e pela velocidade do desenvolvimento dos lasers e suas aplicagbes e
também devido a resultados ndo tdo bem sucedidos, decorrentes da utilizacdo de
parametros inadequados ou do despreparo de alguns profissionais que trabalham
com o laser.

Embora a literatura seja ainda escassa sobre a comparacédo dos efeitos das
técnicas convencionais com o laser, alguns estudos relatados na revisdo mostram

gue as feridas produzidas com o uso do laser apresentam um corte pouco


file:///C:/Users/Bruna/Downloads/Rodriguez-Numes%237

20

traumatico, tém boa cicatrizacdo, promovem remocdo homogénea do tecido e
hemostasia da area através da coagulacéo superficial. *°

Para varios autores o uso da radiacdo laser ndo aumentou a capacidade da
reparacdo de feridas bucais quando comparado com as técnicas cirdrgicas
realizadas com bisturi convencional e bisturi elétrico,™ ° entretanto, clinicamente é
observado que a reparacdo tecidual em feridas feitas com o laser de CO,em
mucosa, ocorre menor contracdo da cicatriz comparadas as realizadas com bisturi
convencional. 2

O uso o0 bisturi elétrico comparado ao bisturi convencional na inciséo,
respeitando as precauc¢des e indicacdes, gera corrente elétrica de alta frequéncia
guando em contato com o tecido. Alguns autores citaram como vantagens
diminuicdo do tempo cirdrgico e deplecdo do fluxo sanguineo. Esta técnica também
pode causar complicagcbes como, queimadura elétrica, podendo ocorrer no sitio
cirargico ou no local do eletrodo, interferéncia eletromagnética com outros
instrumentos no campo cirargico, deficiéncia no funcionamento de dispositivos
cardiacos implantados e também nos implantes cocleares durante sua utilizacéo,
além de que, quando utilizado na mucosa oral, pode causar aumento da dor pés-
operatoéria, perda de peso, atraso na reparacdo e, ainda, producdo de fumaca
contendo gases toxicos. >

O mecanismo de cicatrizacdo, frente a resposta metabdlica ao trauma dos
procedimentos cirdrgicos, desencadeou avancos da biologia molecular permitindo o
estudo e o conhecimento de todas as etapas da cicatrizagdo. O estudo dos efeitos
dos diferentes tipos de radiacdo laser de alta poténcia sobre os mecanismos do
processo de reparo tecidual pretende diminuir o tempo necessario ao
restabelecimento da funcdo e, principalmente, proporcionar maior conforto ao
paciente. 1 12

A analise histolégica em derme e mucosa oral para avaliagdo do reparo,
comparando diversos lasers com técnicas convencionais tem sido encontrados na
literatura. Através da imuno-histoquimica, varios marcadores foram estudados para
quantificacdo da fibronectina, do colageno, de mastocitos, de laminina entre outros.
No entanto, ndo ha, até o momento, relato com imuno-histoquimica para PCNA
independente do tecido em questao.

Enfim, o presente estudo objetiva estabelecer pardmetros comparativos de

reparacao entre lasers CO,com 2W e 4W de poténcia, diodo com 2W e 4W de
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poténcia, bisturi elétrico 2W e bisturi convencional, observando os diferentes
estagios da reparacdo tecidual através da imuno-histoquimica, para quantificar o
indice de proliferacdo celular através do PCNA nos diversos cortes realizados

em mucosa lingual de ratos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Descricdo anatdmica e histolégica do tecido lingual

A lingua é um 6rgdo muscular, recoberto por mucosa. A mucosa, € uma
estrutura que reveste as superficies umidas do tecido, sendo composta por tecido
conjuntivo, tecido epitelial e tecido muscular. Esta mucosa pode ser dividida em trés
tipos: mucosa de revestimento, mastigatéria e especializada. Nos humanos, o
revestimento epitelial da cavidade oral, ndo esta sujeito a grande atrito, e €
denominado epitélio pavimentoso estratificado ndo-queratinizado nas regibes da
superficie ventral da lingua, no assoalho da boca e na superficie mucosa dos labios
e bochechas. Entretanto, torna-se queratinizado sobre as gengivas, o palato duro e,
na maior parte da superficie dorsal da lingua, onde necessitam maior protecao
contra a abrasdo durante a alimentacdo. Nos roedores, toda a mucosa jugal esta
exposta as forcas de friccdo e cisalhamento; possui, portanto, epitélio pavimentoso
estratificado queratinizado. O epitélio oral prolifera-se constantemente, sendo
originadas novas células na sua camada mais profunda e de outras camadas na sua
superficie. Durante o deslocamento, as células sofrem modificacdes: acumulam
filamentos intermediarios, chamados de tono filamentos e, no caso dos epitélios
queratinizados, o citoplasma acaba repleto de filamentos de queratina. Essas células
sdo chamadas de queratindcitos. A rapida proliferacdo e constante renovacao da
mucosa oral permitem o restabelecimento rapido da sua integridade, apds lesdes ou
intervencdes cirGrgicas.

Abaixo da camada especializada do corpo da lingua, estd uma camada de
tecido conjuntivo, a lamina propria. Fibras de tecido conjuntivo da lamina propria,
estendem-se da mucosa em profundidade para o interior e entre os feixes
musculares da lingua. Esse tecido localizado abaixo do epitélio une essa mucosa
aos musculos esqueléticos subjacentes. A superficie inferior da lingua esta voltada
para diante e estd em contato com o assoalho da boca, sendo recoberta por

membrana mucosa simples, indiferenciada, que também adere intimamente a
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musculatura lingual. A lamina prépria e o epitélio ndo queratinizado desta regido séo
delgados, devido & sua localizagéo protegida.®

Caracteristicas mostradas na figura 2.1.

Fig. 2.1 — Imagem do corte da regido dorsal da lingua. Aumento
original 25X coloragcédo HE

2.2 O reparo tecidual

A reparacao tecidual € considerada um processo fisiolégico progressivo e
complexo, o qual, envolve uma série de eventos celulares, teciduais e bioquimicos
sobrepostos, que se inicia imediatamente apds o dano para restabelecer a estrutura
e a funcdo do tecido lesado.'” '® *° Os elementos essenciais para que se iniciem
estas atividades sdo: as células residentes (células endoteliais, queratindcitos,
fibroblastos), os leucécitos (neutréfilos, monécitos/macréfagos, linfécitos), e os
mediadores de natureza lipidica e proteica. 2> %

O reparo tecidual pode ser dividido em trés fases: inflamacédo, formacdo de

tecido de granulacdo e deposicdo, e remodelacdo da matriz extracelular, %2

embora
alguns autores dividam esta reparacdo em quatro fases, sendo a primeira a
hemostasia. > 2* A reparacéo envolve dois processos: a regeneracao, que se refere
a substituicdo das células lesadas por células do mesmo tipo, e a cicatriza¢do ou
reparacdo que se caracteriza pela neoformagcdo do tecido conjuntivo, com
substituicdo das células lesadas e alteracéo da arquitetura tecidual. Os processos de
inflamacéo e reparo reforgam a notavel capacidade do corpo humano de restaurar a

si mesmo. %2
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O processo reparacional € extremamente complexo ocorrendo reacdes e

interacdes interdependentes simultaneamente. % #

A primeira fase, a da
inflamacédo, ressaltada como principal, € caracterizada por eventos vasculares e
celulares, envolvendo a formacédo do coagulo, deposicdo de fibrina-fibronectina,
inflamagé&o, reepitelizagéo, neovascularizagdo, fibroplasia e contragdo. Tanto em
feridas bucais quanto em feridas de pele, estdo envolvidos varios tipos celulares: os
mediadores sollveis que séo os neutrofilos, macrofagos, fibroblastos, queratindcitos
e células endoteliais; e os mediadores insolUveis que séo os fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas (componentes da matriz extracelular).?® #”*?® Dessa maneira,
a cicatrizacdo depende nao sO das células e polipeptideos disponiveis, mas do
microambiente da matriz extracelular (MEC).*

Foi observado que os queratinécitos migram pela area basal para restabelecer

a barreira epitelial.*’

A matriz provisoria de fibrina-fibronectina age como uma rede
para adesédo celular e migracdo. Esta matriz é substituida por tecido de granulacéo
rico em fibronectina, que oferece uma rede vascularizada para subsequente
deposicao de colageno. Nesta fase, os fibroblastos responsaveis pela producao de
proteinas, como o colageno, se entrelacam fechando a ferida; ao mesmo tempo,
ocorre uma angiogénese, por proliferacdo das células endoteliais, com formacéo de
capilares e, assim, dar-se a organizacéo da cicatrizagéo *°

Nas primeiras 24 a 36 horas apos a leséo, fatores de crescimento epidérmicos
estimulam a proliferacdo de células do epitélio. Na pele, os queratindcitos séo
capazes de sintetizar diversas citocinas que estimulam a cicatrizacdo das feridas
cutaneas. As células epiteliais migram sobre a area cruenta a partir das bordas da
ferida e dos foliculos pilosos proximos, induzindo a contracdo e a neoepitelizacéo.
Os queratindcitos, localizados na camada basal da epiderme residual ou na
profundidade dérmica, migram para recobrir a ferida. As células epiteliais movem-se,
aos saltos e desordenadamente, até as bordas, aproximando-as. A epitelizacao
envolve uma sequéncia de alteragBes nos queratindcitos da ferida: separacao,
migracéo, proliferacéo, diferenciacdo e estratificacéo.*

