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Estudo comparativo do efeito da radiagdo laser em baixa intensidade sobre
mastdcitos de hiperplasias fibrosas inflamatérias coradas e ndo coradas por

azul de toluidina

Iris Sawazaki

RESUMO

Este trabalho apresenta uma anélise comparativa dos efeitos da radiacio laser de
baixa intensidade sobre a desgranulacdo de mastdcitos em hiperplasias fibrosas
inflamatérias submetidas ou ndo a uma colorag&o por azul de toluidina. O corante
foi utilizado no intuito de aumentar a absorgéo da luz laser pelo tecido. A lesdo
foi dividida em trés parte iguais, sendo aplicados trés tipos de tratamento sobre
cada terco da lesdo . Um dos tercos foi removido para controle, o outro terco
aplicado laser e imediatamente removido e o outro, corado topicamente, aplicado
laser e imediatamente apés , removido. Sendo que a ordem destas etapas foi
aleatoriamente alternada a fim de que o tempo entre uma etapa e outra ndo
interferisse na andlise estatistica do indice de desgranulagdo de mastdcitos.
Veriﬁcou-se um indice de desgranulagdo de mastécitos de 49% para o grupo
controle , 87% para o grupo laser e 88% para o grupo corado/laser. N&o houve
diferencas estatisticamente significantes entre o terco aplicado laser e o terco
corado e aplicado laser, porém em relacdo ao controle, a diferenca deste em
relacdo ao grupo laser e laser/corante foi significativo no nivel de 1% de
probabilidade.



A comparative study of the effect of low laser radiation on mast cells in
inflamatory fibrous hyperplasia colored and not colored by the toluidine

blue.

Iris Sawazaki

Abstract

This study shows a comparative analysis of the effects of the laser radiation in low
intensity on the mast cell degreanulétion in inflamatory fibrous hyperplasia when
they are colored or not by the toluidine blue. The dye was used in order to
increase the absorption of the laser light by the tissue. The injure was divided in
three equal parts, and each part received a different kind of treatment. One of
them was removed to be the control, the second part was laser treated and then
immediately removed and the last one, after being superficially colored, was laser
treated and then immediately removed . The order of the stages was randomly
changed , then the time between the stages would not interfere in the statistical
analysis of the mast cell degranulation rates. It was found that the mast cell
degranulation rates were 49% for the control group, 87% for the laser group and
88% for the colored/laser group. There was no significant statistical differences
between the group laser treated and the one colored/laser treated. However, there
was a significant difference between the control and the treated group (P=<0,01) .



1. INTRODUGAO

O laser de baixa intensidade vem se tornando uma ferramenta importante no
consuitorio odontoldgico, na melhoria da qualidade de atendimento e promocgao
de saude bucal. Os mecanismos de agfo bioldgica dos laseres de baixa
intensidade ndo estdo totalmente esclarecidos, mas sua comprovada eficacia
clinica é relatada em muitas pesquisas e incentiva a classe odontolégica a
pesquisar mais sobre este assunto tdo vasto, visando melhorar as técnicas de
aplicacdo, assim como elucidar os possiveis mecanismos envolvidos em cada
processo de biomodulagéo promovido pela agéo da luz laser.

Suas indicagGes mais conhecidas sdo para tratamento de Ulceras venosas ou
arteriais resistentes a cicatrizagdo e sua agio analgésica e antiinflamatéria como
vérificada por ABRAMOVICI (1994). Eféitos terapéuticos tém sido documentados
como um ativador de reparagao tecidual, reparagio Ossea, regeneracao nervosa,
assim como estimulador da atividade fagocitaria e da proliferagéo de fibroblastos

(SCHNEIDER, 1989).



[3%]

A vasodilatagdo € um dos efeitos bioldgicos caracterizada pela ag:é.o dos
laseres de baixa intensidade em tecidos e um dos principais efeitos
correlacionados @ melhora no processo cicatricial (ESCOLA 1985 e
SCHINDL,1998) e no efeito analgésico como proposto por SIMUNOVIC(1996).
Segundo TRELLES(2000) a vasodilatagdo n&o ocorre imediatamente . mas
poucos minutos apos a irradiagido e continua mesmo depois de ter cessado a
aplicagdo do laser. Este efeito prolongado suporta a idéia que este fendmeno nao
é devido a uma agao térmica, confirmando o ja enfatizado por CRUANES (1984) .

O fato do aumento de circulagdo permanecer mesmo apds o término da
aplicacao sugere que o efeito ndo se da somente por um efeito fisico ligado a
agdo direta da luz sobre o receptor celular, mas também a um efeito sobre o
metabolismo celular ou a um mediador vascular humoral.

A resposta da radiacdo com laser em baixa intensidade com aumento de
circulagdo pode ser relacionado a um mecanismo hormonal especifico,
possivelmente originado da secregdo de mastdcitos, o qual produz e armazena
varias substancias biologicamente ativas chamadas de aminas (TRELLES, 1992).

Este trabalho propde-se a estudar os efeitos da luz laser de baixa intensidade
sobre mastécitos da hiperplasia fibrosa inflamatéria submetidos ou ndo a uma-
coloragéo por solu¢édo de azul de toluidina a 1%.

Baseado em trabalhos como de KARU (2000), onde esta cita que uma
molécula fotoaceptora ndo especializada em absorcdo de luz pode absorver luz
em certos comprimentos de onda e transferir a energia para outras moléculas

que, ativadas podem causar uma reagdo quimica nos tecidos vizinhos & que,

também estuda-se neste trabalho, a possibilidade de um possivel aumento do



(99)

efeito da luz laser no tecid :
o0 humano previam

ente corado por A

uma solugédo azul

de toluidina a 1% na resposta celular imediata do mastaocito




2. LASERES E SUAS PROPRIEDADES

O termo LASER é um acronimo na lingua inglesa Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation, ou seja , amplificacdo da luz pela emissao

estimulada da radiacéo (MAILLET, 1987).

21 Radiagdo Eletromagnética e Laseres

Quando tratamos de radiacdo eletromagnética alguns conceitos devem ser
evidenciados . A relacéo entre a frequéncia e o comprimento de onda pode ser
sumarizada no espago livre pela equagao

A =cff (1)
onde A& o comprimento de onda (em metros) , ¢ é a velocidade da luz (em
metros por segundo) e f é a freqUéncia ( em Hertz).

A porcdo do espectro eletromagnético na qual opera a grande maioria dos
laseres esta na faixa do raios X, ultravioleta, visivel, infravermelho e microondas.
A luz apresenta carater dual, os fendmenos de reflexao, refragdo, interferéncia,
difracdo, polarizacdo e disperséo da luz podem ser explicados pela teoria
ondulatéria e os de emissdo e absor¢do podem ser explicados pela teora

corpuscular.



Da teoria ondulatéria temos que a luz consiste de um campo eletromagnético

oscilante. Uma onda eletromagnética & descrita por suas propriedades
caracteristicas: comprimento de onda, freqiéncia, amplitude, velocidade e
polarizagéo.

Da teoria corpuscular temos que um feixe de luz é composto por um numero
inteiro de fétons. Fotons sdo particulas, pacotes de energia, quanta de luz, cuja
energia é descrita por :

E=hv )]
Onde: E é a energia do féton ( em Joule), h é contante de Plank (6,6.10%J.s ) e
v € a frequéncia.
Dado que o comprimento de onda e a freqliéncia séo relacionados no espago
livre, como descrito na equagdo (1) , uma simples substituicdo resulta no
seguinte:
E= hc/A ?3)
Onde E = energia de foton (J)

h = constante de Planck

¢ = velocidade da luz (m/s)

.k = comprimento de onda (m)

Analisando estas equacbes podemos observar que, associado aos menores
comprimentos de onda da luz estéo fétons carregando maiores quantidades de

energia. (PARIZZOTO, 1998).



2.2 Transi¢oes Eletronicas e Moleculares

A mecénica quéantica estabelece que os elétrons ligados a um ntcleo atdmico
podem possuir apenas energias bem definidas, chamadas ‘quantificadas” , ou
seja, que assumem valores discretos. A cada uma dessas diferentes energias
corresponde um estado do atomo isolado, denominado “estado estacionario”,
caracterizado por um dos valores da seqiiéncia dos niveis acessiveis de energia
E1, E2, ...Ei. A cada energia correspande uma configuragdo das camadas
eletrdnicas: a configuragdo de energia minima é estavel e denomina-se estado
fundamental.

Em presenga de um campo eletromagnético, um atomo pode efetuar uma
transicao de um estado estacionario inicial, por exemplo de energia E1, para um
estado final de energia E2. Os diferentes processos de interagdo da radiacéo
eletromagnética com um sistema atdmico sio trés:

Emiss&o espontanea: Nesse processo, um atomo efetua ‘espontaneamente” uma

transicdo de um estado excitado E2 para um estado de menor energia E1

emitindo um quantum de energia .

Pl

E1

Figura1: Emiss&o espontanea.



Absorgdo: Um dos elétrons muda para a camada (orbita) mais externa, adquirindo
energia, passando para um estado de energia excitado devido 3 absorcdo de um

foton de energia correspondente a diferenga de energia entre dois niveis deste

sistema (MAILLET, 1987).

E2

hy ——»

E1

=)

Figura2 : Absorcéo.

Emissdo estimulada: Em presenca de um campo, um féton de energia
exatamente igual ao foton a ser estimulado induz um atomo a efetuar uma
transic&o do nivel superior E2 para o nivel E1. O atomo emite um segundo féton,
do qual ndo apenas a frequéncia, como também a diregéo, fase e polarizagéo

s&o idénticas as caracteristicas do foton indutor.

E2 a
—>
hy —p 2hv
—>
E1

Figura 3: Emissdo estimulada.



Este ultimo processo & fundamental para entendermos como ocorre a

amplificagéo da luz pela emiss&o estimulada de radiagéo.

2.3 Equipamento Laser

Um laser & constituido por 3 elementos principais: um meio de ganho, um

sistema de bombeamento e um ressonador éptico.

Bombeamento

.......................................

W . . e T T T T T T T T T {ﬂ »
Feixe laser
Pk
ressonador /

Espelho de refletor de acoplamento
Reflexdo maxima espelho semitransparente

Fig. 4. Desenho esquematico de um laser constando todos os seus componentes

( MAILLET, 1987).

O meio de ganho, ou meio ativo, € um meio que possui uma estrutura
apropriada de niveis de energia discretos que se excitam facilmente e possuem a
capacidade de armazenar a energia recebida do exterior por um processo

chamado inverséc d

(]

pulacdo. Uma onda eletromagnética incidente sobre este



material, com frequéncia correspondente a diferenca de energia entre os estados
destes atomos, fons ou moléculas, pode ser amplificada, pois os foétons incidentes
podem fazer com que os atomos no estado de energia mais alta decaiam para um
estado de energia mais baixa através da emisséo de fétons adicionais , sendo a
radiacdo emitida ( estimulada) completamente indistinguivel da radiagdo incidente
(estimulante).

Este meio ativo pode ser liquido, sélido ou gasoso.

