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Resumo

Rodriguez Sosa, S. A. Reacao histopatoldgica do tecido conjuntivo do dorso de
ratos irradiado com laser de CO, ou de Er:YAG. Araraquara, 2004. 98p.
Dissertacdo (Mestrado em Endodontia) Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista.

O presente estudo avaliou a reacédo do tecido conjuntivo irradiado
com os lasers de CO, e de Er:-YAG em feridas confeccionadas no dorso de ratos.
Foram confeccionadas 2 feridas no dorso de 30 ratos com um punch de 3mm de
diametro. Os animais foram divididos em trés grupos de 10: no Grupo | as feridas
foram irradiadas com o laser de CO, | 10,6 mm, (1,5 W -50 Hz); no Gupo Il as

feridas foram irradiadas com o laser de Er:YAG, | 2,94 nm (300 mJ -10 Hz), tempo

de irradiacdo de 23 ssgundos em ambos os grupos; e no grupo lll as feridas nao
foram submetidas a irradiacdo. ApOs o0 ato operatorio, todas as feridas foram
forradas com MTA. Os animais foram mortos em periodos de 1 dia e 7 dias e as
pecas removidas, processadas, coradas com hematoxilina / eosina e analisadas no
microscoépio Optico. Aos 7 dias, no grupo do Er:YAG foi observada a presenca de
tecido de granulacdo, porém no grupo do CO; ainda houve uma severa reacao
inflamatdria com areas de necrose tecidual. No grupo controle ndo houve inflamacéao
aos 7 dias na maioria dos casos. Conclusdo: os resultados obtidos no presente
estudo nos permitem afirmar que o tecido conjuntivo reagiu de forma mais favoravel
a irradiacdo laser de ErYAG do que a irradiacdo do laser de CO,,

independentemente do tempo pds-operatorio.

Palavras-chave: lasers, tecido conjuntivo, diéxido de carbono.
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Abstract

RODRIGUEZ SOSA, S. A. Histopathologic reaction of conective tissue in rat
wounds irradiated with CO, or Er:YAG lasers. Araraquara, 2004. 98p. Dissertacao
(Mestrado em Endodontia) Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista.

The present study assesed the connective tissue reaction after
irradiation with CO, and Er:YAG lasers in in the back of rats. Two wounds were
practiced in the back of tirthy rats with a 3mm diameter punch. The animals were
divided into three groups of ten specimens each: In Group | the wounds were
irradiated with a CO; laser, | 10,6rm, (1,5 W -50 Hz) ; In Group Il the wounds were
irradiated with a Er:YAG laser, | 2,94m (300 mJ -10 Hz), in both groups the

irradiation time was of 23 seconds; Group Ill received no irradiation. After the
intervention, all wounds were covered with MTA. The specimens were killed after
intervals of 1 to 7 days and samples collected, proccesed and stained with
hematoxilin/eosin, and analized under the ligth microscope. At seven days period the
Er:YAG group exhibited granulation tissue proliferation, while in the CO, group a
severe inflamatory reaction persisted with areas of necrosis. In the control goup
there was no inflamation in most of the cases after 7 days period. Conclusions: The
results yielded by the present study lead us to assure that the reaction of the
connective tissue was most favorable to irradiation with Er:YAG laser than with CO,

laser, regardless the time elapsed after the intervention.

Key words: lasers, connective tissue, carbon dioxide.
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1. Introducéo

O laser foi desenvolvido no ano de 1960 por Theodore Mairman,
baseado na teoria da emissédo estimulada de radiagdo descrita por Einstein em
1917.%2%° A palavra laser é um acrénimo de light amplification by stimulated emission
of radiation (luz amplificada por emissdo estimulada de radiacdo) e descreve um
aparelho que gera radiacdo eletromagnética. Sua energia consiste de um feixe de
luz com caracteristicas especiais, das quais as mais importantes sdo a intensidade,

a monocromaticidade, a coeréncia e a colimagédo >*°

, caracteristicas que l|he
permitem depositar uma grande quantidade de energia eletromagnética nos tecidos
com extrema precisao. Integrado a atividade odontolégica no ano 1968, o laser tem
sido proposto e utilizado como substituto de terapias convencionais. Na atualidade,
€ amplamente utilizado no campo da medicina e da odontologia revolucionando, em
muitos aspectos, as terapias de prevencao e tratamento.

Duas categorias de lasers sao frequentemente utilizadas na
medicina e na odontologia, os de baixa intensidade de energia, também chamados
soft lasers, e os de alta intensidade de energia, também chamados hard lasers ou
cirirgicos. Os lasers de baixa intensidade proporcionam uma energia atérmica,
atuando no local da irradiacdo com efeito antiinflamatério, analgésico e

bioestimulante *>%°,

Ja os lasers de alta intensidade de energia sédo sistemas de
efeito térmico e provocam um aumento de temperatura ro local irradiado. Tém sido
utilizados em procedimentos cirargicos pelo grande poder de corte, ablacdo e

coagulacéo, na dependéncia do tipo de tecido e das caracteristicas especificas do

feixe.
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Na Odontologia, o laser tem sido estudado em diferentes aplicagdes:

35,36 42

diagnostico e remocao da carie , reducdo bacteriana do canal radicular ™,

raspagem e alisamento radicular 2, fotopolimerizacéo de resinas '8, procedimentos

51,53 49

cirargicos , estimulacdo da cicatrizacdo, acao antiinflamatéria e analgésica ™,
entre outras.

Dentre os lasers cirargicos, o laser de CO, € o mais utilizado e
aceito como meétodo alternativo das técnicas cirargicas bucais convencionais

1615207677 3ssim como o laser de Er:-YAG é utilizado na remocéo de tecido duro

dentario. > &

O laser de dioxido de carbono emite um feixe continuo de um
comprimento de onda de 10,6 um na regido infravermelha invisivel do espectro
eletromagnético. Sua energia € absorvida pela dgua quando posto em contato direto
com o tecido. O efeito térmico do laser de CO, é resultado do super aquecimento do
tecido alvo, contudo de forma superficial, ocorrendo para o tecido mole vaporizacéao,
necrose superficial, coagulacdo e desnaturacdo protéica, efeitos que sdo produto da
interacdo da luz com o tecido alvo (absor¢&o).”*°

O laser de Er:YAG emite um feixe pulsado de um comprimento de
onda de 294 pm na proximidade da regido infravermelha do espetro
eletromagnético. Nesse comprimento existe a mais alta absorcdo pela agua.
Quando utilizado em tecidos vivos com suficiente conteddo hidrico, esse laser
provoca uma rapida vaporizacdo das camadas superficiais do tecido. A acdo do
Er:YAG estd baseada no processo de ablacdo termomecanica, que permite a

remocdo de tecido com minima agressdo térmica aos tecidos adjacentes. 28:°°
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Segundo Ayhan et al.* (2002), o laser de Er:YAG pode provocar ablacdo com
controle da quantidade de tecido a ser removida.
A irradiacdo de alta intensidade de energia mostra-se efetiva na
remocao superficial de tecido (ablacdo) e no corte (incisdo). Em tecidos como o
epitelial e o conjuntivo, areas de necrose, de coagulacéo e de tecido ndo agredido
tém sido observadas no local da irradiacdo, ocorrendo também uma reacao
inflamatéria como resposta a agressdo.*®*’ A resolucdo da inflamacdo e a
cronologia do reparo sdo diretamente relacionadas com a quantidade de energia
depositada no local.
Na area da Endodontia, os lasers tém sido estudados no tratamento
conservador da vitalidade pulpar, encontrando-se na literatura referéncias ao uso
dos sistemas de baixa intensidade em capeamentos pulpares e pulpotomias, com

efeito estimulador da formacdo de tecido mineralizado.*"

Quanto aos lasers de
alta intensidade, Arrastia et al.®> (1995) e Shoji et al.?® (1985) afirmaram que existe a
possibilidade de seccionar a polpa dental com o laser de CO, sem causar
hemorragia, agressdo mecéanica ou contaminagdo bacteriana, aumentando as
possibilidades de sucesso nas pulpotomias. Dang et al.*? (1998) também afirmaram
gue o laser de CO, utilizado com os parametros apropriados, preenche os
requisitos necessarios para realizar pulpotomias com sucesso, jA que tem a
capacidade de remover de maneira atraumatica o tecido pulpar preservando o
tecido remanescente.

Segundo Melcer et al.** (1985) e Nammour®® (1994), a irradiacdo do

laser de CO, pode ativar os odontoblastos e estes poder&o vir a produzir dentina

reacional. A necrose superficial produzida na area irradiada, como consequéncia do
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efeito térmico, pode preservar a polpa da invasdo bacteriana. Entretanto, alguns
autores tiveram resultados insatisfatérios nas suas pesquisas. Figueiredo et al.?
(1995) observaram hemorragia apds a irradiacdo da polpa coronaria, e Jukic et al.*
(1997), necrose por coagulacdo da polpa radicular apés a irradiacdo das entradas
dos canais radiculares com os lasers de CO; e de Nd:YAG.

A proposta de uso dos lasers cirlrgicos no tratamento conservador
da vitalidade pulpar esta baseada nas habilidades desses sistemas para remover
tecido de maneira superficial em tempo operatorio reduzido, sem sangramento, com
escasso trauma mecanico, oferecendo ainda efeito bactericida local.

Pouco tem-se estudado o laser de Er'YAG em tratamentos

conservadores da vitalidade pulpar. Jawardena et al.®*

(2001) observaram, no
periodo de duas semanas, uma maior formacdo de dentina reparadora e tecido
pulpar de caracteristicas normais em exposi¢des pulpares realizadas com o laser de
Er:-YAG, em comparacdo com a baixa rotacao.