Em termos clinicos, a regeneracdo pode ser classificada em primeira intencao
(quando os bordos sao deixados unidos), segunda intencédo (quando nao é possivel
unir os bordos, o proprio organismo preenche o espago necessario a cicatriza¢ao) ou
terceira intencdo (esta evoluindo por segunda intencdo e sutura-se para ajudar na

cicatrizacao).
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Este processo depende de: fatores locais e sistémicos do hospedeiro, fatores
locais e externos do ambiente, tipo de ferimento, tempo de evolugéo, 6rgéo ou tecido
envolvido e, das técnicas utilizadas; sendo, basicamente, o0 mesmo em todo

organismo.*®

2.3 CICLO CELULAR

O ciclo celular é uma série ordenada de eventos que culminam na duplicacao
da célula. Nos mamiferos, tem duracdo média de 18 a 24 horas, que é basicamente
controlada pela duplicacdo do DNA e pela mitose. O ciclo se divide em quatro fases
principais: G1, S, G2 e M. A fase G1 é o periodo compreendido entre a divisdo
celular e o inicio da sintese de DNA (fase S), periodo em que a célula cresce e toma
forma. Durante a fase S (sintese) ocorre a duplicacdo dos cromossomos (replicacéo
do DNA ). Depois de passarem pela fase G2, onde é feita uma checagem do DNA
até que se encontre pronta para a divisao celular, tem inicio o complicado processo
da mitose, fase M. Nesta fase, 0s cromossomos sdo separados e a célula divide-se
em duas células filhas cromossomicamente idénticas. E na préfase, primeiro estagio
da fase M, que as cromatides se condensam. Cada cromossomo replicado contém
duas cromatides com a mesma informacdo genética. As cromatides—irmas,
produzidas pela duplicacdo do DNA durante a fase S, permanecem ligadas pelo
centrdmero e se alinham no centro da célula durante a metafase. Na anafase as
cromatides-irmas separam-se e migram para polos opostos puxadas pelo aparelho
mitético. Na maioria das células dos eucariotos superiores, 0 envelope nuclear
rompe-se em muitas vesiculas no inicio da mitose, e se recompde em torno dos
cromossomos segregados quando eles se descondensam durante a telofase, o

Gltimo estagio da mitose. *

O ciclo celular para em diversos pontos de controle e, s6 prossegue, se certas
condi¢cbes existirem, por exemplo, se a ceélula atingir um determinado diametro.
Algumas células, como os neurdnios, nunca se dividem, uma vez que ficam

bloqueadas na fase G0.%
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2.4 A IMUNO-HISTOQUIMICA PARA PCNA

A Imuno-histoquimica (IHQ) combina Anatomia Patologica, Imunologia e
Bioquimica. Baseia-se na conjugacéo de distintos marcadores, com moléculas de
imunoglobulina, que com auxilio de um substrato especifico localiza o antigeno
tecidual. A marcacéo IHQ € a deteccao de antigenos em cortes de tecidos pelo uso
de anticorpos, de modo que a ligacdo entre antigeno e anticorpo seja
microscopicamente visivel por meio de coloragdo. E utilizada para o estudo de
doencas neoplasicas e infecciosas para o diagnostico e entendimento da
histogénese, etiologia e patogénese do tecido. A deteccdo da proteina PCNA
(marcador nuclear de proliferacdo celular) pela técnica de imuno-histoquimica é de

grande valia na analise de células em fase proliferativa.®

O PCNA é uma proteina nuclear sintetizada durante o ciclo celular. Possui
importante papel na sintese e no reparo do DNA, sendo utilizado como marcador da
proliferacdo celular, detectado desde a fase G1 até a transicdo G2 a M, atingindo

seu maximo na fase S do ciclo celular.

Foi observado que esta proteina esta ausente na fase G0. Sua expressao varia
muito nas fases G1, S, G2 e M e pode ser induzida por dano ao DNA e, ainda,
possui meia-vida longa, fazendo com que as fracbes proliferativas sejam, muitas

vezes, super-representadas. 3 3

O PCNA, também chamado ciclina, € uma proteina (36 kD de DNA polimerase
delta). Esta presente nas fases G1, S e G2 do ciclo celular e 0 gen que o codifica
tem sido clonado em diversas espécies, inclusive, havendo semelhangca com o
PCNA humano. O padrdo de positividade € nuclear, podendo ocorrer diferencas na
intensidade de marcagdo em decorréncia da expressao distinta nas diferentes fases
do ciclo celular, sendo, portanto, observada maior positividade nuclear para as

células que se encontram na fase S do ciclo celular. 3> *
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O LASER

A utilizacdo dos lasers de alta poténcia nas cirurgias orofaciais é cada vez
maior, e por isso, tem sido motivo crescente no processo de investigacao, incluindo
a necessidade de se estudar histologicamente o impacto dessa energia e suas
consequéncias na reparacao tecidual.

A literatura relata que o primeiro procedimento cirdrgico com laser foi descrito
somente em 1977, numa cirurgia para abrir uma janela naso—antral por meio de um
laser de Argonio. ¥

Quanto aos procedimentos orais, foi demonstrado clinicamente que a terapia a
laser apresenta vantagens quando comparada a cirurgia convencional: séo
procedimentos cirlrgicos com o minimo de sangramento, campo relativamente seco,
o que melhora a visibilidade, esterilizacdo da area cirlrgica pela vaporizacdo dos
microrganismos e decorrente reducdo da bacteremia, maior rapidez na maioria dos
procedimentos, diminuicdo do trauma ao tecido adjacente, reducdo da dor e
inflamacdo pos-cirdrgica com consequente reducdo no tempo da cicatrizacao,
reducdo da formacao de cicatriz, e a aceitacao dessa modalidade de tratamento pela
maioria dos pacientes. Conclui-se que o laser € uma importante ferramenta nos
processos envolvendo incisdes, excisdes e coagulacdo de lesées da mucosa oral.®
39, 40

A quantidade de destruicdo tecidual e a profundidade de penetracdo do laser,
variam de acordo com o tamanho do feixe, densidade de poténcia e/ou energia e a
duracdo da exposicdo do tecido ao laser. **

Vérios autores tém demonstrado a superioridade da irradiacdo com lasers de
alta poténcia em relacdo as técnicas convencionais. Porém, os efeitos térmicos e a
area do dano tecidual sdo reacdes adversas de grande importancia, pois, podem
interferir diretamente no processo de cicatrizagdo. > *°

Por este motivo, a comparacdo dos efeitos térmicos do laser com técnicas
convencionais (bisturi convencional e bisturi elétrico) tem sido motivo de diversas
publicacbes.*> Obviamente, o bisturi convencional ndo causa necrose por dano
térmico, porém, falha em promover a hemostasia, reducdo bacteriana, vantagens
estas proporcionadas pelo uso do laser. Alguns autores relatam que o dano térmico
€ de 3 a 5 vezes maior apds o uso de bisturi elétrico quando comparado a utilizagéo
do laser de CO,**
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Em 1992, alguns pesquisadores referiam-se ao cepticismo de muitos
cirurgibes, acerca do uso da tecnologia a laser. Entre os fatores que influenciam a
deciséo de néo utilizar o laser, os profissionais citam a diferenca na sensacéo tatil, a
falta de desenhos ergon6micos para muitos dos lasers cirargicos, e davidas na
selecédo da dose correta para a realizacéo de incisdes com a profundidade requerida
pelo caso, e que provoque uma hemostasia efetiva sem causar dano térmico
excessivo. Segundo estes profissionais, deve-se realizar esforcos para incrementar
a utilizacao dessa tecnologia nas instituicdes de ensino, elevando dessa forma, seu
nivel de aceitagédo como instrumento de uso frequente. *°

Estudos histoldégicos com base na evidenciacdo clinica, tém permitido avaliar
mais detalhadamente as propriedades da interacdo luz/tecido, a fim de responder
com mais clareza aos questionamentos de alguns profissionais ainda receosos
sobre o assunto.

Através da observacdo da morfologia celular, efeitos na membrana, atividade

celular e indice de proliferacdo, pode-se avaliar o dano celular. %°
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LASER DE CO»

O laser CO; foi desenvolvido por Patel e seus colaboradores em 1964; sua
emissao encontra-se na regido do infravermelho do espectro eletromagnético, com
comprimento de onda de 10.600nm, e seu uso, em cirurgias de tecido mole, foi
aprovado pelo F.D.A. (Food and Drug Administration) em 1976. Este laser incide
sobre o tecido de uma maneira precisa, € com minimo sangramento, podendo ser
utilizado na completa remocgdo da mucosa gengival, deixando o tecido conjuntivo

intacto e viavel, 47 48 49,50

A energia do laser de CO, vaporiza o fluido intra e extracelular causando a
desintegracdo da estrutura celular. Os pequenos vasos sanguineos sdo selados
espontaneamente, permitindo ao cirurgido uma excelente visibilidade e precisédo
durante o ato cirdrgico. O feixe do laser causa uma destruicéo localizada, e o tecido
ao redor da &rea de impacto sofre pequenas alteracdes. A ferida € geralmente

coberta por tecido carbonizado e, ap6s 24 horas, por um coagulo fibrinoso. °%°% 5334

A aplicacdo do laser de CO, sobre os tecidos moles, desencadeia um
fenbmeno histopatolégico basico exibido pelo tecido que varia de necrose do tipo
coagulacdo até o desaparecimento, em diversas profundidades, da estrutura
tecidual. Os autores concluiram que o grau da lesdo é diretamente proporcional ao
aumento da poténcia e ao tempo de exposicdo.>® A reacdo inflamatéria aguda é
minima e, durante a cicatrizacdo, alguns miofibroblastos e fibras colagenas estédo

presentes.*

Comparando histologicamente os processos de cicatrizagdo das feridas
realizadas com o laser de CO, e bisturi convencional na mucosa bucal de ratos,
observou-se que nas realizadas com laser, houve formacdo de uma cratera com
particulas de tecido carbonizado e necrosado. Porém, a 1 mm de profundidade, o
tecido mostrava normalidade, embora com grande quantidade de células
inflamatorias. A cicatrizacao foi ligeiramente retardada. A injuria provocada no tecido
ao redor da area irradiada foi reduzida. Nas feridas realizadas com bisturi
convencional, houve inflamacdo crénica suave, ndo houve necrose e a completa
cicatrizagdo ocorreu aos 11 dias. Os autores concluiram que houve uma acentuada
diferenca entre os dois tipos de incisdes. A resposta inflamatoria foi mais severa e 0

processo de reparo mais lento nas incisdes realizadas com laser. >
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As mudancas histolégicas ocorridas apos cirurgias realizadas com laser de
CO; na remocédo de discos da mucosa oral em cées beagle, foi registrado menor
formacéo de colageno, regeneracao epitelial demorada e mais irregular, em relacéo
ao padrdo de cicatrizacdo. *°