Entre os meios ativos sdlidos mais comuns atualmente se encontram os
cristais de terras raras em matrizes de 6xidos ou fluoretos ( Nd:YAG, Nd: YLF,
Er'YAG, Er: YSGG etc) ou Ti:Safira e também os laseres de vidro dopados com
terras raras e os laseres de semicondutor, dos quais os mais conhecidos s&o os
de GaAs e GaAlAs. Entre os laseres a gas mais comuns estéo os lasers de COz,
o laser de argdnio , de He-Ne, de criptonio, etc. Os laseres liquidos mais comuns
utilizam corantes organicos, como rodamina, dissolvidos em etanol e sao

frequientemente bombeados por outros laseres. (WORKSHOP, 1999)

2.4 Principios da Inversio de Populagdo

Este fendmeno pode ser obtido quando um material laser tem sua energia de
| equilibrio modificada de tal maneira, que alguma energia seja armazenada nos
atomos, ions ou moléculas deste material, na forma de estado excitado . A quebra
deste equilibrio é realizado através do bombeamento e faz com que o nivel

superior seja 0 mais povoado.
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No caso dos laseres de diodo , ou de semicondutor, quei utilizam jungdes
semicondutoras do tipo p-n como meio laser ativo, 0 método de bombeamento € o
se da através da passagem de corrente elétrica. No laser de diodo a energia
eletrica € diretamente convertida em luz sem a necessidade de uma fonte
juminosa adicional .

O ressonador 6ptico é o responsavel pela multipas passagens de ida e volta
de uma onda eletromagnética no meio ativo, amplificando assim o campo
eletromagnético na cavidade. No caso dos laseres de diodo, que s&o constituidos
de camadas de cristal , uma das quais tem alta concentracdo de életrons
enquanto a outra tem baixa concentrag@o, o crescimento do contato elétrico
permite a formagdo de um ressonador laser entre as faces polidas do cristal

contendo o movimento transversal dos fétons.

2.5 Feixe Laser

A radiagdo laser tem como propriedades colimac&o (feixe nao divergente),
monocromaticidade ( fétons estimulam fétons de mesma frequéncia) e a

coeréncia ( fotons se propagam em fase no tempo e no espago) .
2.6  Sistemas de Entrega de Feixe
Podem ser feitos diretamente, ou através de endoscdpios , lentes, microscopios,

bracos articulados, guias de onda oco e ainda através de fibras opticas. O sistema

de entrega por fibras Opticas € o mais desejavel para aplicagdes em sistemas
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bioldgicos por ser mais flexivel e permitir o acesso a varias regides , sendo este

também o sistema de entrega dos laseres semicondutores.

2.7  Tipos de Regimes de Operagio Laser

Operagéo continua: Emissdo em forma de um feixe de poténcia, forma espacial
constante. Nao varia com o tempo (inversdo de populagéo estacionaria). A Unica
variavel controlada pelo operador é o nivel de poténcia.

Operagdo pulsada: Emissdo intermitente. Pulsos de energia emitidos a
intervalos regulares de tempo ( a inversdo de populagéo e variavel com o tempo).
Operador pode variar a energia e a largura temporal de cada pulso e também a
taxa de repeticéo.

Alguns mecanismos especiais colocados intracavidade alteram a forma temporal
com que o elemento ativo é despopulado. Mecanismos como no caso do
chaveamento (Q-switch) e do travamento de modos ( Mode-locking) criam pulsos

ultracurtos e de alta poténcia .

2.8 Interagédo da Luz Laser com o Tecido Biolégico

A luz laser interage com um tecido biolégico de quatro formas: reflexdo,

transmissao, absorcdo e espalhamento.
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Figura 5 : Formas de interacdo da luz laser com o tecido bioldgico

(ZEZZEL,2000).

Em uma incidéncia perpendicular da luz o laser na pele, apresenta 4 a 7% de
reflexao difusa, sendo que a fragdo da radiagdo que passa para a epiderme e a
derme é de 93 a 96% da luz incidente, podendo entdo sofrer espalhamento ou
absorcdo (CASTRONUOVO, 1992).

A profundidade de penetra¢do no tecido para laseres compreendidos entre os
comprimentos de onda 590 um e 1.5 um esta entre 2 a 8 mm e o espalhamento

predomina sobre a absorg¢do .



No caso dos processos ressonantes a luz € absorvida pelo tecido, levando

neste caso a uma transferéncia de energia.
As aplicagdes dos laseres podem se dar através de interagdes fotoquimicas,

térmicas, fotoablagéo, ablagdo induzida por plasma e fotorruptura.

< o e T S S e S R s

2.9 Laseres Mais Relevantes de Uso Odontolégico

Laser de CO2: Aplicagio em cirurgia de tecido mole, opera no modo contato,
usualmente entregue via bragos articulados ou guia de onda ocos. Comprimento
de emisséo principal € em A 10.6 ym ressonante com tecidos que tenham alto
conteido de agua e hidroxiapatita. S&o os mais eficientes, com até 30% de
eficiéncia. Alta qualidade de feixe. Os laseres de guia de onda oco baixam o custo
do equipamento. A poténcia do laser € alita, desde que seu método de
refrigeracdo seja eficiente. Tamanho do aparelho compativel com o consuitério.

Laser de Neodimio: Aplicagdo em cirurgia orais menores, endodontia e
| prevencgdo de caries. Operam na regido do infravermelho em A 1064nm. A
absorcdo dos tecidos biolégicos nesta regiao é principalmente devido a melanina
e hemoglobina, com pobre absor¢&o da agua. Ajustando a energia de saida e 0

tempo de exposicdo podem ser conseguidos hemostasias e coagulagao. 0

sistema de entrega geraimente é através de fibra dptica. Podem ser pulsados ou
continuos . Os continuos ndo s@o recomendados para uso intraoral devido a sua

profundidade de penetragao e possiveis efeitos térmicos indesejaveis. Dimens&o
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do equipamento compativel com o consultdrio e necessidade de manutengao com
a troca da fibra dptica.

Laser de Erbio: Indicado para tratamento de tecidos duros. Comprimento de
onda de emissdo em A 2.94 um, é muito bem absorvido pela agua e 100 vezes
menos pela hidroxiapatita. Atua em modo contato e ndo contato e remove 0s
tecidos duros por processo de ablacdo. Sistema de entrega via fibra dptica ou
braco articulado. Custo de manuteng¢ao com fibra éptica .

Laser de Argoénio: Indicado para procedimentos de corte, vaporizagdo e
coagulagédc na gengiva e mucosa oral, no modo continuo com fibra dptica e em
dentistica como fotopolimerizador de resinas especificas para laseres.
Comprimentos de onda de emissdo em 488nm e 514,5nm. A absorgdo do tecido é
principalmente devido @ hemoglobina, hemosiderina e melanina. Sistema de
entrega: fibra dptica (WORKSHOP,1999).

Laser de Holmio: O Laser de Ho:YLF erﬁite radiagao luminosa no comprimento
de onda de 2,065 pm coincidindo com um dos picos de méxima absor¢do da
agua, o que propicia uma menor profundidade de penetracéo de ablagéo , sem a
necessidade da introducdo de pigmentos. Desta forma o Ho:YLF apresenta maior
absorc¢édo pela ééua quando comparado ao Ho:YAG que emite em 2,1 um.

Seus estudos indicam para sua aplicagdo em prevencao de caries.

Laser de Hélio-Nednio (HeNe): Emite luz visivel com um comprimento de
onda de 633 nm (vermelho) e 543.5 nm (verde). Geralmente trabalha no modo
continuo, mas pode ser pulsado, se chopado, ou por uma uni&ade similar e neste
caso metade do rendimento é perdido. Sua poténcia util de saida € comumente

entre 1 a 10 mW, direto ou via fibra otica para um tratamento de investigacao.
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Laser de Arseneto de Galio e Aluminio (GaAlAs). Possui comprimento de

onda entre 620nm a 1500nm, os quais s&o determinados pelo tipo de material
semicondutor utilizado. No uso terapéutico é normalmente entre 820 nm e 830
nm, que é invisivel na faixa do infravermelho e no vermelho , visivel, entre 670 nm
e 688 nm.

Este laser funciona no modo continuo , mas pode ser pulsado, e neste caso
pode ser do tipo super pulsado como o GaAs ( Arseneto de Galio), e do tipo
switched, o que significa que metade de sua poténcia é perdida comparada com o

modo continuo (TUNER,1999).
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Do Efeito dos Laseres ern Baixa Intensidade

A célula tem um limiar de sobrevivéncia, segundo o tecido onde ela esta
localizada e segundo seu estado fisiologico. Quando trabalhamos respeitando
esse limiar de determinada célula, oferecemos a ela uma baixa intensidade de
energia, que sera utilizada de maneira que ira estimular sua membrana, ou suas
mitocondrias. Dessa forma, estaremos induzindo essa célula a biomodulagéo, ou
seja, ela trabalhara buscando um estado de normalizagéo da regido afetada, isso
denomina-se Low Intensity Laser Therapy (LiLT) . 0u seja terapia laser em baixa
intensidade. Sua principal indicacio s&o todos os quadros patoldgicos onde se
gostaria lograr melhor qualidade e maior rapidez do processo reparacional
(quadros de pds-operatério, reparagao de tecido mole, 6sseo e nervoso), quadros
de edema instalado (onde se busca uma mediagdo do processo inflamatdrio), ou
nos quadros de dor (cronicas e agudas). Quando, ao contrario, se oferece uma
densidade tdo alta de energia a ponto dessa energia transformar-se em dano
térmico e ultrapassar o limiar de sobrevivéncia dessa célula, estaremos utilizando
o laser com finalidade cirirgica e estaremos trabalhando com laseres em alta

intensidade (LOPES, 1999).

-
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Os aspectos biofisicos da LILT podem ser discutidos sob dois pontos de vista:
do ponto de vista eletromagnético e do ponto de vista termodinamico.

Do ponto de vista eletromagnético, sistemas vivos s&o principalmente
governados por interacdes eletromagnéticas. Cada interagéo entre moléculas,
macromoléculas ou células vivas é basicamente eletromagnética e governada por
fotons. Por esta raz&o espera-se que uma influéncia eletromagnética, como da
luz laser, com seu determinado comprimento de onda tenha um notavel impacto
na regulagio dos processos Vivos. -

Células fagocitarias humanas naturalmente emitem luz que podem ser
detectadas por métodos de contagem de fotons. Moléculas de oxigénio singleto
s30 a principal fonte desta luz emitida nos comprimentos de onda: 480 nm, 570
‘nm, 633 nm, 760 nm, 1060 nm e 1270 nm. Por outro lado, células humanas
(leucécitos, linfocitos, fibroblastos, etc) podem ser estimuladas por laser em
emiss3o de baixa intensidade, justamente nestes comprimentos de onda.

Do ponto de vista termodinamico, sistemas vivos sdo sistemas abertos o qual
necessitam de um metabolismo para manter seu estado de organizacdo. Este
estado somente pode existir se houver um equilibrio termodinamico através de
dissipacéo de calor. Este equilibrio termodinamico pode ser sensibilizado mesmo
por um pequeno estimulo. Por isso , espera-se que mesmo a [uz laser em baixa
intensidade com o comprimento de onda adequado deva ser capaz de influenciar
na dinamica de regulagéo dos sistemas vivos.

Por exemplo, a transigdo de uma célula em estado de repousC para seu

estado de atividade de divisdo é influenciado por uma pequena flutuagao.