Na atualidade, ndo se tem referéncia da utilizacdo dos lasers
cirirgicos na completa remogédo da polpa coronaria. A pratica tem se limitado a
irradiacdo das entradas dos canais radiculares apdés a remocao da polpa coronaria
com escavador ou broca. Para seccionar a polpa dental, é de grande importancia a
escolha de um sistema laser que, pelas caracteristicas fisicas da luz e sua interagéo
com o tecido, minimize a agressdo aos tecidos adjacentes. Também, faz-se
necessario determinar parametros seguros de irradiacdo que sejam efetivos na
remocado da polpa coronaria sem causar danos irreversiveis ao tecido pulpar

remanescente, deixando um tecido vidvel para o reparo. A rapida absorcédo

superficial dos comprimentos de onda dos lasers de CO,; e de Er:YAG no tecido
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conjuntivo, com uma grande quantidade de 4gua, permite uma acao bem localizada
com areas de agressao térmica na ordem dos micrometros. Em estudo piloto foi
avaliada a acao de diferentes tipos de lasers cirirgicos em tecido conjuntivo, dos
guais o Er:YAG, nos diferentes parametros utilizados, apresentou os melhores

resultados.®°

Diante desses fatos, foi objetivo do presente trabalho avaliar a
reacao do tecido conjuntivo do dorso de ratos, diretamente irradiado com os lasers
de CO; e de Er:YAG utilizando parametros pré-estabelecidos para a remoc¢édo do

tecido conjuntivo.
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2. Efeitos do laser no tecido mole

Duarte et al.** (1984) avaliaram os efeitos do laser de CO, sobre 0s
tecidos gengivais em ratos. As irradiacOes foram realizadas na papila vestibular dos
incisivos superiores com o sistema Sharplan-733, 10 W e 15 W de poténcia, e
tempo de irradiacdo de 0,05 segundos, 0,1 segundos, 0,2 segundos e 0,5
segundos. Imediatamente apds as irradiacbes, os animais foram mortos e o
material, processado para analise histolégica. Macroscopicamente pbde-se
observar uma gqueimadura no local da irradiacdo. O fendmeno histopatologico
basico exibido pelo tecido gengival variou de necrose do tipo coagulacdo até o
desaparecimento, em diversas profundidades, da estrutura tecidual. O epitélio de
revestimento ora estava ausente, deixando o tecido conjuntivo desnudo e recoberto
por material amorfo eosinofilico, ora exibia necrose, com manutencdo de sua
arquitetura basica. A lamina prépria subjacente ao tecido epitelial lesado esteve
necrosada. Também houve rompimento de vasos sanguineos com derrame de
hemacias e congestao de vasos integros na area da lesdo. A irradiagdo de 10 W de
poténcia e tempo de 0,2 segundos foi menos lesiva para os tecidos gengivais. Os
autores concluiram que o grau da lesdo € diretamente proporcional ao aumento da
poténcia e ao tempo de exposicao.

Segundo Frame!® (1985), o laser de dioxido de carbono é um
instrumento de utilidade cirargica na eliminacdo de lesGes de tecido mole. O laser
de CO; destroi tecido de uma maneira precisa e relativamente sem sangramento. A

energia do laser vaporiza o fluido intra e extracelular causando a desintegragdo da
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estrutura celular. Os pequenos vasos sanguineos sao selados espontaneamente,
permitindo ao cirurgido uma excelente visibilidade e precisdo durante o ato cirdrgico.
O feixe do laser causa uma destruicdo localizada, e o tecido ao redor da &rea de
impacto sofre pequenas alteracdes. A ferida é geralmente coberta por tecido
carbonizado e, ap6s 24 horas, por um coagulo fibrinoso. A reacéo inflamatoria
aguda € minima e, durante a cicatrizac¢do, alguns miofibroblastos e fibras coldgenas
estao presentes.

Em 1986, Luomanen & Meurmar' compararam os processos de
cicatrizacéo de feridas realizadas com o laser de CO; ou bisturi na mucosa bucal de
ratos. O aparelho utilizado foi o Laser CO, Lasertek, 6 W de poténcia, emissao
continua. Os animais foram mortos imediatamente, 4, 7, 11 e 21 dias apés as
irradiacGes. As pecas foram removidas e submetidas a tramitacédo laboratorial para
andlise histologica no microscopio eletrénico. Nas feridas a laser observouse a
formacdo de uma cratera com particulas de tecido carbonizado e necrosado, e as
células epiteliais mostraram-se transtornadas, sem detalhe na sua morfologia.
Diretamente embaixo da cratera, o tecido conjuntivo foi degradado com fibras
colagenas rotas e remanescentes celulares; porém, a 1 mm de profundidade, o
tecido mostrorse com normalidade. Houve grande quantidade de células
inflamatorias, e a cicatrizacdo foi ligeiramente retardada. A injaria provocada no
tecido ao redor da area irradiada foi reduzida. Aos 21 dias, a reepitelizacao foi
completa, observando-se ainda dano celular. Nas feridas realizadas com bisturi,
houve inflamacédo crbnica suave, nao houve necrose e ocorreu completa

cicatrizacdo aos 11 dias. Os autores concluiram que houve uma marcada diferenca
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entre os dois tipos de incisdes. A resposta inflamatoria foi mais severa e 0 processo
de reparo mais lento nas incisdes realizadas com laser.

Num estudo similar ao anterior Luomanem?® (1987) comparou a
reacao inflamatoria em feridas realizadas com o bisturi e com o laser de CO; na
mucosa lingual de ratos. As feridas do grupo laser foram feitas utilizando uma
emissao continua de 10 W e feixe focalizado. Segundo a analise histolégica, houve
uma pequena quantidade de células inflamatérias no periodo de 6 horas
incrementando-se no periodo de dois dias. Também foi observada a formacao de
uma cratera e a ruptura das paredes de alguns vasos sanguineos provocando uma
suave hemorragia. Entretanto, uma pequena quantidade de vasos sanguineos a
distancia da lesdo se achava sem nenhuma alteracdo. Nas feridas realizadas com
bisturi, foi observada uma reacdo inflamatéria de moderada a severa. Houve
proliferacdo de vasos sanguineos nos dois tipos de feridas no periodo de dois dias.
Aos 28 dias nao houve inflamacédo no grupo laser e houve completa cicatrizacéo
das feridas realizadas com bisturi. Os autores concluiram que o infiltrado
inflamatorio aparece mais devagar, porém mais proeminente no processo de reparo
das feridas realizadas com laser.

Rossmann et al.®® (1987) afirmaram que o laser de CO, pode ser
utilizado na completa remocéo da mucosa gengival, deixando o tecido conjuntivo
intacto e viavel. Os autores irradiaram areas de 2 mm de diametro da gengiva
inserida de um canino superior de um macaco. O aparelho utilizado foi 0 CO, Model
400, poténcia de 10 W, distancia focal de 40 mm, em tempos de irradiacdo de 0,2
segundos e 0,5 segundos. A gengiva carbonizada, consequéncia da irradiacéo, foi

removida, processada e analisada histologicamente. Em ambos os periodos de
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tempo observou-se a formagao de uma cratera, destruicao epitelial e degradacao de
colageno, sem hemorragia, extravasamento de células vermelhas do sangue ou
infiltrado inflamatério. O tecido conjuntivo 1 mm abaixo da &rea irradiada apresentou
minima ou nenhuma alteracdo. Sob as condicbes do estudo, 0,5 segundos de
irradiacao foi suficiente para a completa deepitelizacdo do tecido gengival.

Watanabe et al®!

(1987) estudaram a cicatrizacdo de incisdes
realizadas na mucosa palatina de ratos com o laser de CO,, poténcia de 10 W em
emissao continua. A morte dos animais foi induzida em periodos de 1, 3, 5 e 7 dias,
e as amostras analisadas na microscopia Optica e eletrbnica de transmissao.
Imediatamente apods a irradiacdo, observou-se uma cavidade pouco profunda, vazia,
cujas bordas mostravam tecido conjuntivo fibroso com sinais de necrose do tipo
coagulativo. O epitélio de revestimento nos extremos da cavidade mostro-se
desorganizado e com areas de necrose. Na porcdo mais profunda do tecido
conjuntivo, o aspecto era normal. Vinte e quatro horas depois, ainda era visivel o
material amorfo nas bordas da cavidade, e na profundidade, foram observados
neutréfilos polimorfonucleares, células redondas, fibroblastos e fibrilas colagenas
delicadas. Os vasos sanguineos do tecido conjuntivo profundo apresentaram-se
dilatados e congestos. Trés dias apo6s a irradiacdo, houve proliferacdo de fibras
colagenas. Aos cinco dias, a cavidade mostrouse preenchida por tecido de
granulacao e, aos sete dias, o tecido cicatricial achava-se bem organizado.

Em 1989, Kardos et al.*>® avaliaram o efeito do laser de CO, sobre a
mucosa bucal. Os autores realizaram cortes na lingua de ovelhas com o laser CO;,

poténcia de 4 W, emisséo continua e feixe focalizado. Os animais foram mortos em

periodos de uma hora, 1, 2, 4, 7, 14, 21 e 28 dias, e as pecas analisadas
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histologicamente. Segundo o0s resultados do estudo, imediatamente apds a
confeccdo das feridas, houve carbonizacdo das suas bordas, total remocdo do
epitélio, formacdo de uma Ulcera e, em algumas areas, remocdao de tecido conjuntivo
e fibras musculares. A base da Ulcera esteve delimitada por uma suave camada de
tecido coagulado. Também foram observados vasos sanguineos superficiais
coagulados. Um dia ap6s o procedimento houve reagéo inflamatéria aguda e, aos 4
dias, marcada migracao epitelial abaixo do tecido superficial necrosado, porém com
manutencdo da reacdo inflamatoria. O novo epitélio cobriu totalmente a superficie da
ferida aos 14 dias. Células inflamatodrias crénicas estiveram presentes ainda aos 28
dias. Os autores concluiram que o laser de CO, tem poder de corte e coagulacao
favoravel no tratamento de lesdes da mucosa bucal.

Segundo Walsh et al.”® (1989) a irradiacéo pulsada (pulsos de 200
um) do Er:-YAG pode provocar ablacdo de uma variedade de tecidos (pele, o0sso,
artérias, cornea), ocasionando uma zona de agressao térmica ao redor da area de
impacto de 10 pm- 40 pm quando utilizadas fluéncias menores de 25 J/cm? .

Watanabe et al.®®

(1989) estudaram as caracteristicas ultra-
estruturais da mucosa lingual irradiada com o laser de CO,, modelo Sharplan-773.
As linguas de cinco ratos foram incisadas longitudinalmente com uma poténcia de
10 W, emissdo continua. Os animais foram sacrificados imediatamente apds a
irradiacdo. Depois da tramitacdo laboratorial, as pecas foram metalizadas e
examinadas no microscopio eletrénico de varredura, observando-se a formacao de

um sulco correspondente a evaporacao do tecido epitelial envolvendo as papilas

filiformes, fungiformes e a camada epitelial de revestimento. Verificou-se, ao longo
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da parede do sulco, a presenca de uma camada de material carbonizado e
necrotico.