Estudo realizado em 1987 comparou as distribuicdbes e a quantidade dos
componentes da matriz extracelular, laminina, colageno tipo IV, tipo Ill e fibronectina
apos feridas realizadas por laser de CO; e bisturi convencional. Nos cortes avaliados
apos 2 dias, foi observada uma reepitelizacdo inicial evidente na cicatrizacdo das
feridas feitas a laser; a reepitelizacdo foi concluida por volta do 11° dia apés a
cirurgia. O estudo sugeriu que a quantidade de miofibroblastos presentes nas
feridas a laser, foi pequena quando comparada as feridas com bisturi convencional.
Os elementos da cicatrizacdo nos dois tipos de feridas foram semelhantes, sendo
gue, nos locais tratados a laser, houve uma ocorréncia ligeiramente mais lenta. Os
autores sugerem que a lesdo causada pelo aquecimento é, provavelmente, uma das
razdes da velocidade de cicatrizacdo mais reduzida e de reacédo inflamatdria mais
evidente.*’

Para estudar os miofibroblatos, foram realizadas biopsias cutaneomucosas
com laser de CO, e com bisturi convencional. Os espécimes foram removidos em
tempos variaveis: 2 horas, 24 horas e 4 dias. No 4° dia, observaram que persistia
uma hiperatividade fibroblastica nas incisdes com bisturi convencional, somada a
uma edificacdo micro fibrilar colagena abundante, como também, numerosos
miofibroblastos durante a cicatrizagdo, enquanto que estes, eram ausentes no grupo
com laser. >’ Depois de analisar a expressdo de miofibroblastos na cicatrizacéo de
excisdes feitas a laser de CO, e com bisturi convencional, os autores concluiram que
estas, levaram mais tempo para aparecer e desaparecer nas feridas feitas com laser
de CO,, como também, estavam em menor quantidade em relacdo as excisdes
feitas com o bisturi convencional.*?

Num estudo histolégico do nervo facial lesado em ratos, visto que, uma das
condi¢cdes mais importantes para a regeneragdo da funcdo do nervo facial, € uma
adequada coaptacao da bainha de mielina nas extremidades lesadas do nervo, 0s
autores chegaram a seguinte conclusao: a utilizagéo do laser de CO; resultou numa
melhor orientacdo da regeneracdo nervosa, e a carbonizacédo produzida pelo laser
de CO; nao influenciou negativamente na cronologia do processo de reparo, quando

analisado a longo prazo. *®
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Em outro experimento em feridas produzidas pelo laser de CO, na mucosa
vestibular de cées, foi observado um atraso na reepitelizagdo da regido, porém, a
reacdo inflamatéria foi reduzida quando comparada com o bisturi convencional® *°

Foi concluido que a reacdo inflamatdria em feridas realizadas com o bisturi
convencional e com o laser de CO, mostraram uma reacdo de grau de moderado a
severo. Houve proliferacdo de vasos sanguineos nos dois tipos de feridas, no
periodo de dois dias. No laser de CO; o infiltrado inflamatério aparece mais devagar,
porém com maior proeminéncia no processo de reparo das feridas. *’

Em 1987, foi comprovada a eficacia do laser de CO, para cirurgias de
hiperplasias gengivais e freios com inser¢do andmala. Em 0,5 segundos o tecido
epitelial apresentava-se completamente removido e o tecido conjuntivo com pouco
ou nenhum dano a 1 mm de profundidade abaixo do epitélio. *& 5%

Foi observado um resultado com um minimo sangramento durante a incisao,
pouco desconforto no pés-operatoério dos pacientes e apés 3 semanas 0s tecidos ja
estavam totalmente cicatrizados. ®*

Ainda em 1987, pesquisadores avaliaram o efeito do laser de CO, sobre cortes
em lingua de ovelhas obtendo os espécimes em periodos de uma hora, 1, 2, 4, 7,
14, 21 e 28 dias. Histologicamente, os resultados da primeira hora mostrava
carbonizacdo das bordas, total remocdo do epitélio, formacdo de uma Ulcera
(delimitada por uma suave camada de tecido coagulado) e, em algumas areas,
remocado de tecido conjuntivo e das fibras musculares e vasos sanguineos
superficiais coagulados. Um dia ap6s o procedimento houve reacdo inflamatéria
aguda. O novo epitélio cobriu totalmente a superficie da ferida, aos 14 dias. Células
inflamatorias crénicas estiveram presentes ainda aos 28 dias. Os autores concluiram
que o laser de CO, tem poder de corte e coagulacdo favoravel no tratamento de
lesdes da mucosa bucal. ®

Num estudo histolégico em bidpsias feitas no 2°, 5°, 10°, 20° e 40° dias pos-
cirurgicos para avaliar o processo de reparacdo das feridas em incisées feitas com
bisturi convencional, bisturi elétrico e laser de CO,, foi observado que a cicatrizagao
desenvolvida foi melhor nas areas onde o laser foi aplicado e pior nas do bisturi
elétrico >°

Quanto a cicatrizacdo de incisdes realizadas na mucosa palatina de ratos com
o laser de CO,, observou-se uma cavidade pouco profunda, vazia, cujas bordas

mostravam tecido conjuntivo fibroso com sinais de necrose do tipo coagulativo. O
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epitélio de revestimento nos extremos da cavidade mostrou-se desorganizado e
também com areas de necrose. Aos sete dias o tecido cicatricial ja se encontrava
bem organizado. >*

Comparando as alteracdes microscopicas provocadas pelo laser de CO,, nas
estruturas pancredticas de cées, constatou-se que uma superficie irregular de
material necrotico carbonizado com sulcos e forames e camadas de células rotas
com citoplasma coagulado. O bisturi convencional produziu uma superficie regular
com apenas algumas células rotas. Os autores concluiram que o laser de CO;
provocou necrose e uma reacao tecidual mais intensa.>*

No processo de cicatrizagcéo de incisOes realizadas no abdémen de ratos com o
laser de CO,, bisturi elétrico e bisturi convencional, no periodo de 12 horas, houve
relativa auséncia da resposta inflamatoria ao redor das feridas por laser e minima
destruicdo celular na area de atuacdo do feixe. As feridas realizadas com o bisturi
elétrico apresentaram suave extravasamento de hemacias e uma reacgéo inflamatoria
mais intensa. O bisturi convencional provocou, inicialmente, destruicdo celular com
relativa auséncia da resposta inflamatoria. A epitelizacdo das incisdes realizadas
com laser e com bisturi convencional ocorreu num periodo de sete dias, porém,
ainda havia permanéncia de suave exsudato inflamatério. As incisbes realizadas
com bisturi elétrico ndo foram completamente epitelizadas aos sete dias, exibindo
ainda um severo exsudato inflamatério crénico. Os autores concluiram que, nas
condi¢cdes de realizacdo do estudo, o laser de CO, removeu tecido de maneira
satisfatoria, permitindo um reparo rapido, previsivel, com minima resposta
inflamatéria. *°

Em 1996, profissionais realizaram feridas cirdrgicas com o laser de CO; na
lingua de ratos, com a finalidade de avaliar o processo de reparo em incisées na
regido anterior da superficie dorsal da lingua. Os animais foram mortos
imediatamente, 2, 4, 6, 8,10 e 30 dias apOs a irradiacdo. A analise histolégica
mostrou vaporizacdo instantanea do fluido intra e extracelular, desintegracdo das
células, denaturacdo das proteinas extra celulares e oclusdo dos capilares. No
décimo dia, houve completa reepitelizacéo das feridas. *

Na analise histolégica de tecido gengival irradiado com o laser de CO,, foi
observada a total carbonizagdo do epitélio e areas de necrose por coagulacdo. O
tecido conjuntivo subjacente exibiu trés zonas: a zona de necrose tissular com

colageno coagulado e quase nenhuma célula presente; a zona de efeito térmico
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exibindo pequenas artérias, arteriolas e veias obliteradas por coagulos, assim como
inflamacdo moderada e fibras colagenas com aparéncia vidrosa, e a zona de tecido
conjuntivo normal. ® Os autores concluiram que o laser de CO, pode eliminar o
epitélio, deixando o tecido conjuntivo basicamente inalterado. Concluiram que o
laser de CO, € um método alternativo para o tratamento de les6es bucais do tecido
mole e alcanca resultados melhores que cirurgias convencionais gracas a
hemostasia, conseguindo uma melhor visualizacdo do campo operatorio,
esterilizacdo da éarea cirurgica, minima dor pds-operatoria e reparacdo sem
contracdo nem cicatriz. ®°

Gengivectomia realizada com laser de CO, em portadores de hiperplasia
gengival, o autor relatou que o procedimento foi rapido, com minimo de
sangramento e desconforto para o paciente, a cicatrizacao ocorreu entre duas e trés
semanas, sem efeitos indesejaveis tanto no tecido gengival quanto no dentéario. ®’

Segundo alguns autores, os efeitos do laser de CO, em tecidos compostos por
70% a 90% de agua atingem uma profundidade de 0,17 mm. & 795868

Foi realizado estudo para avaliar a qualidade do reparo da mucosa bucal de
ratos submetida a radiacdo do laser de CO,, com a finalidade de estabelecer
parametros que permitam cirurgias com um minimo de dano tecidual. As irradiacdes
foram realizadas na mucosa da regido jugal direita com poténcias de 2 W, 7 W e 10
W, emissao pulsada, pulsos de 0,5 segundos. Segundo os resultados do estudo, os
animais irradiados com 2W de poténcia ndo apresentaram atraso significativo na
cronologia de reparo, mostrando-se esta poténcia adequada para uso em mucosa.
Os animais irradiados com 7 W e 10 W apresentaram comprometimento e atraso na
cronologia de reparo, quando comparados aos do grupo de 2 W.

Num estudo realizado, de cirurgia a laser CO,, no periodo de 1976 a 2001, em
282 pacientes com leucoplasia oral, foi observado que a cura das feridas aconteceu
por epitelizacdo, das bordas para o centro. Na maioria dos casos a cicatrizacao
estava completa em 4 semanas. Depois de cicatrizado ndo se percebia diferenca na
aparéncia ou na elasticidade prépria da mucosa na éarea tratada comparada a
normal. Segundo os autores, o tratamento com laser apresenta certas vantagens
para remocao seletiva do epitélio afetado e minimo prejuizo para os tecidos vizinhos
saudaveis, resultando em um excelente processo de reparo com minima ou
nenhuma cicatriz, além de um bom resultado funcional. Relataram como

desvantagem mais importante, o fato da evaporacdo causada pelo laser CO,
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inviabilizar a analise histolégica do espécime patoldgico. Concluiram que, quando
usado corretamente e por profissionais experientes, o laser cirargico (CO;) pode ser
um excelente tratamento para a leucoplasia.