Estimulos externos podem induzir este estado de transicdo. Esta fase de
transicéo induzida por luz pode ser bem ilustrada por vérias reagbes quimicas e
fisiolégicas. Uma das mais importantes reagbes bioquimicas localizadas na
mitocondria é a oxidagdo de NADH ( Nicotinamida Adenina Dinuclueotideo) na
cadeia respiratoria de células aerobicas. Esta reagdo tem sido encontrada
mostrando oscilagdes e um comportamento capaz de absorver e amplificar fotons
de mesmo comprimento de onda.(KLIMA,2000)

KARU (1992) também afirma que o répido aquecimento local de croméforos

estimular atividéde biogquimica. - -

O laser em baixa intensidade vem sendo estudado desde a década de
sessenta com trabalhos publicados por Endre Mester e seu grupo de Budapeste
que relata cientificamente os efeitos ndo térmicos da luz laser na pele de ratos.
Nos anos seguintes, artigovs forarh publicados sobre efeitos em feridas e
leucocitos em cultura. Mester demonstrou que células em cultura e tecido podem
ser estimuladas por uma certa dose da luz laser. Doses muito baixas n&o tinham
nenhum ou efeito insuficiente. Doses muito altas eram também menos eficientes
ou sem efeitos. Estas primeiras pesquisas foram realizadas com o laser de rubi (A '
694 nm).

Uma das primeiras observagdes sobre o efeito da LILT foi o rapido e
inesperado cresciménto dos pelos em dreas raspadas e depois irradiadas com
laser nos ratos experimentais.

Em 1967, Carney et al usando o mesmo tipo de laser demonstraram um
aumento na sintese de colageno nas feridas de pele tratadas com densidades de

energia de 0.4 - 2.5 Jicm?.



Ha agora novas 2000 pesquisas relatadas na literatura na qual o efeitos
biologicos dos laseres em baixa intensidade tem sido demonstrados (TUNER,
1999).

Ha muitas vantagens com a LILT. Primeiro ela ndo apresenta riscos de
ionizacao de células. N&o é invasiva, é indolor, ndo causa cancer, ndo aumenta o
crescimento de tumores e pode ser combinada com outros tratamentos. Efeitos

colaterais sdo raros.(BENEDICENTI, 1982; BRUGNERA,1998)

3.1.1 Registro no FDA (Food and Drug Administration)

Nos Estados Unidos o uso da LILT é proibido , na Eurdpa € usado pelos
clinicos frequentemente.

No Japao, o uso da LILT como uma modalidade médica foi éprovado
pelo governo japonés em 1987 e sua aplicagdo em seguros de saude comegou
em 1996. Em Israel , contudo, ndo é aprovada.

No Brasil ndo ha proibicdo para o uso da LILT e a maioria dos equipamentos

laseres vem passando por processo de aprovagao na vigilancia sanitaria.
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3.1.2 Parametros de Tratamento

Os seguintes par@metros sdo conhecidos como sendo de significante
importancia nos resultados do tratamento: escolha do comprimento de onda
adequado, medida da dose, densidade de poténcia, 0 método de tratamento com
o laser, frequéncia do pulso, profﬂndidade de penetragdo e o numero total de
tratamentos.

Comprimento de onda:

E importante 0 uso do comprimento de onda adequado para determinado
tratamento. Mas ainda n3o é possivel determinar o melhor comprimento de onda
para cada tratamento.

Sabe-se que o laser de He-Ne (A 633-635nm) & a melhor op¢do para ulceras
e regeneragao nervosa.

O laser de GaAs é a melhor e.scolha para tratamento de lesGes mais
- profundas e tem uma maior influéncia no pés-operatério quanto a dér e inchago.

O laser de GaAlAs é uma boa alternativa para tratamento de dor e edema e

tem-se uma boa experiéncia com ulceras cronicas (TUNER, 1999).

Area de Tratamento
Para o calculo da dose, poténcia e tempo de tratamento € necessario saber a

area de tratamento, que frequientemente € expressa em cm?.



Experiéncias praticas demonstram que é mais benéfico tratar pequenas areas
mais intensamente e depois tratar as areas proximas, do que tratar grandes

areas por um longo periodo de tempo em uma sO vez

Intensidade

A intensidade é dada por watts por cm? e avalia a possibilidade de dano
microtérmico.

Para obtermos um efeito bioestimulador é necessario que a intensidade nao
seja muito baixa, mesmo que 2 doee de tratamento seja alta. Baixas intensidades
nao podem ser compensadas inteiramente pelo tempo. -

VAN BREUGEL(1992), demonstra em seus estudos que a intensidade e ©
tempo de exposi¢do s&@0 parametros importantes e que a intensidade
isoladamente & importante. Tratar uma area com 40 mW por 10 segundos & mais

benéfico do que tratar com 10 mW por 40 segundos.

Dose de tratamento

Este & o mais importante dos parametros. A dose e 0 intervalo de tratamento
dependem das condigbes do tecido , se a inflamacgéo é aguda ou cronica, mas
também se a intengdo € o alivio da dor ou alcancar um efeito mais prolongado.
Especificar a dose certa néo é facil. Numerosos parametros devem ser levados
em conta como: comprimento de onda, contato ou nao contato com o tecido , tipo
de tecido, inflamacé&o aguda ou cronica, qual a profundidade , condicoes gerais do

paciente, cor da pele, etc.



Experiéncias praticas demonstram que € mais benéfico tratar pequenas areas
mais intensamente e depois tratar as dreas proximas, do que tratar grandes

areas por um longo periodo de tempo em uma so6 vez

Intensidade

A intensidade é dada por watts por cm? e avalia a possibilidade de dano
microtérmico.

Para obtermos um efeito bioestimulador é necessario que a intensidade nao
seja muito baixa, mesmo que 2 dose de tratamento seja aita. Baixas intensidades
nao podem ser compensadas inteiramente pelo tempo. -

VAN BREUGEL(1992), demonstra em seus estudos que a intensidade e o
tempo de exposigdo- sdo parametros importantes e que a intensidade
isoladamente & importante. Tratar uma area com 40 mW por 10 segundos é mais

benéfico do que tratar com 10 mW por 40 segundos.

Dose de tratamento

Este é o mais importante dos parametros. A dose e o intervalo de tratamento
dependem das condigdes do tecido , se a inflamac&o € aguda ou cronica, mas
também se a intengdo ¢ o alivio da dor ou alcangar um efeito mais prolongado.
Especificar a dose certa ndo é facil. Numerosos parametros devem ser levados
em conta como: comprimento de onda, contato ou nao contato com o tecido , tipo
de tecido, inflamagéo aguda ou crdnica, qual a profundidade , condigbes gerais do

paciente, cor da pele, etc.



Calculo da dose

Dada uma intensidade recomendada, a dose € a quantidade de energia
administrada ao tecido. E equivalente a fluéncia luminosa da exposicao laser
utilizada . A dose é calculada por:

D=P.t  (Jlcm?)

. .
P é a poténcia em watts
t € o tempo em segundos
Aéaareaemcm?

Desta express&o, para uma dose preconizada, conhecendo-se a intensidade e
a area a ser irradiada, pode-se calcular o tempo de exposicao.

A dosimetria diz respeito a unidade de superficie irradiada e ndo a totalidade
de radiagdo no paciente nem da lesdo independente.

Muitos autores como Mester, acreditam que ndo se deve ultrapassar uma

densidade de energia de 12 J por unidade de superficie, pois entdo poderiamos

causar um efeito inibidor (TUNER,1999).

3.1.3 Mecanismos de Funcionamento da Luz Laser em Baixa

Intensidade Sobre o Tecido

O tratamento com laser de baixa intensidade ndo é baseado em efeito
térmico, mas nos efeitos fotoquimicos, fotofisicos e fotobioldgicos nas celulas e
tecidos.

Uma resposta fotobiologica envolve a absorgdo de um especifico
comprimento de onda de luz por algum fotorreceptor. Assim, tal molécula

absorvedora participa numa reacao metabdlica na célula (WHITSON,1972).
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Quando incidimos luz laser sobre um local, muitas rea¢des séo verificadas
onde a luz incide. Certas fungbes celulares sdo estimuladas e isto €&
particularmente evidente na célula com diminui¢&o de suas fungées (KARU,1987).

E discutido que cromdforos, na forma de porfirinas por exemplo, tém uma
importancia particular ho papel da biomodulacdo. Pesquisadores tém
demonstrado com o uso da NMR (Ressonancia Magnética Nuclear) que 'algumas
vezes uma molécula de oxigénio singleto é formada quando o tecido é irradiado
com luz laser. O oxigénio singleto € um radical livre que influencia na formagao
de ATP ( Adenosina Trifosfato) | o qual constitui -se no combustivel da célula e
sua reserva de energia. Adicionalmente, tem se pesquisado que o balanco dos
ions de célcio na célula é afetado (TUNER,1999). A influéncia da luz laser no
processo de oxidagdo tem sido demonstrado por KARU (1987) e outros. Karu
sugere que o citocromo a/a3, um elo importante na respiracdo, € um importante
fotorreceptor.

Estd demonstrado que a absorgdo das radiagSes eletromagnéticas
compreendidas entre o ultravioleta até as infravermelhas, passando pelo visivel,
se efetuam em sua maior parte na derme e epiderme (CRUANES, 1984).

Na terapéutica fisica, a absorcao se quantifica em energia absorvida
depositada em uma regido organica. Este suprimento energético sera o que
define a magnitude e extensdo dos efeitos. Quando para este suprimento
energético se utiliza de poténcias maiores a 1 Watt, a conversdo da energia
absorvida se dissipa em forma de calor e ondas de choque. Na medida que
utilizamos poténcias mais elevadas o efeito calérico € superior , mas ndo mais

penetrante (CRUANES, 1984).



Quando o suprimento energético se realiza com baixas intensidades
praticamente nao existem efeitos mecanicos , ndo ha dissipacdo calérica e a
conversao se efetua provocando efeitos bioquimicos e bioelétricos .

O comprimento de onda da emiss&o determinara o tipo de pigmento, célula,
tecido que absorvera mais esta radiagéo (CRUANES, 1984).

Um grande nimero de componentes celulares possuem bandas de absorgao
na regido do visivel (WILDEN, 1998) e manifestam fotoativacdo através de
reagdes bioelétricas. A energia absorvida nas mitocondrias pode ser avaliada por
reagbes fotoquimicas conduzindo a um aumento da atividade de enzimas
oxidativas. A absor¢cdo de fotons pelos citocromos, ~presentes em grande numero
nas cristas mitocondriais, poderia levar a um aumento da sintese protéica.