Gomes et al.?’ (1990) analisaram comparativamente as alteracées
provocadas pelo raio laser de CO; nas estruturas pancreaticas de caes do ponto de
vista da microscopia optica e eletronica de varredura. Duas incisfes foram efetuadas
com o laser de CO,, 20 W de poténcia, e uma incisdo com o bisturi. A analise
microscopica constatou que a aplicacao do laser sobre o tecido pancreatico produziu
uma evaporacgao tecidual, resultando uma superficie irregular de material necrotico
carbonizado com sulcos e forames e, em profundidade, camadas de células rotas
com citoplasma coagulado, nucleos picnoticos e acinos distorcidos entremeados de
espagos vazios resultantes da vaporizacdo de células acinares. Os vasos e ductos
pancreaticos se apresentaram obliterados por um material amorfo resultante da
coagulacado do tecido. A espessura da camada alterada pela acdo do laser foi em
média de 156,40 um. A sec¢do com o bisturi produziu uma superficie regular com
apenas uma camada de acinos de menor tamanho e algumas células rotas. Os
autores concluiram que o laser de CO;, provocou necrose e uma reacao tecidual
mais intensa.

Pogrel et al>’

(1990) avaliaram o processo de cicatrizagao de
incises realizadas no abddémen de ratos com o laser de CO,, criocirurgia e bisturi.
O laser CO, foi empregado com poténcias de 5 W, 10W e 20W, diametro focal de 1
mm e distancia focal de 1 mm. Os animais foram mortos em periodos de 12 horas,
4, 7 e 14 dias, e as pecas removidas e preparadas para a analise histologica. No

periodo de 12 horas, houve relativa auséncia da resposta inflamatoria ao redor das

feridas laser e minima destruicdo celular a distancia da acédo do feixe. As feridas
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realizadas com o bisturi apresentaram suave extravasamento de hemacias e uma
reacdo inflamatoria mais intensa. A criocirurgia provocou, inicialmente, destruicdo
celular com relativa auséncia da resposta inflamatéria. A epitelizacdo das incisdes
realizadas com laser e o bisturi deu-se num periodo de sete dias, porém com
permanéncia de suave exsudato inflamatério. As incisbes realizadas com
criocirurgia ndo foram completamente epitelizadas aos sete dias, exibindo ainda um
severo exsudato inflamatorio crénico. A zona de necrose observada nas feridas
laser foi em média de 190 um, ndo havendo diferencas significativas entre as
poténcias utilizadas. Os autores concluiram que, nas condi¢cées de realizacdo do
estudo, o laser de CO; removeu tecido de maneira satisfatoria, permitindo um
reparo rapido, previsivel, com minima resposta inflamatéria.

Pogrel et al>® (1990) mediram a extensdo de tecido necrosado
proximo a é&reas irradiadas com o laser de CO,, em diferentes tipos de tecido mole
da cavidade bucal em humanos. Foram removidas 23 biopsias de tecido variado:
mucosa bucal, tecido conjuntivo frouxo e denso, musculo e mucosa das glandulas
salivares. O aparelho utilizado foi CO, Xanar Articulator, com uma poténcia de 17,5
W, focalizado a 1 mm de distancia do tecido. Todos os tecidos analisados tiveram
carbonizacédo, coloracdo intensa eosinofilica e coagulagdo das proteinas teciduais
na area irradiada. A maior extensao de necrose foi observada no tecido conjuntivo
denso, na mucosa bucal e no musculo. No tecido conjuntivo denso e frouxo, houve
superficie carbonizada, necrose, perda das fibras colagenas, perda da morfologia
celular, vasos sanguineos ocluidos e alguns vacuolos, resultado da expansédo do
vapor da 4gua. Na zona mais profunda, 100 um a 150 um da superficie, foi

observado tecido conjuntivo normal. Os autores concluiram que a extensdo da
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agressao térmica provocada pela irradiacdo difere nos diferentes tipos de tecidos.
Utilizando os mesmos parametros de irradiacdo, essas diferencas podem ser o
resultado de uma combinacgdo de fatores como a densidade do tecido, seu contetido
de agua e a condutividade térmica.

Num estudo experimental, Watanabe et al.®* (1990) avaliaram os
efeitos do laser de CO, na mucosa dorsal da lingua de ratos. A irradiacdo continua
de 10 W de poténcia foi feita na mucosa da regido anterior da lingua dos animais. A
morte foi induzida em periodos de 5, 7, 15 e 21 dias As amostras foram examinadas
no microscopio eletrénico de varredura. O periodo de 5 dias evidenciou a presenca
de material necrotico com pequenos granulos e estruturas nao definidas. A
superficie da lesdo mostrou células irregularmente dispostas, tanto normais quanto
descamadas. A partir dos 7 dias, houve tecido neoformado preenchendo toda a
ferida. Na superficie do tecido em reparagdo, observaram-se elevagbes de
estruturas semelhantes a papilas neoformadas.

Zweig et al.® (1990) avaliaram a agress&o ocasionada aos tecidos
adjacentes a areas irradiadas. Foram realizadas incisées no epitélio do dorso de
ratos com a emissdo pulsada dos lasers CO, Coherent Everlase150, comprimento
de onda de 10,6 pm, e Er* JK 2000, comprimento de onda de 2,94 pm, com
energias por pulso de 100 mJ, frequéncia 4 Hz e pulsos de 250 ps para ambos 0s
lasers. Os animais foram mortos imediatamente ap0s 0 experimento, e as pecas
preparadas para analise histoldgica. Perto das incisbes foram distinguidas duas
zonas termicamente alteradas: uma zona interna de coagulagdo e uma zona
externa, que os autores chamaram de transi¢cdo. Na area de coagulacgéo, as fibras

colagenas mostraram-se parcialmente estouradas e perderam sua periodicidade
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estrutural. Na zona de transicdo, as fibras colagenas estouradas e intactas
achavam-se misturadas e a periodicidade das fibras parcialmente reconhecida. A
extensdo das duas zonas foi duas vezes maior nas incisdes realizadas com o laser
de CO, do que nas incisbes realizadas com o laser Er¥". A zona de coagulagéo, no
caso do CO, foi de 102 pm + 16 pm; entretanto, com Er** foi de 42 + 3 pm. A zona
de transi¢céo provocada pelo laser de CO; foi de 375 um £ 52 ym e a provocada pelo
ER®* foi de 198 pm + 70 pm. Houve um incremento de temperatura de 77° + 4°C na
zona de coagulacéo e de 61° + 4°C na zona de transi¢do para ambos os lasers. Os
autores acreditam que a agressao térmica produzida aos tecidos adjacentes a area
irradiada é resultado da conducéao do calor.

Em 1992, Lanzafame & Hinshaw®’ referiam-se ao cepticismo de
muitos cirurgibes acerca do uso da tecnologia laser. Entre os fatores que
influenciam a decisdo de nao utilizar o laser, os autores citam a diferenca na
sensacao tatil, a falta de desenhos ergonémicos para muitos dos lasers cirlrgicos e
duvidas na selecdo da dosagem correta para a realizacdo de incisbes com a
profundidade requerida pelo caso e que provoque uma hemodstase efetiva sem
causar excessivo dano térmico. Segundo esses autores, deve-se realizar esforcos
para incrementar a utilizacdo dessa tecnologia nas instituicdes de ensino, elevando,
dessa forma, seu nivel de aceitacdo como instrumento de uso diario.

Mausberg et al.** (1992) compararam os achados histoldgicos sobre
incisbes realizadas com bisturi elétrico e o laser de CO; e de Nd:YAG na mucosa
bucal de porcos. O laser CO; (Zeiss Opmilas) foi empregado com poténcias entre 2
w e 20 W em emissdo continua. A irradiacdo com o laser Nd:YAG (MBB Medilas)

deu-se com poténcias entre 10w e 100W, emissdo continua. Também foi utilizada
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uma widade eletrocirargica, com uma ponta cirargica de 3 mm de diametro. As
incisbes foram realizadas no palato de porcos recém-sacrificados. Logo apds as
irradiacoes, os fragmentos de tecido foram preparados para a andlise histoldgica. A
profundidade das incisdes realizadas com o laser de CO; e a extensao da area de
coagulacdo estiveram relacionadas com a poténcia empregada. No epitélio, a
incisdo esteve bordeada por remanescentes tissulares fundidos. Na lamina prépria,
a incisdo foi nitidamente limitada por tcido carbonizado. As fibras colagenas e os
fibrocitos foram fundidos formando uma massa basofila homogénea. O laser de
Nd:YAG nédo teve poder de corte, somente produziu sulcos superficiais e
coagulacédo. Os achados histologicos sobre as incisdes feitas com o bisturi elétrico
foram similares aos do laser CO, porém com menos agressao do estrato basal.

Rossmann et al.®* (1992) estudaram a deepitelizacdo controlada,
utilizando o laser de CO,, com a finalidade de retrasar a migragédo epitelial no
tratamento cirdrgico de defeitos 6sseos induzidos no maxilar de macacos. Retalhos
mucoperiosteais foram levantados e, no grupo experimental, o epitélio foi eliminado
com o laser de CO,, com 10 W de poténcia. A camada de tecido carbonizado foi
removida com uma gaze umida e, o retalho, reposicionado. No grupo controle, o
epitélio foi eliminado com bisturi. Os animais foram mortos em periodos de 7, 14 e
28 dias. A analise histologica do grupo experimental, no periodo de trés dias,
mostrou necrose superficial, auséncia de epitélio, coagulacéo, reacao inflamatéria
de leve a moderada, e atividade fibroblastica. A inflamacdo se manteve até os 28
dias, observando-se por primeira vez nesse periodo, crescimento epitelial. No grupo

controle, a inflamacéao foi leve, houve atividade fibroblastica aos sete dias, e epitélio
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gueratenizado aos 14 dias. Os autores concluiram que o laser de CO, pode retrasar
o crescimento epitelial, melhorando a aderéncia de tecido conjuntivo novo ao 0sso.

Miller & Truhe* (1993) citam como vantagens do uso do laser nas
cirurgias a rapidez da cicatrizacdo, rapida hemostasia, campo operatério
relativamente seco melhorando a visibilidade durante o procedimento, esterilizacao
da area cirargica pela vaporizacdo de microrganismos, maior rapidez em alguns
procedimentos, diminuicdo do trauma ao tecido adjacente, reducdo da dor e
inflamacéo pos-cirdrgica, reducdo da formacdo de cicatriz, e a aceitacdo dessa
modalidade de tratamento por parte dos pacientes.