Em individuos portadores de hemangiomas intra-orais os autores realizaram
um estudo onde o laser de CO, mostrou-se excelente para estas excisfes e
vantajoso em relacdo a todos os outros tipos de laser e ao bisturi convencional,
devido ao efeito coagulante e a excisdo in totun. Em todos os casos tratados
alcancou-se maxima protecdo do tecido, livre de infeccdo, sem complicacdo nem
sangramento. "

Em 2005, pesquisadores compararam a recuperacdo morfolégica e funcional
apos glossectomia parcial, com laser de CO, e sugeriram que a disfuncdo pos-
cirdrgica foi reduzida quando as bordas da excisdo foram deixadas sem sutura apos
a glossectomia parcial com laser de CO,. Microscopicamente, o tecido cicatricial no
grupo laser foi menor em extens&o que no grupo controle. > Sem a preocupacao
com a funcéo do 6rgdo, comparando a eficiéncia da cicatrizacao de feridas feitas em
pele de rato, entre o fechamento da incisdo com bisturi convencional com sutura e
com vaporizacao pelo laser de CO,, detectou-se que, depois de 21 dias, as duas
incisdes apresentaram as mesmas caracteristicas clinicas. "3

Em 1999, numa avaliacdo da cicatrizacdo de incises realizadas no palato de
macacos, utilizando um bisturi convencional e o laser de CO; utilizando poténcias de
2W, 4 W e 6 Wem emissado continua, foco a 0,5 cm de distancia do tecido e tempo
de irradiacdo de 6 segundos, os autores observaram que aos 3 dias, a superficie
epitelial foi substituida por um exsudato fibrinopurulento. No tecido conjuntivo, houve
fragmentacdo e desorientacdo das fibras colagenas, infiltrado de células
inflamatorias presentes tanto na inflamac¢do aguda como na crbnica. Aos 7 dias, a
ferida apresentava-se completamente epitelizada, e no tecido conjuntivo houve
pequenas quantidades de fibrilas colagenas novas entre as fibras ja existentes e um
suave infiltrado de células inflamatérias mononucleares. As feridas realizadas com o
bisturi convencional foram completamente epitelizadas no periodo de 3 dias, com
evidéncias de atividade fibroblastica e um suave infiltrado de células mononucleares.
Aos 14 dias houve completa regeneracao do epitélio e do tecido conjuntivo nos dois
tipos de incisdes. Segundo os resultados do estudo, o laser de CO, ocasionou
maiores mudancgas no tecido e uma intensa reacgdo inflamatoria retardando o reparo

no estagio inicial. ™
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Estudos envolvendo o laser CO; analisaram a expressao dos miofibroblastos, células
responsaveis pela contracdo da ferida, na cicatrizacdo. Os ratos foram eutanados
imediatamente, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 14, 17, 22, 26 e 30 dias apos a cirurgia,
sendo seis do grupo laser, trés do bisturi convencional e um do controle. A analise
histologica foi feita por meio de estudo imuno-histoquimico, corado com H&E
(hematoxilina eosina). A quantidade maxima de miofibroblastos foi trés vezes maior
nas incisées com bisturi, comparando-as com as do laser CO,. O valor de pico foi

atingido aos 3 dias com o bisturi convencional e aos 4 dias com o laser. *?
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Laser de diodo

O laser de diodo tem emissdo no espectro eletromagnético infravermelho
préximo, com comprimentos de onda que vao desde 805 a 980nm, podendo haver
emissdo no modo pulsado ou continuo, e na forma de contato ou ndo, dependendo
da sua indicacdo clinica. A energia elétrica gerada é transformada no feixe da luz
laser. Esses lasers sao pouco absorvidos pelos tecidos duros, ndo havendo dano
térmico nos mesmos, desde que energias adequadas sejam utilizadas. Portanto,
podem ser utilizados em cirurgias de tecido mole proximo ao esmalte, dentina e
cemento dentarios, desde que se utilizem parametros seguros. "> "% 7’

Recentemente, incisbes realizadas com laser de diodo 970nm foram
comparadas a incisées com bisturi elétrico. Os autores verificaram que os animais
incisionados com laser apresentavam dano tecidual mais exacerbado que incisdes
realizadas com bisturi elétrico. "

Numa outra experiéncia clinica obtida utilizando o laser de diodo de alta
intensidade (Ga-Al-As, 980nm) em frenectomias, remocéo de hiperplasias gengivais
e peri implantares, os autores concluiram que o laser de diodo pode ser utilizado em
procedimentos cirargicos com efeitos benéficos apresentando uma cicatrizagdo sem
complicacdes, edema, sangramento, dor ou formacé&o de cicatriz. "®

Dentre o grande numero de desenvolvimentos recentes na tecnologia laser, um
dos mais promissores para a aplicacéo direta € o laser de diodo de alta poténcia. E
altamente eficiente, compacto e de baixa manutencdo, com elevado potencial em
aplicacBes cirargicas. Os procedimentos médicos que envolvem tecidos moles sédo
0S que mais se beneficiam da utilizacdo deste laser. De acordo com os autores,
estes conseguem substituir os lasers de Nd:YAG e CO,. Além do fato de possuir um
sistema de entrega do feixe laser, através de uma delicada fibra de
aproximadamente 1mm de diametro, possibilitando ao operador melhor capacidade
de focalizagédo, uma maior flexibilidade durante a operacéo e facilidade de manuseio,
pontuando mais algumas vantagens além das citadas anteriormente.

Pesquisadores realizaram um estudo no qual compararam o0s diversos
aparelhos laser utilizados nos procedimentos clinicos estéticos, em recontorno
tecidual conservador de uma frenectomia com laser de diodo, o resultado
apresentou excelente capacidade de cortar com precisdo, controlar a hemostasia e a

baixa absorcao pela estrutura dentaria, permitindo, um corte seguro mesmo proximo
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ao dente. Apés 6 dias, observaram uma cicatrizacdo excelente, além da auséncia
desconforto do paciente.’’

Diversos procedimentos relativos a area do uso clinico do laser de diodo de
alta poténcia na ortodontia, podem beneficiar-se com o uso desta técnica, tais como:
recontorno e escultura gengival; frenectomia, gengivectomia de excesso de tecido
hipertréfico e de opérculo gengival. A ablacdo de tecido mole com laser de diodo &
considerado um procedimento simples com excepcionais resultados estéticos.®

O tratamento com laser de diodo cirdrgico na doenca periodontal resultou na
diminuicdo da inflamacdo e subsequente reducdo da profundidade da bolsa
periodontal. Concluiram que o laser cirdrgico odontol6gico, além de poder ser usado
na remocdo das patologias orais de tecido mole, também possui um excelente
beneficio no tratamento das doencas periodontais®

Outros autores relatam também eficacia clinica do laser diodo associado ao
tratamento periodontal convencional: observaram que grupo controle teve uma
reducéo de 19,55% menor no sangramento a sondagem do que o Grupo laser.” Em
2004, utilizaram o laser diodo (980 nm) para remocdo do epitélio de bolsas
periodontais em porcos. A avaliacdo histolégica demonstrou que a instrumentacao
radicular associada ao laser de diodo permitiu a completa remocédo epitelial em
comparacdo ao tratamento convencional, independente da experiéncia dos
individuos "

Foi realizado estudo para comparar o processo de reparacdo tecidual das
incisbes em pele e lingua de ratos com o laser CO, laser de diodo, bisturi elétrico e
bisturi convencional, para avaliar o nidmero de mastécitos. Os animais foram
eutanados imediatamente, 24, 48, 72 horas, 7 dias e 14 dias do pés-operatorio.
Apds 14 dias uma contagem, desse tipo celular, significantemente maior foi
observada na reparacao das incisbes com bisturi convencional em relagéo ao laser
CO, (2 e 4 W); das incisbes do laser de diodo (2 W) em relacao ao laser CO, (2 W e
4 W) e do bisturi elétrico em relacéo aos laser CO, (2 e 4 W) e de diodo (2 e 4 W). A
quantificacdo de colageno nos processos reparacionais verificada imediatamente
apos as incisdes e nos intervalos de 24, 48 e 72 horas, revelou que ndo houve
diferenca estatisticamente significante. Apdés 7 dias a contagem observada na
incisdo com bisturi convencional foi maior em relacéo as incisées com laser CO; (2
W) e bisturi elétrico e menor em relacédo as do laser de diodo (4 W). Apos 14 dias

também ndo houve diferenca entre todas as técnicas.®’ Neste estudo, a autora,
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observou que o mecanismo da reparacdo tende a ser semelhante em incisdes
padronizadas, independente da técnica utilizada; no entanto, variacdes
reparacionais, com técnicas semelhantes, poderiam estar associadas as
caracteristicas do tecido. &

Considerando o uso de bisturi elétrico na incisdo e coagulagdo do tecido mole,
foram observadas algumas vantagens quando comparado com o bisturi
convencional. Entre as vantagens citadas destacam-se a diminuicdo do tempo de
cirurgia, o esgotamento da perda de sangue, e uma melhor visibilidade do campo

cirargico.*® 14
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3 OBJETIVO

Esse estudo tem como objetivo avaliar e comparar a reparacao epitelial apos
incisdo com o laser de CO,, laser de diodo, bisturi elétrico e bisturi convencional em
mucosa oral de ratos, utilizando imuno-histoquimica para avaliacdo do coeficiente de
proliferagéo celular em mucosa oral de ratos nos seguintes tempos de reparagao:
1h, 24h, 48h, 72h, 7 dias e 14 dias ap0s a inciséo.



4 MATERIAL E METODOS

Material - Marca

Balanca de preciséo - Soehnle

Cuba de vidro

Gaze Derma-plus

Luvas de procedimento - Derma-plus

T&bua de cortica

Formol 10% (vol.)

Alcool 70% (vol.)