A magnitude dos efeitos da bicestimulagéo dependem do estado fisiolégico da
célula antes da irradiagdo. Isto explica porque nem sempre o efeito biomodulador
e obéervado. Desta forma, no tecido saudavel, o tratamento a laser parece nao ter
efeito, mas varios estudos levantam questdes que nos levam a crer que este
conceito deva ser revisto. Toda radiagdo, mesmo em tecido saudavel, ativa ufna
variedade de processos , como por exemplo , a produgdo de oxigénio singleto. Se
nenhum trauma ocorrer, estes produtos desaparecem.rapidamente e 0 estado
normal se restabelece. Se o trauma ocorrer imediatamente apdés a iradiacéo |,
contudo, o sistema de defesa esta num estado mais favoravel. Se um tecido a ser
operado esta em condigdes ﬁgiolégicas ruins (edema , inflamacgéao, etc.) a energia
laser € muito melhor no pré - operatério.(TUNER,1999) . Estudos como de
BARASCH (1995) onde se estudou o tratamento com o laser de hélio-nednio para
prevengdo de mucosite Qral em pacientes submetidos a transplante de medula

dssea, assumiu-se como metodoiogia a aplicacdo de laser no pré -operatorio |



cinco dias antes do transplante obtendo bons resultados quanto a reducéo da
severidade dos sintomas e da dor.

Os efeitos fotobioldgicos podem convencionalmente ser divididos em diretos e
indiretos. Os mecanismos pelos quais estes efeitos se manifestam n&o estéo
totalmente esclarecidos, mas algumas possibilidades para os mecanismos
primarios ou diretos sobre as moléculas receptoras podem ser tracados:

Efeitos diretos ou primarios:
S&o aqueles relacionados & interacdo entre fétons e moléculas no tecido.
e Mudancas nas propriedades das reagfes redox (oéxido-reducdo) e a

aceleracao da transferéncia de Aelétrons (KARU, 1987);

e Mudangas na atividade bioquimica induzida pelo aquecimento transitdrio local

dos croméforos absorvedores (KARU, 1992);
¢ A agdo fotofisica sobre as ligagdes de hidrogénio (WILDEN, 1998D) ;

e Reordenacdo da bicamada lipidica com 'consequente alteracdo da

permeabilidade celular (RIBEIRO,2000).

Efeitos indiretos ou secundarios:
Sado aqueles relacionados com mudangas quimicas induzidas pelos
mecanismos primarios.
e Metabolismo celular e sintese de colageno mais acentuada em fibroblastos
(VAN DER VEN, 1998); |
¢ Influéncia na dor (DONATO, 1993),
Estuda-se que o mecanismo possa estar ligado ao aumento da sintese de
endorfinas, aumento do potencial de agdo de células nervosas, diminuigdo da

atividade das fibras C e diminuigdo de bradicinina.
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Estimulagéo da formulagdo de DNA e RNA no nicleo da célula ( KARU,1995)
Efeitos sobre o sistema imunoldgico (SAMOILOVA, 1998);
Formacdo de capilares mais pronunciada pela liberacdo de fatores de

crescimento(SCHINDL, 1998);

Aumento na atividade de leucdcitos (VALENTINA,1998).
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3.2 Da Hiperplasia Fibrosa Inflamatoria

A hiperplasia fibrosa inflamatéria possui como sinonimias os termos tumor por
traumatismeo de dentadura epdlide fissurada e tecido exuberante e , em especial
quando localizada em fundo dé sulco vestibular, tem recebido a nomenclatura de
tecido redundante e granuloma fissuratum (SHAFFER, 1984; TOMASI 1988,
KIGNEL, 1997).

A hiperplasia é uma forma de adaptagdo celular. A adaptacao celular € uma
forma da célula se adaptar ao seu ambiente para que nédo sofra les&o. Esta &
entdo um estado intermediario entre a célula normal ndo estimulada e a célula
lesada superestimulada (ROBBINS, 1994).

Segundo TOMASI (1988) ¢ classificada como um processo proliferativo n&o
neoplasico.

E considerada uma das reagdes teciduais mais comuns a uma dentadura mal-
adaptada segundo SHAFFER(1984), TOMASI(1988), GOMEZ(1992). Ap_resenta
como caracteristicas clinicas o desenvolvimento de rodetes alongados de tecido
no fundo de sulco de vestibulo, nos quais a borda da dentadura se adapta
perfeitamente. Esta proliferagdo de tecido, em geral , é de desenvolvimento lento
e

. provavelmente, resulta tanto da reabsor¢ao da crista alveolar como de

traumatisme provocade pelas dentaduras frouxas.
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Esta prega de tecido exuberante usualmente n&o apresenta inflamagéo clinica
intensa, embora possa haver irritagdo e mesmo ulceragéo na base da prega na
qual a dentadura se encaixa. A lesao é firme a palpagéo.

O diagnostico clinico, em geral, ndo é dificultoso em fung;éo'da presenca de
trauma evidente. A remogdo do agente causador, por longo periodo de tempo,
determina constantemente a diminuicdo do volume da lesdo, em decorréncia da
reducdo do componente inflamatério, sendo necesséaria a remog&o cirurgica para
a eliminacéo total (TOMASI, 1988).

Segundc CASTRO (1997) , em um estudo de 665 casos de hiperplasia fibrosa
inflamatéria de fornix do vestibulo bucal, concluiu que ha predominancia desta
lesdo em mulheres, a raga branca € mais acometida, a lesdo é por exceléncia
benigna, ndo observando nenhum caso de malignizagéo.

Apresenta como caracteristica histolégica uma proliferacdo de tecido
conjuhti\'/o e epitelial acompanhada de quadro inflamatério (FIG.6).
Freqiientemente, também existe hiperortoceratose ou paraceratose. O tecido
conjuntivo esta representado principalmente por grossos feixes de fibras
colagenas com poucos fibroblastos ou vasos sanguineos, a menos que exista
uma reacao inflamatdria ativa. Esta reagéo , todavia, é observada com frequéncia
na base da fissura adjacente a borda da dentadura, especialmente se o tecido
estiver ulcerado superficialmente.

Um achado histolégico adicional observado com freqiiéncia no epitélio da
superficie da hiperplasia fibrosa inflamatéria é a distrofia ceratina
mucopolissacaridica, também denominada “acumulo de plasma”. Sua ocorréncia
ndo se limita a hiperplasia inflamatdria, podendo ser encontrada também no

epitélic bucal em varias cutras condigdes, especialmente as que envolvem
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irritacdo do epitélio. Esta distrofia ceratina mucopolissacaridica histologicamente
consiste em “lagos” de material homogéneo, eosindfilo, na camada espinhosa
superficial, onde parecem ter substituido as células individuais (SHAFFER, 1984).

Em condi¢gbes de normalidade a mucosa do férnice vestibular é fina e esta
frouxamente aderida ao peridésteo por uma camada submucosa bem definida de
tecido conjuntivo frouxo e pode conter pequenas glandulas mista. O epitélio é fino
e ndo queratinizado e as cristas epiteliais e as papilas sdo baixas e muitas vezes

inteiramente ausentes (BHASKAR, 1989). Ver figura 7.

Figura 6: Hiperplasia fibrosa inflamatdria aumento de 20x. Coloragao de H.E.

(Hematoxilina — Eosina).



Figura 7: Mucosa normal . Aumento de 20x ( EVERSON,1995).
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3.3 Dos Mastdcitos no Processo de Inflamagao e Reparo

O processo inflamatério é uma resposta tissular que ocorre basicamente no
tecido conjuntivo de modo especifico; dai que se considera como um fendmeno
essencialmente mesenquimal. Uma das caracteristicas do mesénquima primitivo
€ a grande capacidade defensiva de responder ativamente frente a corpos ou
substancias estranhas. No tecido conjuntivo, devem-se diferenciar diversas
estruturas, as quais todas, em grau maior ou menor, participam do processo
inflamatorio. Dentro das células deve-se salientar os mastécitos ( ou mastzerllen
de Ehrlich) , os fibroblastos, as células macrofagicas e as células leucocitarias, de
carater fagocitario, provenientes do sangue. Os vasos sanguineos (também de
origem mesenquimatica) sdo parte integrante importante do tecido conjuntivo.
Fibras, como as colagenas em especial, as finas de reticulina, fibronectina e
elasticas formam, com a substéncia amorfa ou fundamental (constituida por
glicosaminoglicanos e proteoglicanos), a parte ndo celular do tecido conjuntivo.
Deve-se acrescentar a presenca importante adicional de fibras nervosas, tanto
sensitivas como eferentes do sistema autdnomo, que embora ndo sejam
elementos conjuntivos propriamente ditos, integram a fisiologia do tecido

conjuntivo apto para a reagéo de defesa e de reparagdo (DOUGLAS, 2000).



.Deste modo, quando o organismo for agredido pelo agente flogogénico, o
tecido conjuntivo pode reagir, determinando a inflamacgdo, na qual participam
todos os elementos referidos integrantes do tecido conjuntivo.

O agente flogogénico tem a capacidade de interferir sobre determinadas
células lesando-as, isto €, provocando nelas uma agdo cujos resultados sdo
expressos finalmente como inflamagéo. Aparentemente, é varidvel segundo a
caracteristica do agente flogogénico, e também o tipo de célula reativa: mas
dentro delas , sdo os mastocitos, os mondcitos ( e outros macréfagos) e os
polimorfonucleares, os elementos mais importantes como células-alvos atingidas
pelo estimulo flogogénico, e onde se produzem as modificagdes metabdlicas e
funcionais iniciais que vao representar o gatilho flogogénico que da lugar ao
processo inflamatério e se vai expressar pela liberacdo de substancias de efeito
flogistico - s&o os chamados mediadores da inflamagdo - ou seja, que véao
determinar , em grande parte , as caracteristicas reacionais da inflamacdo. A
inflamag&o, deste modo, € um processo eminentemente dinamico, dai que se
prefira falar melhor de processo inflamatério, sob o ponto de vista funcional.

Reconhecem-se fases evolutivas no processo inflamatério, de acordo com a
acao e a reagao promovida pelo agente flogogénico. Estas fases s&o sincronicas
com as fases da resposta geral frente & agressdo ou stress (DOUGLAS,2000).
Contudo, uma vez cessada a inflamacgéo, o tecido afetado entra numa segunda
etapa, que deve reparar as estruturas destruidas e/ou alteradas, bem como repor
o numero de células afetadas preenchendo as areas desaparecidas ou
danificadas, conjunto este de reagbes denominado de processo de reparacdo

(GUYTON,1996; JUNQUEIRA 1997; ROBBINS,1994).



A histamina, um dos principais mediadores da fase imediata da inflamacéo, é
o principal responsavel pelo aumento de permeabilidade vascular, causando
contragdo muscular endotelial e alargando as juncdes celulares. endoteliais
(JUNQUEIRA,1997).

A histamina, uma pequena molécula derivada do aminoacido histidina esta
presente em grande quantidade na forma de granulos distribuidos no citoplasma
de mastdcitos e sua desgranulag@o pode ser causada por varios estimulos como:
- injuria fisica como trauma, frio e calor:;

- reagOes imunes envolvendo anticorpos para mastécitos:

- fragmentos do sistema complemento chamados anafilatoxinas;
- histamina derivada de protéina de leucécitos:

- neuropeptideos;

- citocinas IL1, IL8 ( JUNQUEIRA,1997).

Em humanos a histamina causa dilatagéo das arteriolas e aumenta a
permeabilidade vascular das vénulas, contudo contrai as artérias. A histamina age
na microcirculago via receptor H1 (JUNQUEIRA, 1997).

Os mastdcitos séo células que tém distribuigdo organica muito ampla; estdo
espalhadas através de todo o organismo, sendo sua localizacdo
preferencialmente perivasculaf, ou seja, orientam-se de acordo com a disposicao
dos vasos sanglineos. Contudo, é possivel que os mastdcitos também se
encontrem em locais avasculares, por exemplo, dentro do nervo, entre os axdnios
Ou mesmo no sistema nervoso central, particularmente no hipotélamo.