Garcia & Milanezi®* (1995) avaliaram, desde o ponto de vista
biométrico, o reparo de feridas cutaneas provocadas na regido dorsal de ratos e
submetidas ao tratamento com raio laser. A cada lado do plano sagital médio do
dorso do rato, foi confeccionada uma ferida com um punch de 8 mm de diametro,
sendo uma delas irradiada e a outra ndo. As feridas experimentais foram irradiadas
com o laser Cavity-D1-U, comprimento de onda de 904 nm, emisséao pulsada, com
uma densidade de energia de 3 J/cm? A aplicacédo do laser foi feita de forma pontual
em oito localizacbes distintas na area mais externa da ferida e em forma de
varredura na zona central. A andlise biométrica consistiu em medicdes do diametro
interno das feridas imediatamente apos os procedimentos e em intervalos de 3, 7 e
14 dias utilizando um paquimetro. Os resultados do estudo indicaram que as feridas
tratadas com laser tiveram maior contracdo tecidual.

Evrard et al.'® (1996) realizaram feridas cirtrgicas com o laser de
CO; na lingua de ratos, com a finalidade de avaliar o processo de reparo. O

aparelho utilizado foi o Laserat CO,, com uma poténcia de 5 W, emissdo continua,
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tempo de irradiacédo de 5 segundos. As incisOes foram realizadas na regiao anterior
da superficie dorsal da lingua. Os animais foram mortos imediatamente, 2, 4, 6, 8,
10 e 30 dias apdés a irradiacdo. A andlise histolégica mostrou vaporizagédo
instantanea do fluido intra e extracelular, desintegracdo das células, desnaturacéo
das proteinas extra celulares e oclusdo dos capilares. A profundidade das feridas
esteve entre 0,4 mm e 0,8 mm. No segundo dia, a superficie da incisédo esteve lisa,
desprovida de restos necréticos, coberta por fibrina, e tendo sido observada a
presenca de células polimorfonucleares. No quarto dia, houve tecido de granulacdo
com capilares orientados perpendicularmente a superficie da ferida, numerosos
polimorfonucleares, células mesenquimais e miofibroblastos. No décimo dia, houve
completa reepitelizac&o das feridas.

Garcia et al.® (1996) estudaram o processo de reparo de feridas
cutaneas provocadas com um punch cirargico de 8 mm de didmetro no dorso de
ratos e submetidas ao tratamento com raio laser. Foram removidos dois fragmentos
da pele, um de cada lado do plano sagital mediano, considerando-se uma ferida
como experimental (irradiada) e outra como controle (sem irradiacdo). As aplicagoes
foram realizadas com o laser Cavity-D1-UP, semiconductor arsénio e galio,
comprimento de onda de 904 nm, emissdo pulsada, 2.000 mW de poténcia, 2.100
Hz de freqiiéncia, densidade de energia de 3 J/cm?, 108 segundos de irradiacéo em
forma de varredura. A morte dos animais foi induzida em periodos de 3, 7e 14 dias,
as pecas foram removidas e submetidas a tramitacdo laboratorial de rotina. Na
analise comparativa dos eventos bioldgicos, as feridas do grupo experimental
mostraram um reparo mais evoluido do que o grupo controle. O laser promoveu

uma grande migracao epitelial e acentuada proliferacao fibroblastica e vascular.
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Rizoiu et al.®® (1996) compararam o processo de reparo de feridas
realizadas com o laser de ErCr:YSGG, o bisturi e um punch para biopsia. As feridas
foram realizadas na mucosa da face ventral da lingua, na pele do dorso e da orelha
de ratos. As feridas feitas com bisturi tiveram uma profundidade de 2,5 mm. As com
punch tiveram um didmetro de 3 mm. O sistema laser utilizado foi o ErCr:YSGG
Biolase, comprimento de onda de 2,78 um, com sistema de refrigeracdo acoplado.
Os parametros de irradiacao utilizados foram: poténcia de 2 W, frequiéncia de 20 Hz,
largura do pulso de 140 ps e tempo de 2 segundos. A andlise histolégica mostrou
gue as feridas realizadas com punch, bisturi ou laser apresentaram caracteristicas
semelhantes. No periodo de 8 horas, foi observada a perda da superficie epitelial
substituida por fibrina, presenca de hemacias e neutréfilos polimorfonucleares. Ja
no periodo de 24 horas, houve epitélio neoformado nas bordas das feridas,
brotamentos capilares, neutroéfilos e células mononucleares. A superficie das feridas
esteve completamente reepitelizada aos sete dias. As margens das feridas
realizadas com laser exibiram uma é&rea de coagulacdo de 20 um a 40 pum de
extensdo, area que representa o efeito termocoagulador do laser. Esses achados
indicam que o laser de ErCr:.YSGG, quando utilizado com sistema de refrigeragcao
(spray ar-agua), produz menos efeitos térmicos do que outros lasers e estimula uma
reacdo tecidual comparavel a ocasionada por instrumentos cirdrgicos
convencionais.

Speyer et al.”* (1996) realizaram incisdes na mucosa bucal de cdes
para avaliagdo do processo de reparo. As incisdes foram realizadas com o laser de

CO,, emissdo com pulsos de 0,1 segundos e poténcia de 5 W. As incisdes tiveram
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um comprimento de 2,5 cm e uma profundidade de 1mm. A morte dos animais foi
induzida imediatamente apods as irradiacbes e em periodos de 3, 7 e 14 dias. Na
analise microscopica das amostras, foi observada uma agressdo térmica
consistente na desnaturacdo do colageno, formacdo de um coagulo de fibrina e a
presenca de células inflamatdrias no periodo de trés dias, para dar passo ao
processo de reparo caracterizado pela formagdo de um tecido de granulagdo bem
organizado, pela angiogénese e completa epitelizacdo em 14 dias.

Watanabe et al®® (1996) realizaram cirurgias de tecido mole na
cavidade bucal empregando o laser de ErYAG. Os pacientes clinicamente
diagnosticados apresentavam periodontite, gengivite, hiperplasias gengivais,
estomatite aftosa, freios anormais, e deposi¢édo de célculo. O sistema utilizado foi o
Er:YAG ML-22, comprimento de onda de 2,94 um. Os tecidos foram irradiados com
uma energia de 80 mJ e uma taxa de repeticdo de 10 Hz. Durante as cirurgias, a
hemostasia ndo foi completa, porém o sangramento foi consideravelmente menor
do que o provocado pelos instrumentos cirdrgicos convencionais. A camada de
tecido carbonizado comumente observada depois da irradiacdo com os lasers de
CO, e Nd:YAG esteve ausente e houve epitelizacdo numa semana. Os autores
concluiram que o laser de Er:YAG é clinicamente seguro quando utilizado em
cirurgias de tecido mole.

Na analise histolégica de tecido gengival irradiado com o laser de
CO,, Centty et al.” (1997) observaram a total carbonizacdo 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 exibindo pequenas artérias, arteriolas e veias obliteradas por
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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.

Hohenleutner et af® (1997) realizaram a ablac&o in vivo e in vitro, de
pele humana com o laser de Er:-YAG MCL29, empregando energias por pulso entre
200 mJ-500 mJ, frequéncias de 7 Hz e 10 Hz, pulsos de 250 ps. Segundo os
resultados, a densidade minima de energia necessaria para a ablacdo do tecido foi
de 1,6 J/cm?. Os autores determinaram uma média de ablac&o por pulso de 2,5 pm
para cada Jicm?. Fluéncias, em media, de 4 J/cm? aplicadas em movimentos de
varredura “sweeping motion” provaram ser Otimas para uma ablacdo eficiente,
deixando a superficie suave e uma zona de agressao térmica ndo maior do que 50
pm.

Kautzky et al3* (1997) examinaram, pelas microscopia de luz e
eletrbnica de transmissdo, os efeitos biolégicos do laser pulsado de Ho:YAG,
comprimento de onda de 2,12 um, na mucosa bucal de ratos. As incisdes foram
realizadas na superficie ventral da lingua, alcancando a camada muscular,
empregando uma energia de 400 mJ, frequiéncia de 2 Hz e largura do pulso de 2,5
us. Os animais foram mortos imediatamente depois das cirurgias, e as linguas
removidas para analise histoldégica. Na andlise microscoépica, ndo foi observada
zona de carbonizacdo na superficie epitelial, e a area de necrose por coagulacao foi
de 370 um - 640 pum. O defeito em forma de V alcancou a camada muscular. Os
vasos sanguineos sofreram alteracbes no endotélio e na sua luz. Segundo os
autores, o incremento de temperatura observado neste estudo foi da temperatura

inicial de 32°C até os 58°C, mensurada diretamente na lingua a uma distancia de



34
800 um da area alvo. Este resultado é concordante com a andlise micromorfolégica
da lesdo onde nao foi observada carbonizacao.

Lanzafame & Naim® (1997) realizaram um estudo preliminar para
avaliar o protétipo do laser Ytrium Aluminium Garnet (YAG), comprimento de onda
de 1,44 um. Foram realizadas incisées na pele, no musculo e no figado de ratos
empregando energias entre 0,5 J e 1,25 J, e frequéncias de 25 HZ, 35 Hz e 40 Hz.
A morte dos animais foi induzida imediatamente, 11 e 21 dias depois da irradiacao.
As pecas sofreram tramitacdo laboratorial e foram analisadas no microscopio. Uma
area de coagulacao foi observada imediatamente apds todas as incisées (pele,
musculo, figado). Nao houve evidéncias de infeccdo, e o reparo da area incisada
deu-se sem a formagédo de cicatriz. Também foi observada uma reacgéo inflamatéria
cronica dentro de limites aceitaveis. Segundo os autores, 0 comprimento de onda de
1,44 pm interatua com o tecido de forma semelhante ao laser de Ho:YAG (2,1 um)
devido a grande absorcédo pela agua nesses comprimentos de onda.

Fortune et al.?® (1998) avaliaram o processo de reparo de incisdes
realizadas na mucosa bucal de caes utilizando o laser de CO, TruPulse, com uma
energia de 200 mJ, frequéncia de 5 Hz, e pulsos de 60 us, 100 us, 120 ps. As
incisdes tiveram um comprimento de 2,5 cm e 1 mm de profundidade. A morte dos
animais foi induzida imediatamente e em periodos de 3, 7 e 14 dias. A andlise
microscopica de todas as feridas revelou a formacdo de uma cratera rodeada de
coldgeno desnaturado e a coagulacdo tipica das lesdes térmicas induzidas pelo
laser. Aos 3 dias, foi observada migracao epitelial, uma camada superficial de
coldgeno desnaturado e neovascularizacdo. Aos 7 dias, houve tecido de granulagédo

com elevada quantidade de fibroblastos e células inflamatdrias, migracao epitelial e
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a camada de colageno desnaturado parcialmente fagocitada. Aos 14 dias, a
migracdo epitelial foi completa. Pulsos de 60 um produziram areas de agressao
térmica menores do que os pulsos de 100 pm e 120 pm.