Algodéao hidréfilo

Gaiola (com serragem e agua)

Solucdo anestésica de ketamina/xilasina (2:1), contendo 0,1ml/100g de
animal, (RompumC/Francotar(]) Bayer

Lamina de bisturi numero 12 Two Arrows

Cabo de bisturi curvo Duflex

Serings 5ml e agulha 30/7

Régua milimetrada

Racao labina Purina

Laser de diodo Vision

Laser de CO, Optronika

Pingas denteadas - Duflex

Hidrato de cloral

Recortador do plastico da fibra Vision

Caneta para calibrar a fibra Vision

Oculos de protecdo do laser de diodo Vision

Oculos de protecéo do laser de CO, Optronika

Caneta permanente Pilot

Camera fotogréafica acoplada a lente medical (120mm) Nikon D-70
Microscopio optico de luz branca Nikon — YS100

Microscopio optico de luz branca Nikon Eclipse 1200F E600 DXM
Camera digital Nikon DXM — 1200F
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4.1 MATERIAL
4.1.1 Animais

Foram utilizados 30 ratos machos, adultos (Rattus novergicus albinus,
variedade Wistar), com peso corporal médio de 150g e idade média de 100 dias,
provenientes do Biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da USP, Sdo Paulo. Os animais foram mantidos em gaiolas
com maravalha de pinus e com acesso a agua e racao ad libitum e com condi¢des
controladas de iluminacéo (12 horas de luz/12 horas de escuro), temperatura (23 +
2°C) e umidade (55 + 10%). A agua fornecida foi esterilizada por autoclave; a
maravalha e a ragéo foram esterilizadas por radiacdo 6. Esse trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de
Séao Paulo, FOUSP (Anexo A).

4.1.2 INSTRUMENTOS UTILIZADOS

e Laser de CO,, marca comercial Union Medical Engineering Coo UM-L30 (Seul,

Coréa do Sul), comprimento de onda de 10600 nm.

e Power meter (Coherent Radiation — Palo Alto, EUA), Reader (modelo 201, série
2134), Sensor (modelo 101).

e Laser diodo, arseneto de galio-aluminio, marca comercial Diodo Lasering L808
(Milao, Italia), comprimento de onda de 808 nm Power meter (Molectron detector
incorporated, modelo PM 600, Portland, EUA)

e Bisturi elétrico, marca comercial Microem - MOD Bi800 (Porto Alegre, RS)
e Laminas de bisturi convencional n° 15 (Wiltex®, S&o Paulo)

e Papel carbono, marca comercial Detecto®, Niterdi, RJ, para foto ativacdo da
fibra 6ptica do laser de diodo.
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4.2 METODO

4.2.1 Método experimental

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 6 grupos experimentais, cada
grupo contendo 5 animais. Todo processo experimental foi desenvolvido em um
anico dia. Os ratos foram anestesiados individualmente com indug¢é@o anestésica por
via parenteral na regido abdominal, realizada com Ketamina (25 mg/kg, Holiday®) e
Xylazina® (10 mg/Kg, Rompun®, Bayer). Cada animal foi submetido seis incisdes na
lingua. As incisbes foram manuais, com medidas aproximadas de 2,5 mm de
comprimento por 1mm de profundidade (na lingua). As medidas das incisdes foram
monitoradas com auxilio de régua milimetrada (extensdo) e de sonda periodontal

milimetrada (profundidade).

As 6 incisdes na lingua consistiram de: 2 incisées com laser de CO,, uma com
poténcia de 2 W (tempo de aplicacéo de 4s), e outra de 4 W (tempo de aplicacdo de
2s), modo continuo e focado com diametro de 0,3 mm sem contato com o tecido,
velocidade aproximada das incisdes de 2,5 mm/s; 2 incisdes com o laser de diodo,
uma com poténcia de 2 W (tempo de aplicacdo de 4s) e outra de 4 W (tempo de
aplicacdo de 2s), modo continuo, aplicado com fibra 6ptica de 300 um (0,3 mm) em
contato com o tecido e velocidade aproximada das incisdes de 2,5 mm/s; 1 incisdo
com bisturi elétrico com 2 W de poténcia, modo corte, tempo de aplicacdo de 4s,
velocidade aproximada de 2,5 mm/s; e 1 incisdo com lamina de bisturi convencional
(profundidade guiada por uma marca na propria lamina). Caracteristicas das incisées
sédo mostradas na Figura 4.1.

Figura 4.1. (lingua) — Aspecto macroscoépico
das incis@es lineares. As superiores referem-se
ao corte com laser de CO2 (a esquerda 2W e
a direita 4W), incisbes ao centro realizadas
com laser de iodo (a esquerda 2W e a direita
4W), incisBes inferiores realizadas com bisturi
elétrico a esquerda e bisturi convencional a
direita
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Apos as intervencgdes, os animais foram mantidos em gaiolas individuais e
posteriormente eutanados em cémara de CO,, de acordo com 0s seguintes
intervalos de tempo:

animais do Grupo 0, imediatamente apos as intervencoes;

Grupo 1, apés 24 horas;
Grupo 2, apés 48 horas,
Grupo 3, apés 72 horas,
Grupo 7, apos 7 dias,

Grupo 14, apés 14 dias.

Apoés o sacrificio, seguindo os tempos indicados, as areas incisadas foram
cirurgicamente removidas e fixadas em formalina a 10%, e, em seguida enviada ao
laboratério, onde as amostras foram processadas, desidratadas e incluidas em
blocos parafina.
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4.3 IMUNO-HISTOQUIMICA E QUANTIFICACAO DE PCNA

E O exame Imuno-histoquimico um método de diagndstico complementar, que
tem como objetivo a deteccdo de um determinado antigeno em um corte histolégico.
A técnica tem permitido a identificacdo de diferentes tipos de marcadores (enzimas,
receptores e produtos de genes), que estdo relacionados ao comportamento
biolégico celular. Principais indicacdes: avaliacdo prognostica, diagndstico
histogenético, discriminacdo da natureza benigna e maligna de determinadas
células, caracterizacdo da origem de carcinomas e identificacdo dos agentes
infecciosos. Para as reagBes de imuno-histoquimica, foi utilizado o seguinte

anticorpo primario: o PCNA, antigeno nuclear de proliferacdo celular.

4.3.1 TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA

As reacdes imuno-histoquimicos foram realizadas no Laboratério de Imuno-
histoquimica da Disciplina de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Séo Paulo. Os cortes foram obtidos dos espécimes emblocados em
parafina e estendidos em laminas de vidro previamente tratadas com solucdo de 3 —
aminopropiltrietoxisilano (Sigma, St. Louis, MO, USA) 10% em etanol absoluto. Estes
cortes foram desparafinados em 2 banhos de xilol, sendo que o primeiro foi por 30
minutos em estufa a temperatura de 60° C e o outro por 20 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, procedeu-se a reidratacdo dos cortes em séries de etanol
com concentracdes descendentes (3 vezes em etanol absoluto, 95%, 85%) em
banhos de 5 minutos cada. Para remocédo do pigmento formdélico foi realizado um
banho de 10 minutos em hidréxido de aménio 10%, em etanol 95%, seguido de
lavagem em agua corrente por 10 minutos e 2 banhos de agua destilada. Foi
realizado o pré-tratamento para recuperacdo antigénica seguido de lavagem em
agua corrente por 10 minutos e 2 banhos de agua destilada. Os cortes foram
submetidos ao bloqueio da peroxidase enddgena tecidual com solucéo de peroxido
de hidrogénio 6% e metanol na proporgédo 1:1 em 2 banhos de 15 minutos cada.
Posteriormente, foram realizadas lavagem em agua corrente por 10 minutos, 2
banhos de agua destilada e 2 banhos de 5 minutos cada em solugdo tampao de

TRIS-HCL (hidroximetil-amino-metano) 0,5 M, pH7,4. As laminas foram colocadas no
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equipamento Dako Autostainer Universal Staining System ( Dako Corp., Carpenteria,
CA, USA) onde se realizaram as seguintes etapas: incubacdo dos anticorpos
primarios, incubacdo do anticorpo secundario polivalente (anticabra, coelho e
camundongo) por 30 minutos, incubacao do complexo terciario estreptavidina-biotina
(kit LSAB Peroxidase KO609 — Dako Corp., Carpenteria, CA, USA) por 30 minutos,
revelacdo da reacdo com iaminobenzidina (Dako Liquid DAB Plus K3468 — Dako
Corp., Carpenteria, CA, USA) por 10 minutos e contra coloragdo com hematoxilina

de Mayer por 10 minutos.

4.3.2 QUANTIFICACAO DE PCNA

A expressdo de antigenos nucleares de células endoteliais em proliferacédo

sera avaliada na neoderme.

A porcentagem de células epiteliais com antigeno positivo de proliferacao
celular sera calculada contando células da margem da ferida até a extremidade da

neoderme.

A localizacdo dos campos e a quantificacdo das células marcadas pela
expressdo do PCNA foram realizadas em um microscopio binocular, num aumento
de 100 vezes. A contagem se deu em trés campos do epitélio, uma em cada
extremidade e outra no centro, evitando cortes transversais das papilas. A avaliacéo
quantitativa da expressdo do PCNA foi feita nas camadas basal e intermediaria do
epitélio de cada campo selecionado, contando todas as células positivas e
negativas. Foram consideradas células da camada basal aquelas que estavam em

contato com o tecido conjuntivo subjacente e que apresentassem nucleo colunar.

Para a quantificacdo dos nudcleos marcados com PCNA foi utilizado um
microscopio binocular da marca Zeiss-Standard 20, com aumento de 100 vezes,
ligado a um programa de computador (IMAGELAB - Sistema de processamento e
Andlise de Imagem / Softium Sistemas de Informatica — S&o Paulo) que transfere as
caracteristicas do campo microscopico selecionado, através de uma camera de
video, ligada a placa de captura de imagem do computador. Neste programa foi
usado 0 recurso que permite a contagem manual, realizada através do apontamento
pela seta do “Mouse” das estruturas a serem contadas na imagem exibida no

monitor.
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A gquantificagédo foi feita em dois momentos distintos, pela mesma pessoa sem
saber a que grupo pertencia a lamina que estava sendo contada, caracterizando a

imparcialidade do estudo.