Recebem a denominagéo de mast, que significa cevar, ou seja, alimentar em
excesso, de acordo com a interpretagao de Ehrilich, o qual atribui a estas células

um pape! basicc de armazenamento (DOUGLAS,2000).
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Os mastocitos podem assumir duas formas segundo STERNBERG(1996): a

forma arredondada e a forma alongada (FIG.8 e 9).

Fig 9. Mastécitos - forma alongéda STEFEKNBERG(1996).

Muitos estimulos flogogénicos atuam como secretagogos, porque produzem
esvaziamento dos granulos dos mastdcitos.

Na tabela seguinte pode ser observado alguns dos principais constituintes dos
granulos dos mastocitos. Dentre eles, ha mediadores pré-formados; outros
provavelmente nao estao pré-formados, mas sdo velozmente sintetizados a partir
da aplicagdo do estimulo flogogénico, enquanto outros sdo formados somente
bem apds a aplicagdo do estimulo; sdo mediadores ativados pelo estimulo

flogogénico.




(VS)
L

Tabela 1:Substancias pré-formadas existentes nos granulos dos mastocitos e

basofilos:
"Substancias pré-formadas Efeitos principais promovidos
Histamina Pro-inflamatério: através de receptor
i H1
Aumento da permeabilidade vascular
Quimiocinesia
Vasodilatagdo
' Maior formagéo de muco
Antinflamatdrios: através de receptor
H2
Aumento de AMPc
Regula HSF e hipersensibilidade
secundaria
Serotonina ou 5-OH triptamina Aumento da permeabilidade vascular
Vasodilatagdo ou vasoconstri¢ao,
segundo o local e espécie.
Heparina e sulfato de condroitina Anticoagulante
Anticomplemento
Vasodilatagao - em altas
concentragdes
Calicreina Formacao de bradicinina
Vasodilatagao
Ativador de calicreina Ativa varios sistemas ; 1
cininas;coagulagéo;com;ﬁlemento
| -




"Ativador do fator de Hageman
p-glicuronidase
Arilsulfatase-A

VIP ou peptideo intestinal vasoativo

Similar ao anterior
Degradagé&o de glicosaminoglicanos

Relaxamento da musculatura lisa

Fatores Quimiotaticos(CF)

Eosindfilos ou ECF

Liberagéo de enzimas lisossomais

Quimiotaxia para eosinéfilos

NCF ( neutrdfilos)

Expressdo de receptores para C3b e

C4b

ECF de peso molecular intermediario

Similar ao anterior

As aminas tem uma diversidade de agdo capaz de estimular processos

biologicos. S&o substancias que possuem um importante efeito vasoativo com

multiplas reagbes na atividade circulatéria, mudangas nos fatores quimiotaticos e

influéncia no processo inflamataério.



Tabela 2 : fungdes dos mediadores de mastdcitos

Produgéo de IgE

Quimiotaxia

Citotoxicidade

Pigmentagao

Proliferagao epidérmica

Turnover do tecido conjuntivo

Vasodilatagao

Angiogénese

Hematopoiese

Prurido

A histamina € uma das aminas com maior efeito multiplo nos processos
bioldgicos desenvolvidos tecidualmente. Além do mais, a histamina quando
combinada com outros componentes, desempenha um papel importante na
inflamacéao , atividade vascular, régenerag:éo tecidual e na resposta imune nao-
especifica.

O objefivo da histamina é a vasodilatagdo de pequenas vias aumentando sua
permeabilidade e provocando vasocoﬁstrigéo das artérias de grande calibre. A
histamina & o principal mediador do processo de permeabilidade vascular
(JUNQUEIRA,1997).

Os mediadores secundarios podem dar continuidade a da inflamagéo iniciada
pelos mediadores primarios. Além destes. poderiam ser indicados
convencionalmente como mediadores quimicos ativados ou terciérios, ndo porque

sejam de importancia menor, mas tratar-se-ia daqueles elementos formados no
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sangue (n&o nas células) , sob a agdo de enzimas granulares ou de enzimas
lisossomais liberadas pela agdo de alguns componentes primarios dos granulos
(ECF, por exemplo); entre estes mediadores destacam-se as cininas plésma’ticas
ou plasmacininas, particularmente bradicinina.

A presenca-de mediadores quimicos permite ja a iniciacdo da fase reacional
ou exsudativa da inflamag&o, caracterizada pela resposta vascular e celular, que
se manifesta pelos sinais classicos da inflamagdo de Celso (dor, rubor, calor e
tumor).

Os mastécitos sdo as grandes células livies do tecido conjuntivo e sio
facilmente identificadas pela presenga de inimeros granulos no seu citoplasma e,
em alguns casos , eles podem até mesmo obscurecer o nucleo.

Os mastécitos também contém histamina, proteases neutras como triptase e
quimase e um fator quimiotatico para eosindfilos. Visto através do microscépio
eletronico, os mastdcitos apresentam um pequeno nucleo arredondado, muitas
mitocdndrias, um reticulo endoplasmatico irregular e um pequeno complexo de
Golgi.

As centenas de granulos especificos encontrados nos mastdcitos estdo entre
0,3 a 0,8 um de diametro e possuem varias densidades. As caracteristicas
ultraestruturais de seus grénuloé sdo muito variadas e mostram uma superficie
irregular, alguns contém pequenas inclusdes cilindricas irregulares na forma de
um pergaminho enrolado em uma matriz granula fina. Em um corte transversal,
podem ser observadas que estas inclusées consistem em camadas concéntricas
cuja dimensdo sao similares a um tipo de bicamada lipidica. Em outros
mastacitos, os granulos mostram uma matriz densa cercada de uma area central

clara ocupada por umia malha de linhas densas paralelas.



Mastocitos e baséﬁlog contém em seus citoplasmas histaminas e outros
mediadores da inflamagdo. Mastécitos e baséfilos possuem superficie receptora
para imunoglobulina IgE. Estas similaridades conduziam ao pensamento de que
0os mastocitos eram originarios dos basofilos, mas atualmente € conhecido que
s&o duas células diferentes.

Os basofilos s&o células menores que os mastécitos e geralmente possuem
nucleo bilobulado. Além de que estdo presentes somente no sangue e, assim
como outros leucdcitos granuldcitos, seu ciclo de vida é de poucos dias e sdo
incapazes de proliferar. Os mastécitos estdo presentes nos tecidos, seu ciclo de
vida € de algumas semanas-a meses e s&0 capazes de divisdo. Contudo, ambas
as células sao origindrias da medula 6ssea.

Os basdfilos amadurecem na medula dssea e entdo circulam, enquanto os
predecessores de mastdcitos segundo ROBBINS(1994),CHURCH (1999),
DOUGLAS(1999) e TRELLES (2000), aparecem circulando no sangue em curto
periodo de tempo antes de passarem ao tecido onde adquirem granulos e tornam-
se completamente diferenciados.

Os mastécitos estdo distribuidos pelo organismo apesar de serem abundantes
nas areas adjacentes a pequenos vasos e abaixo do epitélio dos sistemas
respiratério e intestinal .

Os mastécitos agem como sentinelas para que o sistema imune possa
detectar a presenga de proteinas estranha e comecar uma resposta inflamatéria
local. Sua ativagdo da origem a uma rapida liberagcdo de potentes mediadores
armazenados em seus granulos, gerando entdo lentamente uma série de
citocinas que sdo usadas para atrair outras células que também participam da

defesa do hospedeiro.
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Praticamente todos os processos de desgranulagéo requerem Ca“; energia,
ativacdo de serina-esterase, com participagéo frequente do AMPc (Adenosina
Monofosfato ciclica) e reforgamento da fosfatidil-serina.

A primeira etapa deste importante processo parece ser a ativacdo de uma
enzima, a serina-esterase dos fosfolipides das membranas, que inicia dois
processos paralelos e simultaneos: Aumento da atividade fosfodiesterasica e
metilacdo dos fosfolipides da membrana.

Aumento da atividade fosfodiesterasica:

O aumento da atividade fosfodiesterasica reduz a concentragdo de AMPc
intracelular, determinando menor atividade ’fosfoquinésica e reduzida
incorporacdo de P as proteinas especificas. Com isto é facilitada a contragao
dos microfilamentos e a drenagem dos granulos através dos microtubulos do
mastocito, processo que requer Ca™ dado que as proteinas contrateis dos
microfilamentos funcionam em forma similar &s proteinas contrateis do
miofilamento do musculo estriado. Dai também a necessidade de energia
disponivel e ativacdo de ATPase celular. Os granulos s&o expulsos integralmente
por exocitose pelos microtibulos abertos na superficie celular por fusdo das
membranas perigranulares @ membrana plasmatica, eliminando-se todos- 0s
elementos intragranulares, que agora se comportam como mediadores primarios
da inflamagéao.

Metilacdo dos fosfolipides da membrana:

Este mecanismo determina maior fluidez da membrana, por formacdo de
fosfatidilcolina, substancia do qual é liberado logo apds o acido araquiddnico,
acido graxo poliinsaturado essencial, que é o ponto de formacao de prostandides

ou eicosanodides. como leucotrienos e prostaglandinas que agem como
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mediadores secundérios da inflamag&o. Chamam-se secundarios porque foram
formados sob a inﬂuéncia do estimulo flogogénico.

Deste modo, a extrusdo dos granulos dos mastdécitos e a liberagdo de seu
conteudo significa que aparecem no meio extracelular substancias biologicamente
ativas que podem iniciar o processo inflamatorio. S&o os mediadores quimicos
primarios, entre os quais se destacam a histamina, serotonina, proteinas e
peptideos quimiotaticos, como ECF-A (fator quimiotatico de eosindfilos) e NCF (
Fator quimiotatico de neutréfilos) de alto peso molecular, enzimas, Ccomo
arilsulfatase, R-glicuronidase, peroxidase e outras hidrolases (DOUGLAS,2000).

O mastécito sobrevive & intensa desgranulagdo e pode formar novos
granulos(JUNQUEIRA,1997).

Segundo TRELLES (2000), os mastacitos, como células secretoras, deve , em
efeito, reagir ao aumento de ATP resultado da radiagao laser. Aumentar a
atividade dos mastdcitos deve-se a uma série de agdes que incluem perturbagao
do balango de ions de céicio, ativag&o de serina esterase, a uma exigéncia de
uma quantidade de energia e a uma alteragao intracelular de adenosina 3":5'-
monofosfato ciclico, a qual conduz a uma degradagéo celular.

Sob a irradiagdo laser , varias substancias , especialmente histamina,
heparina, prostaglandina D2, deveriam ser liberadas e também passar ao-sistema
circulatério ou atuar localmente. A histamina liberada, a qual tem um notavel
efeito sobre musculo liso e vasos sanguineos . causa dilatagdo, que é mantida
através de sucessivos tratamentos com laser e estimula a reparagao tecidual.