Garcia & Theodoro® (1998) utilizaram o laser de CO, no tratamento
cirargico da hiperplasia gengival inflamatéria. As observagcbes clinicas pos-
operatdrias mostraram o laser de CO, efetivo na remocao da hiperplasia gengival. A
técnica cirargica foi aplicada num procedimento rapido, com minimo de
sangramento e desconforto para o paciente, sem efeitos indesejaveis tanto no
tecido gengival quanto no dentario. Segundo os autores, os efeitos do laser de CO,
em tecidos compostos por 70% a 90% de agua atingem uma profundidade de 0,17
mm.

Romanos et al.®? (1999) avaliaram a cicatrizacdo de incisbes
realizadas no palato de macacos, utilizando um bisturi cirdrgico e o laser de CO,.
Para as irradiactes, foram utilizadas poténcias de 2 W, 4 W e 6 W em emissao
continua, focalizada a 0,5 cm de distancia do tecido e tempo de irradiacdo de 6
segundos. Segundo os achados histolégicos, as incisdes realizadas com laser
mostraram necrose do tecido e uma marcada reacdo inflamatdria diretamente
relacionada com o aumento da poténcia utilizada. 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 inflamag¢éo aguda como na crénica. 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 inflamatdrias mononucleares. As feridas realizadas com o
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bisturi 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 regeneracdo do epitélio e do tecido conjuntivo nos dois tipos de
incisbes. Segundo os resultados do estudo, o laser de CO, ocasionou maiores
mudancas no tecido e uma intensa reacao inflamatoria retardando o reparo no
estagio inicial.

Patronicio®® (2000) estudou a qualidade do reparo da mucosa bucal
de ratos submetida a radiacdo do laser de didéxido de carbono (CO,;) com a
finalidade de estabelecer parametros que permitam cirurgias com um minimo de
dano tecidual. As irradiacbes foram realizadas na mucosa da regiao jugal direita
com poténcias de 2 W, 7 W e 10 W, emissédo pulsada, pulsos de 0,5 segundos. A
morte dos animais foi induzida imediatamente, 3 e 7 dias ap0s a cirurgia. Segundo
os resultados do estudo, os animais irradiados com 2W de poténcia nao
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. O autor salientou que o uso dessa técnica exige
a realizacdo de novos experimentos com a finalidade de estabelecer protocolos
cirargicos para diferentes aplicacées nos tecidos bucais.

Segundo Strauss’® (2000), os lasers de CO, e de Er:YAG sdo
primeiramente absorvidos pela agua. Nos tecidos, essa absorcdo dar-se-ia de
maneira superficial (0,1 mm de profundidade) causando, a 100°C, vaporiza¢do do
fluido extra-celular, ruptura celular e perda de 75% a 95% do volume celular. A

temperaturas maiores, a matriz organica é também vaporizada, resultando em total
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ablacdo do tecido. Entretanto, o calor gerado na irradiacdo estende-se lateralmente
por conducao térmica, provocando uma série de circulos concéntricos ao redor do
alvo, onde os efeitos térmicos diminuem desde o centro até a periferia. A zona de
agressao térmica colateral pode estender-se 500 pm do alvo com o laser de CO; e
é consideravelmente menor com o Er:YAG.

No ano de 2002, Ayhan et al* utilizaram o laser de Er:YAG para
ablacao da cartilagem de orelha de ratos, ocasionando areas de necrose superficial
e degeneracgao da cartilagem. A proliferacdo de nova cartilagem, sem evidéncias de
fibrose no tecido conjuntivo foi observado aos 10 dias. Segundo os autores, o laser
de Er:-YAG tem a possibilidade de provocar ablagdo com controle da quantidade de
tecido removido.

Fonoff?> (2002) avaliou o processo de reparo tecidual do fénulo
labial inferior de ratos apoés realizacdo de frenectomia com o laser de CO,, seguida
ou ndo da aplicacdo do laser As-Ga-Al. O laser de CO, foi utilizado com uma
poténcia de 4W, em irradiagcdo continua. Na analise microscopica, foi observada a
vaporizacdo da camada epitelial e de tecido conjuntivo subjacente, formando uma
cratera ampla com superficie carbonizada sem sangramento. Na reparacéo tecidual,
conforme observacdes efetuadas ao longo dos sucessivos periodos de tempo,
ocorreu proliferacdo de fibroblastos, presenca de numerosas células
polimorfonucleares, neoformacéo de capilares sanguineos e proliferacéo do epitélio
desde as bordas da ferida até o centro. As feridas que receberam aplicacéo do laser
de baixa intensidade tiveram um reparo ligeiramente mais avancado.

Sinha & Gallagher®® (2003) compararam o laser de CO, com Vvarios

instrumentos cirdrgicos na realizacdo de incisbes na mucosa bucal de porcos.
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Feridas realizadas com o bisturi convencional, bisturi ultra-sénico, bisturi elétrico e o
laser de CO, foram analisadas histologicamente, notando-se nas feridas
confeccionadas pelo laser uma zona de tecido coagulado, necrose, inflamacao
aguda com presenca de neutrofilos nas primeiras duas semanas de avaliacao, e
aos 28 dias linfocitos e macrofagos, com areas de necrose tecidual e araso na
epitelizacdo. Os demais instrumentos promoveram completa epitelizacdo e

resolucdo da inflamacé&o aos 7 dias.
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3. Proposicéao

Analisar histologicamente a reacéo do tecido conjuntivo do dorso de

ratos irradiado com o laser de CO, ou de Er: YAG.



Material e Método
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4.1 Material e Método

4.1.1 Preparo dos animais e confeccao das feridas

Para a realizacdo do presente estudo, foram utilizados 30 ratos
(Ratus Novergicus, Albinus, Holtzman) machos, pesando em média 150 gramas. Os
animais foram anestesiados por injecdo intramuscular de anestésico Ketamina
(Francotar® -10 ml- uso veterinario. Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda.), na dosagem
de 0,08 ml por 100 gramas de peso corpéreo, associado ao relaxante muscular e
analgésico Clorhidrato de Xylazina (Virbaxyl® 2%- 10 ml- uso veterinario. Virbac do
Brasil Ind. Com. Ltda.), na dosagem de 0,04 ml por 100 gramas de peso corpdéreo.
Para a administracdo da anestesia, foi utilizada uma seringa de insulina (1 ml),
sendo o local da anestesia a musculatura interna da coxa do rato (Figura 1).

Inicialmente, procedeuse a depilacdo da pele do dorso do animal
(aparelho Wahl Chrome Pro Adjustable), seguida pela anti-sepsia da area depilada
com detergente de mamona (Endoquil 0,1%). A depilacdo complementar deu-se
com um aparelho de barba manual acoplado com lamina de aco (Wilkinson Sword,
Gillette do Brasil).

No dorso de todos os animais, foram confeccionadas duas feridas,
de forma circular, com um punch para biopsia de 3 mm de diametro (Biopsy Punch,
Laboratorios Stiefel LTDA, Brasil) para remocéo do epitélio e exposi¢do do tecido
conjuntivo. Os animais foram divididos em 3 grupos de 10 animais, resultando em 20

feridas por cada grupo experimental (Figuras 2 e 3).
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= |
FIGURA 1- Anestesia intramuscular na FIGURA 2- Confeccao da ferida com
parte interna da coxa do rato. punch no dorso do rato.

-0

FIGURA 3- Feridas confeccionadas no dorso
do rato expondo o tecido conjuntivo.

4.1.2 Irradiacéo laser

Grupo [ as feridas receberam a irradiacao do laser de CO, SL-225
(Medical Energy, INC. Florida, USA) para remover o tecido conjuntivo superficial,
utilizando os seguintes parametros: poténcia de 1.5 W, frequéncia de 50 Hz,
emissdo chaveada, distancia focal de 1 cm, tempo de irradiacdo de 23 segundos,

movimento de varredura (Figuras 4 e 6).
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Grupo lI: as feridas foram irradiadas com olaser de Er:-YAG Dental

Twinlight (Fotona Medical Laser, Ljubljana, Slovenia) para remover o tecido
conjuntivo superficial utilizando os seguintes parametros: energia por pulso de 300
mJ (3 W), frequéncia de 10 Hz, emisséo pulsada, distancia focal de 1,5 cm, tempo

de irradiacao de 23 segundos, movimento de varredura (Figuras 5 e 6).

Grupo lll ou controle: as feridas ndo foram submetidas a irradiacéo.
Durante as irradiacdes foram obedecidas as normas de seguranca
estabelecidas para o uso dos lasers cirrgicos, referentes ao cuidado do paciente,

pessoal de trabalho, uso do equipamento e local de uso do laser.

FIGURA 4- Irradiacéo com o laser de FIGURA 5- Irradiacéo com o laser de
CO,. Er:-YAG

FIGURA 6- Movimento de varredura
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4.1.3 Protecao das feridas

Apos a irradiacao, as feridas dos trés grupos foram protegidas com
o cimento Agregado Triéxido Mineral (Angelus®, Brasil) (Figura 7). O MTA foi
manipulado segundo as indica¢cfes do fabricante, incorporando uma medida de p6 a
uma gota de agua destilada sobre uma placa de vidro estéril, espatulado durante 30
segundos com uma espatula de metal até uma perfeita homogeneizacdo dos
componentes. A mistura foi colocada sobre a ferida com auxilio de um instrumento
de inclusdo e pressionada suavemente para a melhor adaptacdo do material. Em
cima do MTA foi colocado um apésito (Band-Aid, Johnson & Johnson, LTDA Brasil),
para evitar o deslocamento do material antes de completado o periodo de

endurecimento (Figuras 8, 9 e 10).

4.1.4 Cuidado com 0os animais

Durante todo o decorrer do experimento, os animais foram mantidos
em gaiolas individuais no biotério do Departamento de Morfologia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara - UNESP e alimentados com uma ragédo balanceada e
agua “ad libitum” até completar os periodos experimentais. O estado geral dos

animais foi avaliado diariamente.
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FIGURA 7- Apresentacio do MTA FIGURA 8- Feridas protegidas com MTA.
Angelus.

FIGURA 9 —Colocacao do apdsito FIGURA 10- Manuteng&o do cimento aos
sobre o MTA 7 dias.