4 4 Andlise quantitativa

Foi realizada quantificacdo dos queratinécitos PCNA-positivos no epitélio de
ambas as bordas da ferida. Para tanto, inicialmente foi calculada a area do epitélio
utilizando-se software de morfometria digital (ImageLab2000®, S&o Paulo, Brasil)
em um campo (aumento original de 100X) de cada borda da ferida, totalizando-se
dois campos para cada espécime. Para cada campo analisado, no mesmo epitélio
cuja area fora calculada, quantificou-se o nimero de queratindcitos positivos para
PCNA. Em seguida, para cada espécime, foi obtido o niumero total de células e a
area total epitelial somando-se os dados dos dois campos. Por fim, foi calculada a
densidade de células, dividindo-se a area epitelial pelo nimero de células contadas.
Todo o procedimento foi realizado por um Unico examinador. Como mostra na figura
441ed442.

ki

Fig. 4.4.1 Calculo da é&rea do epitélio Fig. 4.4.2 Quantificacdo dos queratindcitos

utilizando-se software de morfometria digital PCNA-positivos no epitélio de uma das bordas

em uma das bordas da ferida. da ferida.
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4 5 Andlise estatistica

Foi realizada andlise estatistica descritiva utilizando-se média, mediana,
desvio-padrao e percentis maximo e minimo.

Para analise das diferencas entre todos 0s grupos concomitantemente, foi
utiizado o teste de Kruskal-Wallis. Para analise dos grupos dois-a-dois foi
empregado o teste de Mann-Whitney ajustado pela correcdo de Bonferroni. Quando
pertinente, utilizou-se o teste de Friedmann seguido do teste dos postos sinalizados
de Wilcoxon para verificar as diferencas entre os periodos experimentais para cada

grupo individualmente. O nivel de significancia adotado foi de 5%.



RESULTADO
Fig. 5.1 ilustra os cortes nos tempos Oh e 24H

A - bisturi convencional.

B — bisturi elétrico.
C—-CO2 2w.
D - CO2 4W.
E — diodo 2W.
F — diodo 4W.

G - bisturi convencional.
H — bisturi elétrico.

|- CO2 2W.

J—CO2 4w.

K — diodo 2W.

L — diodo 4W.
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Gréfico 1

O grafico 1 contém a distribuicdo dos valores médios da area do epitélio das
bordas da ferida nos periodos de Oh e 24h. Em ambos os periodos houve diferencas
significativas (p=0,0040 para Oh e p=0,0150 para 24h). Em Oh, o laser de CO, 2W
exibiu a maior média de area epitelial, a qual foi significativamente maior em relagéo
aos demais grupos (p=0,0210 para todos os cruzamentos); a segunda maior area
epitelial foi a do laser de diodo 2W, havendo diferencas significativas em relacéo aos
bisturis e ao laser de diodo 4W (p=0,0210 para todos os cruzamentos). O laser de
CO; 4W ainda exibiu area epitelial significativamente maior do que o laser de diodo
4W (p=0,0830).

Em 24h, a média da area de epitélio aumentou em relagéo a Oh nos grupos dos
bisturis e do laser CO, 2W, mas isso ndo aconteceu nos demais lasers. O laser de
CO, 2W continuou exibindo area epitelial significativamente maior do que os demais
grupos (p=0,0210 e p=0,0340). A menor area epitelial nesse periodo foi a do diodo
4W, com diferengas significantes em relagdo aos bisturis e ao laser de CO,
(p=0,0210 e p=0,0340).
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Grafico 1 — Média (+ desvio-padr&o) da area epitelial (em um?) nas bordas
da ferida
para os periodos de Oh e 24h



Area do epitélio das bordas da ferida nos periodos de 48h e 72h
Fig. 5.2 Cortes histolégicos das incisGes no tempo 48h e 72h

A - bisturi convencional.

B — bisturi elétrico.
C-CO, 2W.

D - CO, 4W.

E — diodo 2W.

F — diodo 4W.

Aumento original 100X

L

G - bisturi convencional.

H — bisturi elétrico.
I-CO, 2W.
J—CO, 4W.

K — diodo 2W.

L — diodo 4W.

Aumento original 100X
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Grafico 2 — Média (+ desvio-padrao) da area epitelial (em pm?) nas bordas da
ferida para os periodos de 48h e 72h

Grafico 20 Gréfico 2 exibe a distribuicdo dos valores médios da area epitelial
para os periodos de 48h e 72h. Na analise de todos 0s grupos concomitantemente,
houve diferencas significativas para os dois periodos (p=0,0120 para 48h e
p=0,0220 para 72h). Em 48h, a area epitelial presente nos espécimes dos bisturis é
praticamente o dobro da observada em 24h (Grafico 1). O laser de diodo 4W
também exibiu a mesma tendéncia, sendo o grupo com maior area epitelial em 48h,
com diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao bisturi elétrico e aos

demais grupos de lasers (p=0,0430 para o bisturi elétrico e p=0,0210 para os lasers)



Area do epitélio das bordas da ferida nos periodos de 7 e 14 dias

A Fig. 5.3 ilustra os cortes nos tempos 7 e 14 dias

B — bisturi elétrico.
C-CO,2W.

D - CO; 4W. intencéo
E — diodo 2W.

F —diodo 4W

Aumento original 100X

A - bisturi convencional.

G - bisturi convencional.
H — bisturi elétrico.

| -CO, 2W.

J—CO; 4W. intengéo

k — diodo 2W.

L — diodo 4W

Aumento original 100X
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Grafico 3

No Grafico 3 tem-se a distribuicdo dos valores médios de area epitelial para o0s
periodos de 7 dias e 14 dias. Na analise de todos 0s grupos concomitantemente,
houve diferencas estatisticamente significantes somente para o periodo de 7 dias
(p=0,0200). Em 7 dias, a maior area epitelial € observada para o laser de diodo 4W,
seguido pelo grupo do laser de CO, 4W. Ambos os lasers evidenciaram area epitelial
significativamente maior em relag&o ao bisturi convencional e ao bisturi elétrico (para
ambos os bisturis, p=0,0340 quando comparado ao laser de CO, 4W e p=0,0210
quando comparado ao laser de diodo 4W). O laser de diodo 4W teve area epitelial
significativamente maior também em relagdo ao laser CO, 2W (p=0,0430). Em 14
dias, os valores médios de area epitelial exibem queda em relacdo a 7 dias em
praticamente todos 0s grupos, com valor menor para o grupo do laser CO, 2W. Nao

houve diferencas estatisticamente significantes nesse periodo experimental.
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Grafico 3 — Média (+ desvio-padr&o) da area epitelial (em pm?) nas

bordas da ferida para os periodos de 7 dias e 14 dias
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A guisa de facilitar a visualizacdo das tendéncias de éarea epitelial em termos
cronoldgicos, o Gréfico 4 redne a distribuicdo dos valores médios de cada grupo
segundo todos os periodos experimentais. A analise das tendéncias ja foi explicitada
a partir dos graficos anteriores.
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= 2000000 m Diodo 4W
o m Diodo 2W
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<
1000000 - mcoz2w
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500000 - M Bisturi convencional
0 _
Oh 24h 48h 72h 7 dias 14 dias
Periodos experimentais

Grafico 4 — Média (+ desvio-padrao) da area epitelial (em pm?) nas bordas da
ferida para todos os grupos e periodos experimentais
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5.2 Contagem de queratindcitos PCNA-positivos e densidade dessas células

A densidade de células PCNA-positivas foi expressa em queratindcito
positivo/um? de epitélio a partir da contagem individual e da medida da &rea epitelial.
Para facilitar a interpretacdo, a andalise da contagem das células positivas sera
realizada concomitantemente a densidade celular. Na densidade celular, os valores
menores indicam maior nimero de células por pm? de epitélio.

O Gréfico 5 contém a distribuicdo do niumero médio de células positivas e 0
Gréfico 6, a densidade média celular nos periodos de Oh e 24h. Ao se analisarem
todos os grupos concomitantemente, houve diferencas estatisticamente significantes
tanto na contagem individual das células (p=0,0020 para Oh e p=0,0080 para 24h)
qguanto na densidade celular (p=0,0010 para Oh e p=0,0140 para 24h). Em Oh, o
ndmero de queratindcitos positivos no grupo bisturi convencional foi estatisticamente
superior em relacdo a todos os demais grupos (p=0,0210 para todos os
cruzamentos). Para o bisturi elétrico, o numero de células positivas foi
significativamente superior aos lasers de CO, 2W e diodo 2W e 4W (p=0,0210). O
laser CO, 4W exibiu a segunda maior contagem média de células positivas, sendo
significativamente superior aos lasers de diodo 2W e 4W, mas sem diferencas em
relacdo ao CO, 2W. Com relacéo a densidade celular, observa-se que os grupos dos
bisturis exibiram alta densidade de células positivas em relacdo aos grupos dos
lasers (p=0,0210 para todos os cruzamentos) no periodo de Oh. A baixa densidade
de células positivas no grupo do laser de diodo 2W foi estatisticamente significante
somente em relacdo ao laser de CO, 4W (p=0,0430) e ao de diodo 4W (p=0,0210).
Em 24h, os bisturis juntamente com o laser de CO, 4W mantiveram o maior nimero
de queratinécitos PCNA-positivos, havendo diferencas significativas entre o bisturi
elétrico e os lasers de CO, 2W e diodo 2W e 4W (p=0,0210 para todos o0s
cruzamentos). O laser de diodo 4W exibiu os menores indices, os quais foram
estatisticamente significantes em relagédo ao bisturi elétrico e ao laser de CO, 4W
(p=0,0210). Acompanhando essa tendéncia na contagem, 0s grupos que exibiram
menores quantidades de células positivas exibiram menores densidades celulares,
com diferencas estatisticas principalmente entre o bisturi elétrico e os lasers de CO,
2W e diodo 2W e 4W (p=0,0210 para todos os cruzamentos).
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O Gréfico 5 contém a distribuicdo do niumero médio de células positivas nos

periodos de Oh e 24h
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Gréfico 5 — Numero médio (xdesvio-padrdo) de queratindcitos PCNA-positivos

nos periodos experimentais de Oh e 24h.