Por outro lado , a sintese de prostaglandina D2 . recentemente confirmada
como um constituinte do mastdcito, ajudaria a explicar o efeito antinflamatério da

radiacdo laser devide a intensa atividade de substancias secretadas pelo
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mastécito, o qual age também, diretamente, na regulagdo da inflamag¢éo ou,
indiretamente, sobre os mediadores da inflamacdo secundaria. Deve ser
acentuado que em nenhuma publicacdo do uso clinico do Ialser de baixa
intensidade, foi relatado trombose vascular ou qualquer indicativo de um inicio de
trombose, 0 que sugere que a heparina € um agente mediador neste caso
(TRELLES,2000).

O mais significante achado apds aplicagdo de LILT in vivo no tecido é a
vasodilatagao capilar com auséncia de dano na arquitetura tecidual subjacente.

Clinicamente ou experimentalmente, a inducdo de vasodilatacdo deve
conduzir a uma geracdo ou regeneracdo de tecido cutaneo ou mesenquimal
devido ao aumento de suprimento sanguineo para a area irradiada. Além disso , o
edema intersticial inicial se da provavelmente devido ao aumento de liquido nas
areas intersticiais causado pelas fenestragbes da membrana celular

(TRELLES,2000).



3.4 Da Desgranulagdo de Mastdocitos Estimulado pela Luz Laser em Baixa

Intensidade

Varios trabalhos tém relatado a acdo do laser em baixa intensidade na
desgranulagdo de mastécitos. Alguns autores como ESCOLA (1985), que ja
verificavam-o aumento da microcirculacao, ja levantavam a hipétese de este efeito
ser resuitante da desgranulagdo de mastdcitos provocada pela acdo da luz laser.
Um dos primeiros trabalhos, e que deu origem ao desenvolvimento desta linha de
pesquisa, foi o realizado pelo professor JUAREZ CORREA DA SILVEIRA (1991) o
qual relata o aumento significativo de mastécitos em desgranulagdo no tecido sob
iradiaco laser na dose de 9 J/cm? sobre pele intacta de cavia porcellus em
varios intervalos de tempo de 0,4,8,24,72,120,144 e 168 horas .

EL-SAYED e DYSON (1996), em trabalho realizado em ratos , avaliaram os
efeitos em numero de mastécitos e desgranulagdo com frequéncias diferentes
sobre as feridas. Os autores concluiram que 0 aumento em nimero de mastocitos
nao é dependente da frequéncia, entretanto a desgranulacéo é.

Recentemente, SILVEIRA ( 2001), também verificou a desgranulacdo de
mastocitos na parede nadc mineralizada da bolsa periodontal supra-Ossea

submetida a radiacdo laser de baixa intensidade na dose de 8 Jicm?.



44

3.5 Da Aplicagao de Corante Exdgeno como Agente Fotossensibilizador

Tecidual

A aplicagdo de corantes exdgenos como agente fotossensibilizador vem
sendo amplamente estudada como método auxiliar para aumentar a absorcéo da
luz laser por bactérias, células e tecido biolégico ( OkAMOTO,1992;
BURNS,1993; ESPINOSA,1999; LOPES JUNIOR,2000).

Em estudos de LOPES JUNIOR (2000) foram utilizados ratos (n=48), que
apos exodontia do incisivo superior direito e obtencéo experimental do quadro de
alveolite, foram divididos em 4 grupos (n=12) due receberam o seguinte
tratamento: grupo | - feridas permaneceram infectadas (alveolite) ndo recebendo
nenhum tratamento; grupo Il - foram tratadas com azul de metileno (100
microgramas/mil) aplicado topicamente; grupo Il - foram tratadas com laser em
baixa intensidade de Arseneto de Galio e Aluminio, que seguiu o seguinte
protocolo: A 635 nm, emissao pulsada, poténcia de 4 mW, érea de 2 mmz, energia
de 0,96 J, densidade de energia de 3,2 Jicm?, 240 segundos de tempo de
exposicdo, aplicagdo unica de forma contato, aplicado externamente sobre o
tecido gengival da porgdo média do alvéolo dentario; grupo IV - feridas foram
tratadas com a associag@o da droga fotossensibilizadora e laser em baixa
intensidade da mesma forma que as do grupo il e ill, respectivamente.

Os autores concluiram que: 1) o uso de droga fotossensibilizadora néo
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provocou efeitos indesejaveis ao processo de reparagéo alveolar; 2) que as
feridas tratadas somente com laser demonstraram processo de

reparagao mais evoluido e diferenciado que as controles; 3) que a associagéo |
de droga fotossensibilizadora ao laser de baixa intensidade

demonstrou processo de reparagdo mais evoluido e diferenciado do que aquele
verificado nas feridas tratadas somente com laser, droga e controle (nao
tratadas) .

Em outra pesquisa ESPINOSA (1999) provocaram por intermédio de um
“punch” de aproximadamente 8 mm de diametros, feridas cutaneas na regiao
dorsal-de ratos (n=60), que foram submetidas aos seguintes procedimentos: no
grupo | (n=12) as feridas ndo sofreram nenhum tratamento; no grupo H (n=12) as
feridas foram tratadas com laser A=635nm; as do grupo Ill (n=12) foram tratadas
com laser A=904nm; nas do grupo IV (n=12) foram tratadas com azul de metileno
(100 microgramas/ml) aplicado topicamente sobre as bordas das feridas e a
seguir tratadas com laser A =635nm e as do grupo V (n=12) receberam
aplicacdo topica de azul de metileno, nas mesmas condi¢bes das do grupo IV e a
seguir foram tratadas com laser de A= 904 nandmetros.

Os autc.>res concluiram que : (1) as feridas tratadas somente com laser
(A =635nm e A= 904nm) e as tratadas com a associagdo de droga
fotossensibilizadora mais laser, mostram processo de reparagéo mais
diferenciado quando comparado com as néo tratadas (controles); (2) As feridas
tratadas com laser A=635nm mostraram repara¢do bem mais evoluida que as
tratadas com laser A=904nm; ( 3) as feridas tratadas com a associagao da

droga fotossensiblizadora com laser A=635nm, foram as que demonstraram



resultados mais diferenciados e evoluidos, em todos os periodos experimentais

(3, 7, 14 dias), quando comparada com as feridas dos demais grupos.

16
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3.6 Do Azul de Toluidina a 1%

O azul de toluidina é um corante catidnico metacromatico do grupo das
tiazinas que cora seletivamente grupos acidos de componentes teciduais , tais
como os acidos fosféricos, sulfurico e carboxilico. Apresenta afinidade pelo DNA
dos nucleos celulares e pelo RNA bresente no citoplasma que fixam o corante e

coram-se profundamente.

O azul de toluidina apresenta a seguinte estrutura quimica:

—_
N CH)
N
Cr
S/ NH
(CH),N + e
C15H15C|N38

3 — amino — 7 — dimetilamino — 2 — metilfenotiazina clorada. C: 58,91%, H: 5.27%,
Cl: 11,59%, N: 13,74%, S: 10,48% - Peso molecular: 305,83. E soltvel em agua e
alcool e, em solucdo, é azul ou violeta. O pH da solugdo estd entre 2.5 e 3.5
(ROCHA,1995).

Os mecanismos exatos de coloracéo dos tecidos in vivo pelo azul de toluidina
sdo desconhecidos , sendo propostas algumas teorias para explicar a penetragao

e retencdo do corante nas células atipicas: coloracdo de componentes acidos
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teciduais , como o DNA e RNA,; maior afinidade para o DNA nuclear que para o
RNA do citoplasma celular; as células atipicas contém maior quantidade de DNA
nuclear que as células normais devido ao' aumento da relag&o nucleo/citoplasma;
e 0s canais intercelulares entre as células atipicas s&o mais amplos que os das
células dos tecidos normais, permitindo a penetracdo do corante nas camadas
celulares mais profundas.

O emprego tépico do azul de toluidina in vivo foi descrito inicialmente para
evidenciacdo de alteragbes malignas no colo uterino. Tem sido utilizado em varias
areas meédicas para evidenciar lesbes suspeitas de malignidade. O azul de
toluidina tem a propriedéde de corar, in vivo , 0s nucleos celulares e a
intensidade de coloragéo esta diretamente relacionada com a densidade nuclear
por unidade de area. Portanto, as atipias celulares e os carcinomas , ricos em
células e com grande densidade nuclear, coram-se com maior evidéncia e séo
facilmente distinguiveis do epitélio normal. A intensidade da coloragdo depende
da alteracéo epitelial, podendo variar de um azul palido em uma displasia leve a
um azul escuro em um carcinoma. O corante evidencia apenas alteragbes no
tecido epitelial, ndo atingindo as camadas mais profundas (ROCHA,1995).

O corante azul de toluidina a 1% utilizado nesta pesquisa como droga
fdtossensibilizadora na tentativa de aumentar a absorgdo da luz laser ndo causa
danos ao tecido humano ou a saude geral do individuo, quando aplicado
topicamente, sendo que sua indicacdo priméaria & como método complementar no
processo de diagnostico de células neoplésicas, onde este € usado como corante
aplicado sobre lesdo suspeita de malignidade, conforme recomendac¢do do
Ministério da Satde. A maioria do tecido epitelial cora apds a aplicagdo do azul

de toluidina a 1%, mas na mucosa normal ou em lesdes benignas sao



descoloridas apds aplicagdo do acido acético a 1%, enquanto que nas areas

suspeitas de malignidade o corante ¢ retido.



4. PROPOSICAO

-Analisar o efeito da radiacdo laser em baixa intensidade sobre desgranulagao de
mastacitos em hiperplasias fibrosas inflamatorias .
-Realizar estudo comparativo do efeito da radiacdo laser em baixa intensidade

sobre desgranulacdo de mastdcitos em hiperplasias fibrosas previamente coradas

por azul de toluidina e n&o coradas.
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5. METODOLOGIA

Local de realizacao da pesquisa - parte clinica/laboratorial

A pesquisa clinico-laboratorial realizou-se no ambulatério de estomatologia
da disciplina de estomatologia do Centro Odontolégico Universitario Norte do
Parana (COUNP) da Universidade Estadual de l.ondrina (UEL) e no laboratdrio
de patologia bucal da mesma universidade, apds devida aprovacgao do projeto de
pesquisa pelo Comité de Bioética em Pesquisa.

As pessoas que participaram desta pesquisa s&o pacientes do COUNP que
passaram por uma prévia triagem clinica e foram encaminhados a disciplina de
estomatologia por possuirem lesdo bucal compativel com hipotese diagndstica de
hiperplasia fibrosa inflamatéria causada por prétese removivel mal adaptada.

Estas pessoas foram examinadas pelo monitor e/ou aluno da disciplina,
supervisidnados pelo professor responsavel, para entdo ser indicado, remogao
cirdrgica (bidpsia excisional) , sendo que a lesdo com esta hipdtese diagnostica
ndo apresentava qualquer suspeita de malignidade, como manchas e ulceras. |

As pessoas dentro das condi¢gdes acima citadas que foram selecionadas para
participar da pesquisa, estavam dentro dos critérios especificados abaixo:

1. Faixa etaria entre 30 e 60 anos de idade e em perfeitas condi¢gdes de saude

e sanidade mental.
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2. Portadoras de protese total mal adaptada superior ou inferior .

3 Lesdc com extensdo minima de trés centimetros localizada em fundo de
saco de vestibulo superior ou inferior.

4. Sem uso da protese mal adaptada causadora da les&o ha pelo menos duas
semanas, conforme protocolo da propria disciplina .