4.1.5 Obtencdao, processamento e analise das amostras

A morte dos animais foi induzida em periodos de um e sete dias por
sobredose do anestésico Hidrato de Cloral a 10%, injetado via intraperitoneal. Em
seguida, foram removidos, em separado, os fragmentos teciduais correspondentes
as feridas, devidamente identificados e imediatamente imersos na solucao fixadora

(solucao de formol de Lillie tamponado, pH 7,4) por um periodo de 72 horas em
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temperatura ambiente. Apoés esse periodo, as pecas foram lavadas com agua
corrente por 24 horas e submetidas a tramitacdo laboratorial de rotina, sendo
desidratadas em alcoois de concentracao crescente (alcool 70%, alcool 80%, &lcool
90%, alcool absoluto), diafanizadas com alcookxilol e incluidas em parafina para a
confeccdo dos blocos e posterior realizacdo de cortes seriados longitudinais de 6 p
de espessura por meio de um micrétomo rotatério (HM 325- Microm). Os cortes
foram corados pela hematoxilina / eosina, para ter uma visdo geral da morfologia
celular.

A analise histologica do tecido foi realizada em microscopio éptico
comum Zeiss (Modelo Jenaval), e os eventos histologicos ocorridos em cada um dos
grupos avaliados foram devidamente descritos e documentados por meio de
fotomicrografias. As reacdes foram analisadas segundo o grau de inflamacao
determinado pela presenca de células inflamatdrias, alteragdo na populacdo das
células residentes do tecido conjuntivo, alteracées da sustancia intercelular amorfa e
da sustancia intercelular fibrosa. O material foi classificado em escores e submetido
a andlise estatistica.

A reacdo do tecido foi classificada em escores obtidos segundo a

ISO 7405:1997%, com algumas modificacBes realizadas neste trabalho (Tabela 1).

TABELA 1: Escores determinados para quantificar os respectivos fenbmenos
histol6gicos observados.

Escore Observacao
0 Auséncia de inflamacéao
1 Inflamacéao leve
2 Inflamagéo moderada
3 Inflamacéo severa
4 Presenca de tecido necrotico



48
A caracterizagéo de cada escore foi baseada nos seguintes aspectos:

0) nenhuma inflamacéo: tecido com caracteristicas de normalidade;

1) inflamacdo leve: presenca de células inflamatérias polimorfonucleares
difusas, macrofagos e as caracteristicas do tecido ainda identificaveis;

2) inflamacdo moderada: acumulos focais de células inflamatorias
polimorfonucleares, macrofagos, desagregacdo do tecido sem necrose
tecidual;

3) inflamacéo severa: substituicdo do tecido conjuntivo por um intenso infiltrado
de células inflamatérias polimorfonucleares e mononucleares;

4) presenca de tecido necrético: colecao localizada de células em processo de

degeneracao.
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4.2 Planejamento estatistico

Neste trabalho, pretendeu-se avaliar histologicamente a reacdo do
tecido conjuntivo irradiado com os lasers de CO, (Grupo 1) ou de Er: YAG (Grupo II)
e nao irradiado (Grupo llI: controle). A reacéo foi medida em escores de 0 a 4 de
acordo com o grau de inflamacao do tecido conjuntivo e realizada em dois periodos:
1 dia e 7 dias apoés a irradiacdo. Esses seis conjuntos de medigfes, realizadas em
grupos distintos de ratos, foram designadas por GI(1), GI(7), GlI(1), GII(7), GllI(1) e
GllI(7), conforme o grupo experimental e o periodo de avaliacao.

Para a analise dos resultados, foram empregados métodos
estatisticos ndo-paramétricos, pelos quais foram comparados os postos médios dos
escores atribuidos a reagéo do tecido conjuntivo. A andlise estatistica foi dividida em
trés partes, de acordo com as comparacodes de interesse:

a) comparacao, pelo teste de Mann-Whitney, entre os escores da reacao do
tecido conjuntivo dos dois periodos de avaliacdo, para cada grupo separadamente;

b) comparacdo, pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido de comparacfes
multiplas pelo teste de Dunn, dos escores dos trés grupos experimentais no primeiro
periodo de avaliacdo (um dia);

c) comparacao, pelo teste de KruskalWallis, seguido de comparacoes
multiplas pelo teste de Dunn, dos escores dos trés grupos experimentais no segundo
periodo de avaliacéo (sete dias).

Todos os testes foram realizados ao nivel de 5% de significancia.
Isto quer dizer que quando se concluiu haver diferenca significativa entre os grupos

em comparacgdo, a probabilidade de erro nesta afirmativa foi de 0,05 ou menor.
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Procurou-se indicar, também, se em um nivel de significAncia menor, como 1%,

ainda poderia ser afirmado que a diferenca entre os grupos era significativa.
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Resultado
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5.1 Resultados da analise histologica

Grupo | -laser de CO,

Periodo experimental de um dia

No periodo de um dia, a visdo geral da lesdo apresentou um
espesso tecido necrético e células do tecido conjuntivo em processo de
degeneracéo (Figura 11).

O tecido conjuntivo exposto a irradiacdo encontrou-se rarefeito, com
grandes vacuolos intercelulares preenchidos por liquido tissular. Esses vacuolos
estavam delimitados por fina trama de fibrina formando filamentos muitos finos.
Houve presenca de grande numero de leucécitos, tanto do tipo polimorfonucleares
como mononucleares. Em meio aos leucdcitos ocorreram, também, muito
macréfagos ativos. O tecido conjuntivo encontrou-se com quase total auséncia de
fibroblastos (Figuras 12 e 13).

Nesse periodo, 0s vasos sanguineos encontraram-se em numero
reduzido e, quando presentes, estavam hiperemiados. Houve marginagao
leucocitaria e diapedese acentuada reveladas pela grande concentracdo de

leucocitos rodeando os vasos sanguineos (Figuras 14 e 15).
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Laser de CO, - periodo experimental de sete dias

Aos 7 dias, a visao geral do tecido lesado mostrou necrose
superficial das células epiteliais situadas na periferia. O tecido conjuntivo esteve
rarefeito, com presenca de poucos vasos sanguineos (Figura 16).

As paredes dos vasos sanguineos compostas pelas trés tunicas,
intima, média e adventicia, encontraram-se queimadas pelo laser mantendo na luz
do vaso a presenca de grande concentracao de hemacias (Figura 17).

O tecido conjuntivo localizado proximo aos vasos lesados teve
auséncia de infiltrado inflamatério e presenca de poucas hemacias que foram
liberadas dos vasos sanguineos. Houve poucos fibroblastos ativos, macrofagos e
presenca de granulos baséfilos (corados pela hemato xilina) em meio as células, bem
como a presenca de fibrilas coladgenas aleatoriamente dispostas (Figura 18). O
tecido conjuntivo distante da acdo do laser apresentou-se com grande namero de
macréfagos, fibroblastos, poucas fibrilas coldgenas e rarissimos capilares
sanguineos (Figura 19). Os vasos linfaticos do tecido conjuntivo encontraram-se

dilatados com o lumem vazio (Figura 20).
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Grupo Il - laserde Er:YAG

Periodo experimental de um dia

Apoés um dia, a acdo do Er:YAG provocou, na superficie do tecido
conjuntivo, a formacéo de fino tecido necrético (Figura 21). O tecido conjuntivo
subjacente esteve rarefeito, com retencdo de liquido tissular depositado entre as
fibras colagenas provocando seu esgarcamento (Figura 22).

Os vasos sanguineos reagiram com grande hiperemia, diminuicédo
da velocidade do fluxo sanguineo, marginacao leucocitaria seguida da presenca de
leucocitos  extravasculares  formando  um  infiltrado  moderado  com
polimorfonucleares, rompimento vascular, e este ocorrendo profundamente (Figuras

23 e 24). Também, houve um grande niamero de macrofagos (Figura 25).
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Laser de Er:YAG - Periodo experimental de sete dias

Aos sete dias o tecido necrotico existente restringiu-se ao centro da
lesdo e o restante do tecido conjuntivo esteve vital, com grande concentracdo de
células. Houve também a presenca de um numero consideravel de granulos negros
(Figura 26).

Ocorreu a presenca de um grande numero de fibroblastos ativos
produzindo fibrilas colagenas da substancia intercelular, macrofagos ativos, células
mononucleares representadas pelos linfocitos, intensa angiogénese representada
pelos capilares, enquanto 0s vasos sanguineos residentes ainda se encontravam
hiperemiados (Figuras 27, 28 e 29). Os capilares linfaticos se encontravam

ligeiramente dilatados (Figura 30).
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Grupo lll — Controle

Periodo experimental de um dia

No periodo de um dia ocorreu um infiltrado inflamatério de moderado
para leve com polimorfonucleares, macrofagos e presenca de muitos fibroblastos em
meio a delicada rede de fibrina. Salienta-se que as células inflamatdrias estavam
concentradas na superficie da lesdo formando um verdadeiro tampé&o de células

(Figuras 31 e 32).

Periodo de sete dias

Aos sete dias houve tecido epitelial neoformado cobrindo a leséo
com tecido conjuntivo de caracteristicas normais. Nesse tecido conjuntivo ocorreram
esparcas células mononucleares representadas pelos linfécitos sem, no entanto,

caracterizar inflamacéo (Figuras 33 e 34).
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5.2 Resultados Estatisticos

Na Tabela 2 sdo mostrados os escores atribuidos a reacdo do tecido
conjuntivo conforme o tecido tenha sido irradiado com laser de CO; (Gl), ou laser de
Er:YAG (Gll) ou ndo tenha sido irradiado (Glll), nos periodos de avaliagdo: um dia e

sete dias.

TABELA 2- Escores atribuidos a reacao do tecido conjuntivo de
acordo com o grupo experimental e o periodo de avaliacao.

COz ErYAG Controle
ldia 7dias ldia 7dias 1 dia 7dias
GI(1) GI(7) Gli(1) Gl(7) Gll() GllI(7)

3 3 2 1 1 0
3 3 2 1 1 0
3 3 2 1 1 0
3 3 2 1 1 0
3 3 2 1 1 0
3 3 2 2 1 0
3 4 2 2 1 0
3 4 2 2 2 1
3 4 2 2 2 2
4 4 3 2 2 2

A comparagdo do efeito das irradiagbes nos dois periodos de
avaliacdo, para cada grupo separadamente, foi realizada pelo teste de Mann-
Whitney (Tabela 3). Observa-se que, ao nivel de 5% de significancia, ha evidéncia
estatistica para se afirmar que a reacdo do tecido é diferente no primeiro dia em

relacdo os sete dias para os Grupos Il e Ill, mas ndo para o Grupo |. Entretanto, ndo
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houve significancia ao nivel de 1%.