O Gréfico 6 contem a densidade média celular nos periodos de Oh e 24h.
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Gréfico 6 — Densidade média (+ desvio-padrdo) de queratindcitos PCNA-positivos

por area epitelial (em pm?) nos periodos experimentais de Oh e 24h
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Os Gréficos 7 e 8 contém, respectivamente, a distribuicdo do numero médio de
queratinécitos PCNA-positivos e da densidade de células positivas para os periodos
experimentais de 48h e 72h.

Para a contagem de células positivas (Grafico 7), houve diferencas
estatisticamente significantes nos periodos de 48h (p=0,0080) e 72h (p=0,0380) ao
se compararem todos 0s grupos concomitantemente. Ja para a densidade celular,
houve diferencas somente no periodo de 72h (p=0,0040). Na contagem de células
PCNA-positivas no periodo de 48h, os maiores valores encontram-se nos grupos do
bisturi elétrico e do laser de diodo 4W. O bisturi elétrico exibiu nimero médio de
células positivas significativamente maior em relagdo ao bisturi convencional
(p=0,0430) e aos lasers de CO, 2W e 4W (p=0,0210). O laser de CO, 2W foi o grupo
com menor namero de células positivas (p=0,0210 para o bisturi elétrico e os demais
lasers).

O Gréfico 7 contem, a distribuicdo do numero médio de queratinocitos PCNA-
positivos para os periodos experimentais de 48h e 72h. Em 72h, o grupo do laser de
diodo 2W apresentou o maior numero de células positivas, com diferencas

significativas em relacdo ao laser de CO, 2W e diodo 4W.
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Grafico 7 — Numero médio (xdesvio-padréo) de queratindcitos PCNA-positivos
nos periodos experimentais de 48h e 72h.
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Para a densidade celular (Gréfico 8), nota-se que em 48h os valores foram
semelhantes entre os grupos, ndo havendo diferencas entre eles. Porém, em 72h, o
laser de diodo 4W exibe menor densidade de células positivas, com diferencas
significantes em relac&o ao bisturi convencional e ao diodo 2W e CO, 4W (p=0,0210

para todos os cruzamentos).

O Grafico 8 contem a distribuicdo da densidade de células positivas para 0s
periodos experimentais de 48h e 72h.
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Graéfico 8 — Densidade média (+ desvio-padrao) de queratindcitos PCNA-positivos
por &rea epitelial (em pm?) nos periodos experimentais de 48h e 72h
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Os Graficos 9 e 10 mostram, respectivamente, a distribuicdo dos valores
médios de células PCNA-positivas e de densidade celular para os periodos
experimentais de 7 dias e 14 dias. Na andlise de todos o0s grupos
concomitantemente, nota-se que houve diferencas estatisticas somente no periodo
de 14 dias para a contagem de células (p=0,0380) e no periodo de 7 dias para
densidade celular (p=0,0180). Em 7 dias, as células PCNA-positivas foram mais
numerosas no grupo do bisturi convencional, porém os valores médios foram bem
semelhantes entre todos os grupos. Em 14 dias, hd um pico de queratin4citos
positivos para os grupos do bisturi elétrico e para os lasers de CO, 4W e diodo 4W.
Houve diferencas significativas na comparacdo do bisturi elétrico com o bisturi
convencional (p=0,0340) e com o laser de CO; 2W e diodo 2W (p=0,0210 para
ambos os cruzamentos). O laser de CO, 4W exibiu ainda diferencas em relacédo ao

CO, 2W. As diferencas do laser diodo 4W nao foram significantes nesse periodo.

450.0 W7 dias
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Grafico 9 — Numero médio (+desvio-padrdo) de queratinocitos PCNA-positivos

nos periodos experimentais de 7 dias e 14 dias
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Na analise da densidade celular (Gréfico 10) no periodo de 7 dias,
notase que as maiores densidades de células positivas encontram-se
para os grupos dos bisturis e para os lasers de CO,. Os bisturi convencional exibiu
densidade de células positivas significativamente maior do que o laser de CO, 4W
(p=0,0340) e os lasers de diodo 2W e 4W (p=0,0210 para ambos os cruzamentos).
O bisturi elétrico também exibiu densidade significativamente maior em relagdo aos
lasers de diodo 2W (p=0,0430) e 4W (p=0,0210). Entre os lasers ndo houve
diferencas estatisticas no periodo de 7 dias. Em 1l4dias, também n&o houve

diferencas significativas entre as densidades de células PCNA-positivas.
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Graéfico 10 — Densidade média (+ desvio-padrdo) de queratindcitos PCNA-positivos
por area epitelial (em pm?) nos periodos experimentais de 7 dias e 14 dias
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Para resumir as tendéncias de distribuicio do numero de células PCNA-
positivas e de densidade celular positiva em termos cronolégicos, foram criados os
Graficos 11 e 12, respectivamente. As interpretacdes das diferentes tendéncias ja

foram feitas a partir dos graficos anteriores.
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Grafico 11 — Nimero médio (+desvio-padréo) de queratindcitos PCNA-positivos segundo

0S grupos e periodos experimentais
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Gréafico 12 — Densidade média (+ desvio-padrdo) de queratindcitos PCNA-positivos
por area epitelial (em um?) segundo os grupos e periodos experimentais
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6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

“‘“Com suas mdltiplas funcbes, o laser €, sem duvida, a invencdo mais
impactante do mundo moderno”, diz o fisico Nilson Dias Vieira Junior,

superintendente do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN).

O uso do laser na area médica e odontoldgica esta cada vez mais acessivel ao
profissional e, consequentemente, ao paciente. Porém, um dos efeitos mais
preocupantes para esses operadores € 0 dano térmico, que pode retardar o

processo de cicatrizago. 404445950

A interagao da luz laser com os tecidos pode levar a diferentes resultados,
tanto inibindo, quanto acelerando a proliferacdo celular.® Esses resultados
dependem de varios fatores, desde comprimento de onda, dose, poténcia e
propriedades Opticas dos tecidos, como também das condicdes de saude do
individuo, ou seja, a caracteristicas fisiolégicas das células. %

Estudos a este respeito tém sido realizados por analise morfométrica,
comparando os danos causados pelos instrumentos cirargicos. A base desta
pesquisa foi avaliar e comparar as fases da reparacéo tecidual em mucosa oral de
ratos submetidos a incisées de dimensfes padronizadas, realizadas com lasers
(CO; e diodo), com bisturi elétrico e convencional. As formas de analise das fases de
reparacdo entre as incisdes foram baseadas na area do epitélio das bordas da
ferida, contagem de queratindcitos PCNA-positivos e densidade dessas células,
ocorrido imediatamente apds as incisdes e em multiplas etapas da reparacao. Isso
gerou um conjunto de dados que permitiu uma andlise abrangente comparativa da

reparacdo da mucosa da lingua entre as técnicas utilizadas.

Quanto as técnicas realizadas com bisturi convencional foi observado que
houve sangramento e formac&o de crosta na borda na ferida. " # ® Diferentemente
do que foi observado nas cirurgias com laser, em que ndo houve sangramento, nem
crosta na borda da ferida’ ®* ou mesmo eletrocautério®*

A acao de fotocoagulacdo do laser, observada também em nosso experimento,
€ significante sobre os métodos cirdrgicos convencionais, visto que, diferentemente
de uma incisdo com bisturi cirdrgico, o cirurgido dentista passa a ter um campo de

visdo muito mais adequado para o trabalho, abreviando o tempo das intervencgdes.
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A nosso ver, o efeito de coagulacédo é considerado como a principal vantagem das

cirurgias com laser de acordo com alguns autores citados acima. ** ¢ 73 %8

O primeiro aspecto analisado foi a area do epitélio nos periodos iniciais de
reparo (Oh e 24h) das incisfes lineares (grafico 1) e foi observado a presenca de
discreta necrose epitelial nas bordas da ferida, com sinais de inicio de reepitelizacao
em 24h. As bordas epiteliais das feridas feitas com os bisturis exibiam formato
homogéneo e regular, o que justifica menores valores de area epitelial. Ambos
exibem em 24h sinais da reepitelizacdo esperada para essa fase, o que pode
justificar o aumento da area epitelial nesse periodo.

Os maiores valores de area epitelial para os lasers de CO, 2W e diodo 2W
estdo atrelados a presenca de dano térmico associada a bordas irregulares, porém
nitidas, com presenca de queratindcitos viaveis na extensao epitelial.
Provavelmente, essas bordas irregulares se devem a sucessivas irradiacdes

totalizando 4s para poder se alcancar 2,5mm de extensado por 1mm de profundidade.

O atraso na reacao a inflamacao de feridas provocadas por laser é constatado

diversas vezes na literatura atual, 1 3 4 69. 52,73, 74,

relatam que a lesdo causada
pelo aquecimento, ou seja, o grau de necrose nas margens da lesao &,
provavelmente, uma das razbes da velocidade de cicatrizagcdo mais lenta e da
reacao inflamatoria mais evidente das feridas induzidas a laser. Ao contrario de
outros autores que utilizaram a mesma poténcia de 2W, modo continuo, e nao foi
observado atraso na cronologia do processo de reparo com o uso do laser de CO;,
Concluiram que com os parametros utilizados, o laser contribui para anastomoses

de nervos, devido & coagulacéo térmica. >

O aumento de area do epitélio em 24h do laser CO, 2W também esta atrelado
a sinais de reepitelizacdo, porém mais discreta do que a observada para os bisturis.
Ja o parametro de 4W, particularmente o laser de diodo, gerou grande dano térmico,
com destruicdo macica de queratindcitos, justificando a menor area epitelial em
relacdo ao parametro de 2W. Utilizando a poténcia de 4W no laser de diodo, a
agressao térmica € intensa, o que resulta em maior dano tecidual, aspecto também

relatado no estudo de Romanos em 2004. ™

O periodo de 24h demonstra a recuperacdo ou o0 acionamento da divisdo
mitotica dos queratinocitos como resposta a perda da continuidade epitelial devido a

incisdo. O bisturi elétrico constitui o exemplo dessa recuperacdo, quando exibe a
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maior taxa de células PCNA-positivas. Os lasers de 2W parecem também recuperar
sua capacidade proliferativa nesse periodo, aumentando sua densidade celular.