Segundo o protocolo da disciplina de estomatologia da UEL, os pacientes com
hipétese diagndstica de hiperplasia fibrosa inflamatdria causada por protese mal
adaptada e sem suspeitas de malignidade s&o cadastrados em prontuario (dados
pessoais, anamnese, autorizacao de tratamento , descricdo e histdria da leséo),
para entdo serem encaminhados para biépsia excisional, devendo ficar duas .
semanas sem o uso da protese, sendo esta retida na disciplina até a data da
cirurgia, para que no ato do procedimento operatério a lesdo ndo esteja com
quadro clinico inflamatdrio.

5. N&o possuiam pigmentagdo melanica, devido & interferéncia destes
pigmentos intrinsecos na absorgao da luz laser.

6. Se do sexo feminino, ndo estavam gravidas ou amamentando.

As pessoas que se incluiram dentro destes itens acima citados, foram
devidamente informadas e esclarecidas € , somente apo6s o consentimento verbal
e escrito deéta em participar da pesquisa, foi prosseguida a pesquisa. Anexo O
parecer favoravel do Comité de Bioética.

Foram selecionadas um total de oito pacientes .

O paciente foi atendido por um operador ( aluno e ou monitor da disciplina de
estomatologia) supervisionado por professor responsavel . cabendo ao
pesquisador a aplicagéo do laser de baixa de intensidade e auxilio na remogao

cirurgica da leséo.
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O paciente participante da pesquisa passou por prévia antiséepsia do rosto e
|abios com clorexidina 2%, seus olhos foram protegidos por oculos especificos
para laser de baixa intensidade no comprimento de onda posteriormente descrito.

A lesdo foi dividida em trés partes aproximadamente iguais de forma que a
parte central foi removida para controle , o segundo terco foi aplicado laser e
removido e o terceiro terco corado com azul de toluidina , aplicado laser na
mesma dose e removido .

A lesdo, apos prévia anestesia local pelo operador, foi removida de acordo
com as seguintes sequéncias:

1° - Tergo central removido para cont[ole; -
2° - Segundo tergo direito ou esquerdo aplicado laser de forma pontual, em
contato e imediatamente removido;

3° - Terceiro tergo direito ou esquerdo corado com azul de toluidina,
aplicado laser no mesmo protocolo e imediatamente removido;

A sequéncia também foi alternada aleatoriamente conforme descrito
abaixo:

1° - Terco central removido para controle;

2° - Segundo tergo direito ou esquerdo corado com azul de toluidina,
aplicado laser na dose de 8 Jlcm? e imediatamente removido;

3° - Terceiro terco direito ou esquerdo aplicado laser no mesmo protocolo e
imediatamente removido.

E também realizando a 2° efou a 3° etapa antes de se remover o controle.

A variacdo na sequéncia fez-se para evitar interferéncia da incis&o e do tempo
operatério entre a 1°, 2° e a 3° etapa da seqiiéncia cirurgica na desgranulagao de

mastocitos .
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O aparelho laser de baixa intensidade que foi utilizado possui as seguintes
especificagdes:
- poténcia: 15 mW
- densidade de energia ajustavel : 0 a 15 J/cm?
- divergéncia do feixe laser : 82 x 282
- areade irradiagdo : 5 mm
- comprimento de onda: 670nm (visivel em vermelho)

- emissor do laser: diodo AsGaAl .

LASER VR KC-611

sTeouso @

FUNCAO L SELEOR

Fig 10 : Aparelho laser de baixa intensidade utilizado na pesquisa.

A aplicacdo do laser fez-se no modo contato de forma pontual sobre o centro
de cada ter¢o da lesao.

A dose utilizada foi de 8 J/cm?* tanto paro o terco que foi aplicado somente o
laser, quanto o ter¢o que foi aplicado o laser sobre o tecido previamente corado.

Aplicagao do corante:

A concentragédo do corante azul de toluidina foi a 1% sendo sua composi¢ao

descrita abaixo:
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Azul de toluidina ..............cc..o e 1g

Agua destilada. ..o, 100m!

O corante azul de toluidina foi aplicado com cotonete sobre a lesao e 0 laser
imediatamente ap6s aplicado sobre a leséo.

Durante a aplicagdo do laser, o operador , auxiliar (pesquisadora) estavam
devidamente paramentados (luvas, méscaras, avental cirdrgico e gorro) e usando
éculos de protecdo para o laser de baixa intensidade neste comprimento de onda.

Finalizado a remogdo completa da lesdo , foi realizada a sutura e as
recomendacdes pos operatérias de rotina do arqbulatério. O paciente retornou em
sete dias para remogao de sutura € exame € foi encaminhado para disciplina de
prétese total e fixa da mesma Universidade para confecgdo de nova protese.

Os fragmentos da lesdo foram acondicionados em recipiente de bidpsia
proprio contendo formol.10% identificados da seguinte forma:

Recipiente nimero 1: 1/3 da lesao com tratamento laser

Recipiente numero 2: 1/3 da les&o controle

Recipiente nimero 3: 1/3 da les&o corada e tratado com laser
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Fig 11 lIdentificagdo dos recipientes para bidpsia.

Todos os trés recipientes foram encaminhados para o laboratério de patologia
bucal para analise histopatolégica e diagndstico conforme rotina da prépria
disciplina. Apés analisadas as pegas, estas foram utilizadas para esta pesquisa
sendo entdo processadas e coradas pela técnica de GIEMSA para evidenciacao
de mastdcitos.

Tecnica de GIEMSA modificada pelo Laboratério de Anatomia Patoldgica de

Cascavel (APC).

1- Desparafinar por 10 minutos no xilol, sendo 5 minutos em cada cuba.

2- Lavar em agua corrente

3- Lavar em agua destilada

4- Deixar por 12 horas na solugdo GIEMSA ( 1,5 ml de GIEMSA em 36 ml de
agua destilada)

5- Lavar em agua acética 0,5% até atingir a coloragéo roxa.

6- Lavar em agua corrente

7- Secar

8- Passar em 2 cubas de alcool 95, 4 cubas de alcool absoluto e 4 cubas de xilol



9- Montar lamina.

Analise de mastdcitos:

As laminas foram analisadas através de microcospia de luz (Olympus CH30).

Foi realizada a contagem do numero de mastocitos integros e mastocitos
desgranulados no tecido conjuntivo subepitelial em 5 campos microscopicos
diferentes a partir do epitélio utilizando aumento de 400 x (ocular 10x , objetiva
40).

As laminas obtidas foram também identificadas com o numero de registro do

paciente no prontuario seguidos de digito 1, 2 ou 3 conforme especificado

também no recipiente de bidpsia.
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Caso clinico demonstrativo da metodologia clinica para procedimento de bidpsia

excisional da hiperplasia fibrosa inflamatéria. Paciente L.A., 52 anos , sexo

feminino.

Fig.12: Casaﬂ‘(':l’fnics‘i‘mcial Fig.13: Anestesia local infiltrativa

Hiperplasia fibrosa inflamatéria em fundo ao redor da lesdo.

de vestibulo inferior anterior.

Fig.14:Remogdo do tergo central (controle) Fig.15: Aplicagdo de laser no tergo direito.

Modo contato .
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Fig.16:Remocéao do tergo aplicado laser.

Fig.18: Aplicagao de laser sobre o tergo

Corado. Modo contato.
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Fig.17: Aplicagdo do corante sobre o

tergco esquerdo.

Fig.19: Remocé&o do tergo corado
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Fig.20: Remog&o total da lesdo e sutura.
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6. RESULTADOS

Os materiais obtidos nas bidpsias foram  processados a Iaminas e
primeiramente passaram pela técnica de coloragdo de Hematoxilina Eosina (HE)
para fins de diagnéstico. As laminas obtidas foram analisadas pelo patologista

- bucal do Laboratério de Anatomia Patoldgica do Hospital Universitario da UEL
Prof. Dr. Tadashi Akatsu e , apds confirmado o diagnéstico de hiperplasia fibrosa
inflamatdria, as 1aminas referentes ao tergo controle, ao tergo aplicado laser e ao
terco corado e aplicado laser passaram pela coloragdo de GIEMSA para
evidenciagao de mastécitos.

Nas laminas coradas pela técnica de GIEMSA foram contados os mastocitos
integros e desgranulados em cinco campos microscopicos diferentes tendo como
base o epitélio (FIG.21). Os mastdcitos integros e desgranulados foram tabelados

(TAB. 3 e 4), representados em graficos e foram analisados estatisticamente.
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Fig.21: Hiperplasia Fibrosa Inflamatéria. HE. Aumento de 40x. Esquema
demonstrativo do método de observagdo dos cinco campos microscopicos. E-
epitelio, C-conjuntivo. Os circulos pretos indicam os cinco campos a serem

observados.
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Fig.24: Campo histolégico da area aplicado laser. GIEMSA. Aumento de 400x.
Tecido conjuntivo com mastécitos. E-epitélio, C-conjuntivo, M-mastocito.
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Fig. 25: Campo histologico da area aplicado laser. GIEMSA. Aumento de 400x.
Tecido conjuntivo com mastécitos. E-epitélio. C-conjuntivo, M-mastocito.
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Fig.26: Campo histolégico da area controle. GIEMSA. Aumento de 400x. Tecido
conjuntivo com mastacitos. E-epitélio, C-conjuntivo, M-mastacito.
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Fig.27: Campo histolégico da area controle. GIEMSA. Aumento de 400x. Tecido
conjuntivo com mastocitos. E-epitélio, C-conjuntivo, M-mastocito.
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Fig.28: Campo histolégico da area corada/laser GIEMSA. Aumento de 400x.
Tecido conjuntivo com mastocitos. E-epitélio, C-conjuntivo, M-mastocito.
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Fig.29: Campo histoldgico da area coradal/laser. GIEMSA. Aumento de 400x.
Tecido conjuntivo com mastocitos. E-epitélio. C-conjuntivo, M-mastdcito.
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Tabela 3 : Numero de mastocitos totais e desgranulados contados em cinco
campos microscopicos 10x40 na regido subepitelial da hiperplasia fibrosa

inflamataria.

1( Laser) 2(controle) 3(coradallaser)

Cliente Mast 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 45

DE DE 10 05 06 04 03 03 02 01 00 02 04 04 02 03 03
TO 13 05 06 04 04 03 05 03 04 03 06 04 04 04 05
M.A. DE 00 00 07 09 03 00 02 05 03 0O 10 08 14 10 07
TO 050507 09 04 03 05 06 10 02 12 11 18 13 10
J.N. DE 04 03 02 03 02 02 02 0C 01 O1 07 05 06 03 02
TO 04 03 02 03 03 04 03 01 02 02 07 07 06 03 02
J.R DE 01 03 07 08 06 03 03 03 06 00 04 08 02 01 O3
TO 02 03 07 08 07 04 05 06 11 05 04 08 02 01 O3
LA DE 04 10 09 06 03 04 02 04 02 04 03 Q7 02 04 04
TO 04 11 10 08 03 04 03 04 04 04 03 07 02 05 07
N.B. DE 10 15 14 15 11 02 02 04 00 01 08 25 11 07 17
TO 13 15 16 16 13 04 04 08 03 14 09 26 11 07 17
M.S. DE 10 08 12 10 07 Q7 04 05 05 02 04 01 03 04 02
TO 10 10 13 11 07 10 04 09 09 03 04 03 03 04 02
AS. DE 04 06 08 11 10 00 03 03 05 03 - 04 04 05 05 08

TO 04 06 10 12 13 05 06 05 09 03 04 04 05 06 10
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Tabela 4 : Soma dos mastocitos totais e desgranulados dos 5 campos visuais e

seu respectivo indice de desgranulacao.