O teste de KruskalWallis, para a comparacao, entre os grupos, dos
escores atribuidos a reacéo do tecido separadamente nos periodos de um dia e sete
dias, apresentou, respectivamente, os valores 24,3 e 22,8, ambos significativos em
um nivel menor do que 1%. Portanto, ha forte evidéncia de que pelo menos um
posto médio é diferente dos demais, tanto no primeiro periodo como no segundo
periodo de avaliacdo. Para identificar os grupos diferentes significativamente, foi
empregado o teste de Dunn. Os resultados, para o primeiro e segundo periodo,
também estdo na Tabela 3.

Nota-se, pela Tabela 3, que no periodo de 1 dia o Grupo | é
significativamente diferente dos demais ao nivel de 5% e que entre os Grupos Il e lll
a diferenca nao é significativa. Resultado anélogo foi obtido no segundo periodo de
avaliagéo.

Para interpretar melhor e visualizar os resultados acima, foi
construida e representada graficamente na Figura 35 a distribuicdo de frequiéncias
dos escores, de acordo com 0s grupos e periodo de avaliacdo. Verifica-se que, no
Grupo | (COy), houve prevaléncia do escore 3 tanto no periodo de um dia ( 9 casos)
guanto no periodo de sete dias (6 casos).

No Grupo Il (Er:-YAG) o escore 2 foi 0 mais observado no primeiro
periodo de avaliacdo (9 casos) e no segundo periodo houve uma distribuicdo
homogénea entre o escore 2 (5 casos) e o escore 1 (5 casos).

No Grupo Il (controle), no periodo de um dia houve predominancia
do escore 1 (7 casos), porém no periodo de sete dias o escore 0 foi o predominante

(7 casos).



69

TABELA 3- Comparacdo da reacdo do tecido conjuntivo

entre os dois periodos de avaliacdo pelo teste de Mann-
Whitney e comparacdes multiplas entre grupos pelo teste de

Dunn.
Comparacéo Significancia
Mann-Whitney
G1(1d) x G1(7d) ns
G2(1d) x G2(7d) *
G3(1d) x G3(7d) *
Dunn
G1(1d) x G2(1d) *
G1(1d) x G3(1d) il
G2(1d) x G3(1d) ns
Dunn
G1(7d) X G2(7d) o
G1(7d) x G3(7d) o
G2(7d) x G3(7d) ns

" significativo em um nivel entre 1% e 5%
" significativo em um nivel menor do que 1%

"® ndo significativo

Quando se observa os trés grupos no periodo de um dia, nota-se
gue os mais altos escores foram obtidos pelo Grupo | em comparacéao aos Grupos Il
e Ill, sugerindo, assim, uma reacéo do conjuntivo mais severa no grupo do CO,. No
periodo de sete dias, o resultado é anélogo.

Nota-se pela Figura 35 que, nos Grupos Il e Ill, houve uma
tendéncia dos escores diminuirem um grau do primeiro periodo para o segundo,
diminuicdo esta significativa de acordo com o teste de Mann-Whitney (p< 0,05).

Entretanto, isso ndo ocorreu no Grupo |.



O 4 Necrose do tecido

O 3 Inflamacéo severa
— @ 2 Inflamacdo moderada
O 1 Inflamacéao leve

O 0 Nenhuma inflamacéo

Gl Gl Gl Gl GIl Gl
1 dia 7 dias

FIGURA 35- Representacao grafica da distribuicdo de frequéncias dos
escores de acordo com o grupo experimental e o periodo de avaliacao.
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Discussao
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6.1 Discusséao da metodologia

Para a avaliacdo da acdo do laser sobre o tecido conjuntivo, foi
realizado o teste para o efeito local ap6s a implantacdo (ISO 10993-6), de acordo
com o Padrdo Internacional 1SO 7405:1997°° para a avaliacdo pré-clinica de
recursos médicos utilizados na Odontologia.

Os testes para avaliacdo de um material, medicamento ou terapia
gue possam ser efetuados em modelos humanos sdo bastante restritos.
Consequentemente, modelos alternativos sdo necessérios, justificando, assim, o uso
de animais como modelos experimentais. A experimentacdo animal deve ser
conduzida apenas ap0s consideragcao de sua relevancia para a saude do homem.

Na existéncia de principios éticos para a experimentacdo em
animais, esses modelos experimentais 40 poupados de desconforto, angustia ou
dor. ° O projeto de pesquisa que deu origem ao presente trabalho foi avaliado e
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal-CCA da Faculdade de
Odontologia de Araraquara da Universidade Estadual Paulista.

O rato € amplamente utilizado na avaliagcdo do reparo de tecidos
irradiados com os lasers de alta intensidade. A propriedade de corte com
hemostasia dos lasers cirdrgicos tem sido amplamente estudada nos tecidos moles
da cavidade bucal, pele, musculo e figado de ratos.}418223441508182835657.38 A
reproducdo desses animais em laboratério permite a eliminacdo de fatores
individuais, como deficiéncia imune, ou estar afetados com alguma doenca, além de
facilitar a obtencdo do numero de amostras necessario. O rato, por ter um

metabolismo bastante acelerado, permite a obtencdo de resultados num curto
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periodo de tempo. Para o presente estudo foram selecionados ratos machos devido
as variacdes no ciclo hormonal das fémeas.

Para a anestesia dos animais foi utilizada a associacdo do
anestésico Ketamina (Francotar) com o relaxante muscular e analgésico Cloridrato
de Xylazina (Virbaxyl7 2%), dosagem determinada pelo peso do animal, que resulta
num efeito anestésico por um periodo aproximado de uma hora, especificamente em
animais de metabolismo intenso como os ratos. O uso da Ketamina, anestésico
geral na anestesia de animais de laboratorio faz-se em combinagdo com o relaxante
muscular Xylazina, sedativo e analgésico, que atua no sistema nervoso central
induzindo o relaxamento muscular.*

No presente estudo, foram removidas duas seccbes do epitélio do
dorso dos ratos, empregando um punch para biopsias de 3 mm de diametro, para
exposicao do tecido conjuntivo e sua posterior irradiagdo. O punch para biopsias tem
sido utilizado por Garcia & Milanezi®* (1995) e Garcia et al.?® (1996) para provocar
feridas na pele do dorso de ratos, expondo o tecido conjuntivo para a irradiacao. A
regido do dorso do rato também foi escolhida por Rizoiu et al.*® (1996) e Zweig et
al.®® (1990) para a avaliacdo do reparo de feridas realizadas com laser. Rizoiu et
al.>® (1996) compararam o processo de reparo de feridas realizadas na mucosa
bucal e na pele de ratos com o laser de ErCr.:YSGG, o bisturi e um punch para
biopsias.

Os sistemas laser utilizados na irradiacdo dos grupos experimentais
foram o CO, SL-225 (Medical Energy, INC. Florida, USA) e o Er:YAG Dental

Twinlight (Fotona Medical Laser, Ljubljana, Slovevia).
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O laser de CO, SL-225 é constituido pelo gas de dioxido de carbono,
gue emite um feixe de luz, com um comprimento de onda de 10,6 um, localizado na
regido infravermelha do espectro eletromagnético. Um laser de hélio-nednio funciona
como feixe guia. A poténcia maxima do sistema € de 25 W em emissao continua e
de 90 W em emissao chaveada, com freqiéncia maxima de 99 Hz. A energia é
subministrada por um braco articulado.

O laser de Er:YAG Dental Twinlight € um laser de estado sdlido,
constituido pelo elemento quimico érbio, que é utilizado como dopante de uma
matriz de itrio-aluminio-granada. Com um comprimento de onda de 2,94 um, o feixe
esta localizado na regido infravermelha do espectro eletromagnético. Um laser diodo
funciona como feixe guia. A energia maxima por pulso do sistema é de 500 mJ,
freqiéncia maxima de 15 Hz. A energia € subministrada por um braco articulado que
termina numa peca de mao semelhante a uma caneta de alta rotacdo, dotada de
refrigeracao.

A selecdo de ambos os sistemas e seus parametros de irradiacédo
esteve, principalmente, baseada nos resultados do nosso estudo piloto, onde foi
analisada a reacao dos tecidos epitelial e conjuntivo do dorso de ratos irradiados
com os lasers de CO2, Nd:YAG, Diodo e Er:-YAG. Primeiramente, foram escolhidos
0s parametros de irradiacdo mais baixos permitidos pelos aparelhos, porém capazes
de vaporizar a superficie do tecido. Dentre esses parametros foi realizada uma
segunda selecdo baseada, dessa vez, nos resultados da andlise histologica. O laser
de CO; (1,5 W -50Hz) e de Er:YAG (300 mJ -10 Hz) ocasionaram ablacao do tecido
provocando menos agressao térmica colateral do que os outros lasers e parametros

estudados.
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Além disso, o laser de CO; foi selecionado entre os varios sistemas

por ser amplamente estudado nas cirurgias de tecidos moles da cavidade bucal,
tanto em animais como em humanos, e por ser também estudado nos tratamentos
conservadores da polpa dental.}24748586885 Apesar de existrem poucos trabalhos

| 8 esse laser foi

utilizando o Er:-YAG em cirurgias de tecido mole na cavidade buca
escolhido por ser efetivo na remogéo de tecido, com minima agressao térmica aos
tecidos adjacentes. No estudo piloto, a irradiacédo direta do tecido conjuntivo com o
laser de Er:-YAG promoveu a melhor resposta tecidual comparado a outros lasers,
evidenciando o processo de reparo no periodo de trés dias.®® Além disso, a peca de
mao do Er:YAG Dental Twinlight estd acompanhada de um spray de agua e ar que,
além de limpar, esfria a area alvo diminuindo o incremento de temperatura. Segundo
Sonntag et al.”® (1996), o spray de agua e ar controla os efeitos deletérios do
incremento da temperatura na polpa dental durante a ablacdo de tecido dentario.

O movimento de varredura utilizado durante a irradiacdo, também
empregado por Garcia & Milanezi * (1995) e Garcia et al.>® (1996), permite uma
distribuicio homogénea da energia em toda a é&rea a ser irradiada e, em
consequéncia, o mesmo efeito em toda a superficie.