O laser de CO;, 4W continua exibindo valores bem altos de proliferacéo e alta
densidade celular, e o laser de diodo 4W, os menores, apesar de exibir discreto
aumento da densidade celular em relagdo a Oh. Isso indica que a irradiacéo dos dois
tipos de lasers, apesar de estarem com parametros de poténcia iguais, gera efeitos
diferentes sobre a capacidade de recuperacao proliferativa dos queratindcitos. Essa
diferenca pode residir na alta quantidade de dano térmico gerada pelo laser de diodo
nessa poténcia, fato ja discutido quando da interpretacdo dos baixos valores de area
epitelial presentes nesse grupo em 24h.

Entre os periodos de 48h e 72h, h4 a formacgéo do tecido do granulacéo, o que
favorece substancialmente a reepitelizacdo (grafico 2). Nessa fase, hd o pico de
reepitelizacdo, com tendéncia a se observarem &reas epiteliais amplas. *! Isso se
confirmou em todos os grupos, inclusive com o laser de diodo 4W, que exibia area
epitelial bem inferior a dos demais grupos no periodo de 24h. Nota-se que 0s
Graficos 1 e 2 demonstraram uma tendéncia bifasica de aumento/diminuicao da area
epitelial, ou seja, parece existir um aumento compensatério de area epitelial em
periodo subsequente a um em que o epitélio ndo aumentou (por exemplo, no laser
de diodo 4W comparando-se 24h com 48h) e vice-versa, ou seja, diminuiu quando
aumentou muito em periodo anterior (por exemplo, no laser de CO, 2W
comparando-se também 24h com 48h). Vale dizer que alguns espécimes do laser de
CO, 2W ja exibiam auséncia de exposicdo do tecido conjuntivo, ou seja,
reepitelizacdo bem avancada, a semelhanca do observado para os bisturis.
Provavelmente, o dano térmico produzido pelo CO, 2W foi menor que o produzido
quando utilizado 4W, e também em relacdo aos dois parametros do laser de diodo e
do bisturi elétrico. Foi comparado a zona de dano térmico nas bordas das bidpsias
excisionais em mucosa oral de pacientes realizadas com laser de CO, e laser de
diodo e concluiram que o laser de CO, apresentou zona de dano térmico mais
estreita do que do laser de diodo. Isso pode ser explicado quando se compara a
penetracéo 6ptica do laser de diodo que é de até 10.000 nm ® ¥ O dano térmico em
tecidos moles estenderam de 28,3 um a 98 um, independentemente dos parametros
do laser e utilizados. Os comprimentos de onda de lasers de diodo [galio-aluminio
(Gaal) 0,9 um; arseneto de galio-aluminio (GaAlAs) 0,7-0,9 um; e fosfeto de

arseneto de galio indio (InGaAsP) 1,2-1,6 um] sdo minimamente absorvidos, embora
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com penetracdo maxima no tecido, enquanto o laser de CO, tem grande absorcéo
na superficie do tecido e penetracdo minima. *® Em relagdo ao bisturi elétrico,
estudos tém mostrado a denaturacdo de tecido até 1mm lateral do ponto cirurgia

com bisturi elétrico °

Em 7 e 14 dias, a reepitelizacdo na mucosa lingual ja esta completa, havendo
pico do remodelamento epitelial por volta do sétimo dia (grafico 3). Nota-se que
ainda os lasers de 4W exibem valores de area epitelial bem altos, o que pode indicar
uma resultante de proliferacdo epitelial ainda nesses grupos, com remodelamento,
ou seja, adequacédo da area epitelial a um estado de equilibrio ainda incipiente em
comparacao aos demais grupos, principalmente aos bisturis. Entretanto, o atraso na
cronologia do processo de reparo quando comparada a incisdo com bisturi, ndo

apresentou significancia clinica. 3

Em14 dias, ainda que os lasers de maior poténcia e o de diodo 2W exibam
area epitelial maior, h4 uma tendéncia entre os grupos de exibirem espessura
epitelial que se aproxima do niveis de remodelamento muito proximos. Outros
estudos também demonstraram que a reepitelizacdo completa ocorre entre 7 a 14

32,53, 62, 74

dias indepentemente do instrumento utilizado , porém nenhum outro estudo

relatou sobre a espessura tecidual.

Quanto a contagem de queratindcitos PCNA-positivos (grafico 5) e densidade
dessas células (gréfico 6), o periodo de Oh é caracterizado por exibir os niveis
residuais da capacidade proliferativa dos queratindcitos apos a incisdo epitelial.
Nota-se que o grupo do bisturi convencional manteve a capacidade proliferativa
dessas células, exibindo alta densidade de células positivas. J& o bisturi elétrico
exibiu certa perda em relacédo ao bisturi convencional. Com relacao aos lasers, o de
CO; 4W parece ter sido o Unico qgue manteve a capacidade de divisdo mitética nos
queratindcitos, destacando-se principalmente em relacdo aos lasers de diodo, os
quais nitidamente perderam certa atividade proliferativa apds a irradiacdo. E
interessante observar que a densidade de células positivas para o laser de CO, 4W
foi estatisticamente superior a do CO, 2W. Pode-se explicar isso pela menor area
epitelial presente no laser de CO, 4W, ja que ndo houve diferencgas significantes em
relacdo a contagem das células entre os dois grupos. Como ja foi dito anteriormente,
a ablacdo do laser CO, 2W gerou bordas mais irregulares, porém manteve 0s

queratinécitos vidveis para divisdo mitotica, fato que pode explicar as diferencas
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entre os dois grupos. Outros estudos com laser de CO, demonstraram que quanto

maior a poténcia utilizada, pior foi a reparacéo do tecido *"®

Quanto aos periodos de 48h e 72h, ha uma tendéncia de se aumentarem 0s
niveis proliferativos dos queratindcitos, ja que a reepitelizacdo encontra-se em seu
maior pico. A tendéncia bifasica de alternancia entre aumentar e diminuir a area
epitelial também se faz presente na quantidade de células positivas para PCNA.
Nota-se que no graficos 7, principalmente no grupo dos bisturis, uma maior ou
menor quantidade de células positivas para PCNA em funcdo do tempo, desde Oh
até 72h. O laser de diodo 4W, que até entdo ndo demonstrava indices altos de
proliferagdo, passou a expressar maior quantidade de PCNA em 48h, indicando
certa recuperacao dos niveis mitticos. Porém, em 72h, a densidade celular nesse
grupo cai drasticamente em relacdo aos outros lasers (graficos 8). Um ponto
importante € certa manutencdo do numero de células positivas e da densidade
celular nos lasers de CO, 2W e 4W, os quais parecem exibir taxas mais

homogéneas e continuas de proliferacao.

Nos periodos de 7 dias e 14 dias, ocorre o remodelamento do epitélio, ou seja,
h&a uma oscilacdo de proliferacdo celular em relacdo a morte celular, no sentido de
ajustar a espessura do epitélio a um ponto de equilibrio no tecido. Observa-se que o
bisturi convencional em 7 dias exibe intensa proliferacdo (graficos 9), bem como alta
densidade de células positivas para o PCNA no epitélio (graficos 10). Porém, em 14
dias, ha uma queda abrupta dessa proliferacdo em comparacédo ao grupo do bisturi
elétrico e dos lasers de 4W. Provavelmente esses grupos estejam manifestando
indices de remodelamento epitelial maiores em 14 dias. Considerando-se que as
propriedades de resisténcia a tracdo e compressao de um tecido sao adquiridas a
medida que avanca o remodelamento, pode-se depreender que os lasers de 4W
provavelmente estejam ainda com niveis menores de resisténcia a forcas
mecanicas, 0 que pode implicar clinicamente em maior fragilidade tecidual. No
estudo de Taylor et al, foi descrito que as forcas de ruptura e tenséo feitas com
bisturi foram significativamente maiores que as observadas as incisdes realizadas

com os lasers.®’

Novamente o laser de CO, 2W exibiu em 7 dias e 14 dias quantidade de
células positivas dentro de um equilibrio que se perpetua desde o periodo de 48h,

mantendo também densidades celulares homogéneas. (graficos 9 e 10)
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Apesar das incisbes serem feitas de modo linear, devemos lembrar que sao
dimensdes reduzidas, pois na clinica diaria, principalmente, quando utilizamos lasers
de alta poténcia, sdo realizadas cirurgias de tecidos moles com grandes extensdes
(exemplos: leucoplasias, hiperplasias fibrosas inflamatérias, hiperplasias
papilomatosas). Por isso, mais estudos sd0 necessarios nessa area para que se
possa reproduzir o que é feito na pratica ambulatorial.

Dentro do foi desenvolvido nesse estudo, foi possivel observar diferencas na
area do epitélio das bordas da ferida e na contagem de queratindcitos PCNA-
positivos e densidade dessas células, mas ao final do processo, o resultado das
andlises obtidas foi semelhante.

Finalizando, € bastante importante a selecdo do comprimento de onda,
poténcia, dose ideais. Dai a importancia em se determinar os parametros corretos
para se conseguir o efeito desejado. De fato, a consagracao do laser como terapia,
exige um conhecimento da energia aplicada, uma investigagdo dos efeitos que

produz no organismo e a aplicacdo de uma correta metodologia.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada e com base nos resultados obtidos foi
possivel concluir que:
Nos periodos iniciais do reparo (Oh e 24h), o grupo dos lasers exibiu menor
expressdo do PCNA em relacdo ao bisturi convencional, indicando que a
irradiacdo laser comprometeu, porém ndo totalmente e de forma transitoria, os

niveis normais de divisdo mitética tecidual nessa fase.

O laser de diodo 4W foi o que exibiu menor expressao de PCNA nos periodos

de Oh e 24h apds a inciséo.

Durante o reparo das feridas, houve aumento gradativo da expressédo do PCNA
nos queratindcitos nos grupos dos lasers, com maior homogeneidade nesse

aumento para o laser de CO, 2W.

No periodo de remodelamento epitelial, o grupo dos lasers de 4W ainda
apresenta alta expressdao de PCNA em comparacdo ao bisturi convencional,
indicando picos de remodelamento mais tardio em relacdo ao bisturi

convencional.

Os Lasers de CO, com 2W de poténcia e Diodo também com 2W de poténcia , no
modo continuo mostraram-se eficientes para remoc¢édo dos tecidos, preservando

adequadamente as estruturas marginais a area tratada.
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