MASTOCITOS
Mastocitos: totais desgranuiados indice de desgranulagéo
1 2 3 1 2 3 1 2 3

cliente soma5 soma5 soma5 soma5 soma5 somas soma5 soma5 somab
campos campos campos Campos Campos campos  Campos Campos campos

DE 32 18 23 28 08 18 087 044 078

MA 30 26 64 19 10 49 063 038 0,77
JN. 15 12 25 14 08 23 093 0,50 0,92
JR. 27 33 18 25 15 18 093 045 1,00
LA. 36 19 24 32 16 20 089 084 083
NB. 73 33 70 65 09 68 089 027 097
MS. 51 35 16 47 23 14 090 0668 087

AS. 45 28 29 39 14 26 0,87 0,50 0,90
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Neste trabalho foi utilizado como variavel resposta o indice de desgranulagéo
(ID) que é o quociente entre 0 nimero de mastdcitos desgranulados e o nimero
total de mastdcitos (SILVEIRA,2001).

Para o conjunto de dados utilizado temos:

Controle Laser Corada/Laser -

=2 04051 p=F°_ 08662 ID=20_08773
204 299 269

Portanto, temos que:

Controle: 49,51% de mastdcitos desgranulados:
Laser: 86,62% de mastdécitos desgranulados;

Corada/Laser: 87,73% de mastdcitos desgranulados.
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Controle Laser Corada/Laser

71

B Desgranulados
Bl Total



72

7. ANALISE ESTATISTICA

O método utilizado foi a analise de variancia no delineamento em blocos ao
acaso, onde foram comparados 3 tratamentos (laser, controle e corada/Laser) em

8 pacientes (blocos) para a variavel indice de desgranulaco.

Tabela 5: indice de Desgranulag3o.

Tratamentos
Pacientes | Laser Controle - Cor./Laser
1 0,875 0,444 0,783
2 0,633 0,385 0,766
3 0,933 0,500 0,920
4 0.926 0,455 1,000
5 0,889 0,842 0,833.
6 0,890 0,273 0,971
7 0.902 0.657 0.875
8 0.867 0,500 0,897
Meédia 0.864 0,507 0.881
Variancia | 0,0093 0,0302 0,0070




Inicialmente foi realizada uma andlise preliminar afim de verificar as hipoteses
basicas para validade da andlise de variancia. Nesta analise, verificou-se que a
hipétese de normalidade dos erros n&o foi atendida (teste de Shapiro Wilk). Para
contornar este problema, realizou-se a andlise com os dados transformados. A
transformacao recomendada (BANZATTO e KRONKA, 1989) para dados
referentes & proporgdo € a arco seno. Os dados referentes ao indice de

desgranulagao, transformados em arco seno, sao apresentados a seguir:

Tabela 6: Arco seno da raiz quadrada do indice de

desgranulacéo.

Tratamentos

Pacientes | Laser Controle  Cor./Laser
1 69,3 41,8 62,2

2 52.7 38,4 61.1

3 75,0 45,0 736

4 742 42 4 90,0

5 70,5 66,6 65,9

6 70,6 31,5 80,2

7 71,8 542 69,3

8 686 45,0 713

|

Verificou-se que, com a transformagdo. a hipotese de normalidade dos erros

foi atendida (teste de Shapiro Wilk).
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Na andlise de variancia o teste foi significativo para os tratamentos ao n-ivel de
1% de probabilidade e concluiu-se que pelo menos dois tratamentos possuem
efeitos diferentes em relagdo ao indice de desgranulagdo, com uma confianca
superior a 99% de probabilidade. Aplicou-se, entdo, o teste de Tukey para

comparar as diferencas entre todos os pares de tratamentos. Os resultados foram

0s seguintes:

Tabela 7: Médias dos tratamentos e teste de Tukey.

Médias Médias ndo
Tratamentos = transformadas transformadas

N

Corada/Laser 71,700 a 0,881
Laser 69,088 a 0,864

Controle 45613 b = - 0,507

M Médias com a mesma letra ndo diferem
significativamente entre si, com 99% de

probabilidade.

O teste foi realizado com as médias transformadas e o resultado obtido &
estendido para as médias originais (n&o transformadas).
Os tratamentos coradallaser e laser foram significativamente superiores ao

tratamento controle, e ndo apresentaram diferenca significativa entre Si.
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8. DISCUSSAO

Aplicando a LILT em hiperplasias fibrosas inflamatérias com ou sem prévia
colorag&o por azul de toluidina observamos que hd um aumento significante na
desgranulacdo de mastocitos .

O efeito do laser sobre a desgranulagdo de mastécitos foi escolhida como
observacado de referéncia para verificar o efeito ou ndo efeito do laser de baixa
intensidade sobre o tecido e a associagdo de um corante como um dos objetos de
estudo para verificar se este pode aumentar a acio da luz laser.

A escolha pela lesdo hiperplasia fibrosa inflamatéria foi devido a esta ser de
carater benigno, alta incidéncia na populagdo adulta portadora de prétese total
mal adaptada e cujo tratamento consiste em remocéo cirurgica total. Todas as
hiperplasias fibrosas inflamatérias que compuseram a amostragem deste trabalho
estavam sem ulceragdes ou seja , com epitélio integro e sem caracteristicas
clinicas de inflamag¢ao aguda.

A escolha de um corante como o azul de toluidina deveu-se, principalmente
ao fato deste ser um corante inécuo ao tecido bucal, j& usado na odontologia €
principalmente por ser este de cor azul-arroxeado, sendo uma das cores
complementar do vermelho (OKAMOTO, 1992) , cor emitida pela luz laser de
baixa intensidade utilizada neste trabalho (A=670nm), a fim de diminuir o

espalhamento e a reflexdo e, aumentar a absor¢éo da luz laser pelo tecido, visto
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que comprimentos de onda compreendidos entre 0.6 a 1.5 um, o espalhamento
domina em relag&o a absor¢édo e a profundidade de penetracéo vai de 8 a 10 mm
(RIBEIRO,2000).

Para afastarmos a hipotese de que o corante azul de toluidina pudesse estar
influenciando na desgranulagado de mastdcitos por uma possivel irritagao quimica,
foram escolhidos trés voluntarios que possuiam hiperplasia fibrosa inflamatéria a
serem biopsiadas excisionalmente e, sobre um lado da les&o foi aplicado corante
e no outro ndo. Numa analise descritiva, os dois lados apresentaram o mesmo
comportamento dos mastocitos nos trés pacientes quando analisados
histologicamente.

A escolha pela dose de 8 J/cm? assim como o método de contagem de
mastocitos integros e desgranulados, foi baseada na pesquisa de SILVEIRA
(2001) onde verifica-se 0 aumento de desgranulagdo de mastdcitos em parede
nao mineralizada da bolsa periodontal em proporces bastantes semelhantes a
este trabalho entre os grupos controle e o grupo tratado com laser com apenas
uma aplicagao.

O que verificou-se € que ndo houve diferencas estatisticamente significativas
entre o tecido somente tratado com laser e o tecido corado e tratado com laser,
apesar de descritivamente perceb'ermos um leve aumento na desgranulacdo de
mastdcitos neste ultimo. J& em relagdo ao controle, tanto o grupo laser como o
corado/laser, apresentaram diferen¢as estatisticamente significantes .

O corante azul de toluidina parece néo ter influenciado positivamente no
aumento da acdo da luz laser sobre a desgranulacdo de mastécitos. Este fato
pode ter acontecido devido a este corante apresentar como caracteristica a pouca

profundidade de penetracdo no tecido. E possivel que houvesse um aumento
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significativo na desgranulacdo de mastocitos se fosse usado um tipo de corante
com maior profundidade de penetracéo, mas que apos a aplicacdo do laser fosse
facilmente removido do tecido .

Outra hipétese seria a aplicagdo do azul de toluidina a 1% sobre tecidos com
o epitélio rompido permitindo que este corasse partes do tecido conjuntivo que
constitui a arena da resposta inflamatéria. Lembrando que neste trabalho o
corante sempre foi aplicado sobre o tecido epitelial da lesdo nao rompido.

Estudos com aplicagbes de diferentes niveis de concentragbes de azul de
toluidina poderiam também ser realizados para testar uma concentracdo ideal
para corar mais profundamente a mucosa bucal normal.

Fica evidente que a luz laser de baixa intensidade , has condi¢des como foi
utilizada, mesmo quando aplicada sobre um tecido com o epitélio integro e
muitas vezes apresentando acantose, sem caracteristicas clinicas de inflamacgéo,
menos vascularizado e ricos em fibras coldgenas como a hiperplasia fibrosa
inflamatéria, provoca desgranulagdo de mastécitos em quantidades significativas,
podendo exercer um carater pro-inflamatério.

O aumento na desgranulacdo de mastécitos pode estar relacionado ao
aumento da produgéo de ATP estimulado pela radiacdo laser como ja estudado
por KARU (1992).

Este aumento na desgranulagdo de mastécitos em tecido com epitélio integro
poderia auxiliar na aplicacéo de areas onde se deseja um efeito de vasodilatagao
periférica ou angiogénese sem rompimento epitelial.

O sangramento durante o ato operatério foi observado pelo operador e auxiliar
e nao parece ter havido diferencas clinicas observaveis entre uma bidpsia sem

aplicacdo prévia de iaser e com aplicagdo prévia. Este fato poderia gerar
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controvérsias, visto que, histologicamente os tecido iradiados apresentaram um
alto indice de desgranulagdo de mastocitos, o que presume em liberagdo de
histamina que € um mediador quimico que aumenta a vasodilatagéo periférica.
Porém, em pesquisa de TRELLES e MAYAYO(1992) é relatado que esta
vasodilatacdo ndo ocorre imediatamente, mas apds alguns minutos da irradiagéo.
O paciente quando indagado na consulta apds sete dias sobre o sangramento
apdés algumas horas do ato operatério também nao relatou sangramento
excessivo ou anormal. Este fato pode estar relacionado ao fato que o tecido
irradiado foi imediatamente e totalmente removido apds a aplicacédo e , como a
profundidade de penetragéo n&o ultrapassa a 10 mm, o efeito da irradiagdo foi
quase que totalmente confinado a area e profundidade da lesdo cuja espessura
variaram entre 5 a 10mm.

Quanto a cicatrizagdo , esta processou-se em tempo normal.

Na anélise histolégica foram encontradas todas as caracteristicas inerentes a

uma hiperplasia fibrosa inflamatéria .
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9. CONCLUSOES

Concluimos que:

1. Houveram diferengas estatisticamente significantes entre os indices de
desgranulagéo de mastdcitos dos grupos: laser e controle e os grupos

corado/laser e controle.

2. Né&o houveram diferencgas significativas na desgranulacdo de mastdcitos entre

0s grupos laser e corado/laser.
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