Durante a irradiacdo foram obedecidas as normas de seguranca
estabelecidas para o uso dos lasers cirurgicos, referentes ao cuidado do paciente,
pessoal de trabalho, uso do equipamento e local de uso do laser.>%>*

O material empregado para a protecdo das feridas experimentais e
controle sem irradiacdo foi o cimento Agregado Tridxido Mineral (MTA). A escolha

desse material esteve baseada na necessidade de um material que tomasse presa

na presenca de sangue ou exsudato, permitindo sua permanéncia in loco.®>” Nao



76
existem referéncias sobre a utilizacdo desse material nas condi¢cdes do presente
estudo. O MTA possui uma grande gama de indicacfes na odontologia pela sua
capacidade de indugcdo ao reparo quando posto em contato direto com o tecido
conjuntivo, como nos casos de pulpotomia, perfuracdes, cirurgias paraendodonticas,
dentre outros. Esse fato nos poderia permitir possiveis extrapolacdes para outras
situacgodes.

ApOs os periodos experimentais de um dia e sete dias, 0s animais
foram mortos por sobredose do anestésico hidrato de cloraf'® e tiveram removidas as
pecas para tramitacdo laboratorial. Os cortes de 6 um de espessura foram corados
com hematoxilina/eosina, coloracdo classica utilizada na histologia, que se presta
para a analise morfolégica do tecido, pela qual a eosina cora a substancia
intercelular (fibras e substancia amorfa) e o citoplasma celular de rosa e suas
nuances, enquanto a hematoxilina cora os nudcleos celulares de roxo e suas
nuances.

A anadlise histologica das amostras foi realizada na microscopia
6ptica, e os achados classificados em escores segundo a I1SO 7405%, uma vez que,

17,31,67

pela literatura consultada , 0S escores para conjuntivo pulpar eram semelhantes

aos escores utilizados neste trabalho, com a exclusdo dos odontoblastos.
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6.2 Discussao dos resultados

Diante de uma agresséao, o tecido conjuntivo reage com a finalidade
de defender e reparar. Essa resposta € basicamente vascular, na qual ocorrem
mudancgas nos vasos sanguineos residentes que permitem a presenca das células
de defesa no local. Quando uma agressdo, como o calor excessivo, ocorre a um
tecido vivo, desenvolve-se uma reacdo inflamatéria. Inicialmente ocorre uma
contracdo arteriolar de curta duragdo (poucos minutos), que € seguida pelo
relaxamento desses vasos ao redor do tecido agredido. Em consequéncia, a rede
capilar e as vénulas pos-capilares se ingurgitam com fluxo sanguineo rapido
(hiperemia ativa). Um fluido rico em proteinas sai dos vasos e é responsavel pelo
edema inflamatério. O fluxo sanguineo, rapido no inicio, vai ficando mais lento de
maneira progressiva, ocasionando estase sanguinea temporal, ocorrendo nha
inflamacé&o severa de maneira prolongada. Os leucdcitos, primeiro ne utréfilos e logo
0s monadcitos aderem-se a superficie endotelial das vénulas e emigram através das
paredes vasculares aos espacos tissulares num processo chamado diapedese.

A absorcdo da energia laser depositada no tecido durante a
irradiacdo provoca, inicialmente, um incremento da temperatura. Nos tecidos vivos, 0
aumento da temperatura ocasiona aquecimento (37-60°C), coagulacdo (60-90°C),
desnaturacao protéica (90-100°C), vaporizacdo ou ablag¢do (100°C) e carbonizacao
(>125°C). ©*

Na andlise histoldgica de tecidos moles irradiados com finalidade de
corte ou ablacdo, varios autores tém reconhecido diferentes zonas de efeito térmico:
uma area de necrose, uma area de coagulacdo e uma area de tecido nao alterado.

Essas areas apresentam-se distribuidas desde o centro até a periferia, criando uma
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espécie de circulos concéntricos. Cennty et al.” (1997) descreveram trés zonas de
tecido conjuntivo afetado distintamente pelo laser de CO,: a zona de necrose
tissular, a zona de efeito térmico com pequenos vasos sanguineos obliterados por
codgulos e inflamac&o moderada, e zona de tecido ndo perturbado.

Quando o laser de CO», atinge um tecido vivo com uma porcentagem
de agua de 75%-90%, ocorre uma vaporizacéo localizada.?® A ferida é geralmente
coberta por tecido carbonizado e apés 24 horas por um coagulo de fibrina. Os vasos
sanguineos e linfaticos de 1mm de didmetro, na é&rea irradiada, sdo selados e o
namero de células inflamatdrias aumenta rapidamente devido a reacgao inflamatoria
pos-traumatica. Durante a cicatrizacdo, fibras colagenas estdo presentes, 0s
capilares e as arteriolas se multiplicam na fase proliferativa da reacdo e os vasos
linfaticos proliferam junto com os capilares.*4°

Utilizando um amplo espectro de poténcias (2W - 20W), a emissao
continua e pulsada do laser de CO, tem provocado lesBes similares as
anteriormente descritas.*-6364°6.71

No presente estudo, a analise histolégica do tecido conjuntivo
irradiado com o laser de CO, evidenciou a presenca de necrose tecidual na
superficie irradiada no periodo de um dia mantendo-se, até os sete dias. No periodo
de um dia também ocorreu uma reacdo inflamatoria severa com a presenca, em
grande quantidade de leucdcitos polimorfonucleares e mononucleares, macréfagos
ativos, e hiperemia vascular, de acordo com Luomanen® (1987) e Watanabe et
al.818382 (1987, 1989, 1990) cujos resultados demonstram epitélio com areas de

necrose e células desorganizadas, hiperemia vascular, hemorragia e presenca de

neutroéfilos polimorfonucleares no periodo de 24 horas.
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A presenca de vacuolos intercelulares com liquido tissular descrita
na andlise do periodo de um dia também foi observada por Gomes et al.?’ (1990),
gue descreveram uma zona intermédia de vacuolizagdo entre uma zona superficial
de tecido carbonizado e uma zona profunda de coagulacéo.

No periodo de sete dias, foram observados vasos sanguineos com
suas paredes queimadas e auséncia de infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo
proximo a esses vasos. Esse achado nos permite sugerir que a queimadura dos
vasos ocasionou seu selamento imediato evitando, assim, o extravasamento de
fluido e células do sangue ao espaco extracelular.

No grupo do CO,, a reacdo do conjuntivo mais frequente foi a
inflamacéo severa, tanto no periodo de um dia (9 de 10 amostras) como no de sete
dias (6 de 10 amostras). Nota-se que, com o passar do tempo, ndo houve evolucéo
do processo inflamatério, mantendo-se na maioria dos casos (6 amostras) a
inflamacédo severa com tendéncia a degeneracdo em 4 amostras.

Segundo a analise estatistica pelo teste de Mann-Whitney, nao
houve diferenca significativa (p> 0,05) entre os periodos de avaliacdo de um dia e
sete dias para o laser de CO,, confirmando os resultados da analise histologica.

Diferentes parametros de irradiacdo podem ser determinados em
relacéo ao efeito desejado (incisdo ou ablacdo). A poténcia, o tempo de irradiacao,
o diametro do feixe (focalizado ou desfocalizado) e 0 modo de emisséo (pulsada ou
continua) sdo parametros controlaveis pelo cirurgido-dentista que podem regular a
intensidade da agressdo provocada pelos lasers.”>* Apesar dos diferentes
parametros de irradiagdo utilizados nas diferentes pesquisas, as caracteristicas

histol6gicas béasicas exibidas pelas lesdes provocadas pelo laser de CO,
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permanecem, porém com diferencas na intensidade da reacdo inflamatoéria e na
cronologia do reparo.

Kardos et al.® (1989), Pogrel et al.>” (1990), Fortune et al.>® (1998),
Romanos et al. 2 (1999) observaram tecido de granulagéo e migracéo epitelial aos
sete dias em incisbes realizadas em tecidos moles variados com o laser de CO,.
Entretanto, Sinha & Gallagher® (2003) observaram, no periodo de avaliacdo de 28
dias, areas de necrose e atraso na epitelizacdo de feridas realizadas na mucosa
bucal de porcos com o laser de CO,. Segundo nossos resultados, no periodo de
sete dias ainda ocorria uma inflamacéo severa.

Segundo Mausberg et al.*® (1992), a profundidade do efeito do laser
de CO, esta relacionada com a poténcia utilizada. Feridas realizadas na mucosa
bucal com o laser de CO, empregando uma poténcia de 2W repararam-se de
maneira mais rapida do que as realizadas com 7W e 10W de poténcia.>°

O efeito do laser de Er:YAG em func&o de seu comprimento de onda
(2,94 um) difere do efeito do laser de CO, (10,6 pm). A acdo desse laser esta
baseada no efeito termomecéanico, pelo qual o vapor produto da absor¢do da luz
pela agua provoca a expansdo e fragmentacdo do tecido. Apesar dessa diferenca,
Zweig et al.®® (1990) descreveram zonas de coagulacdo e transicdo similares na
irradiacéo dos lasers de CO; e de Er: YAG; porém o diametro de ambas as zonas foi
significativamente menor com o laser de Er: YAG.

Em nosso estudo, a irradiagdo com o laser de Er: YAG provocou,
superficialmente, necrose tecidual acompanhada de uma reacao inflamatdria com
infiltrado moderado de polimorfonucleares e a presenca de macréfagos. No periodo
de sete dias evidenciou-se a presenca de um tecido de granulacdo, denotando

processo de reparo, fato que nao foi observado no grupo do CO..
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Nota-se, pelos eventos histoldgicos ocorridos no grupo do Er:YAG, a
prevaléncia da inflamacdo moderada (9 de 10 amostras) no primeiro periodo de
avaliacdo. No segundo periodo houve diminuicdo no grau da inflamacdo de
moderada para leve em 5 de 10 amostras e manutencao da inflamacdo moderada
nas 5 restantes. Segundo esses resultados, podemos afirmar que houve evolucéo
da inflamacéo no grupo do Er:YAG do primeiro periodo para o segundo periodo de
avaliacdo. Pelo teste de Mann-Whitney, houve diferenca significativa em nivel de 5%
entre os dois periodos, confirmando os resultados histologicos.

Na descricao das lesdes provocadas pelos lasers de CO; e de
Er:YAG, pdde ser observada certa semelhanca dada pela presenca de tecido
necrosado e degeneracdo celular na superficie irradiada. Entretanto, houve
diferenca significativa (p< 0,05) entre a reacao inflamatéria ocorrida nesses grupos.
No grupo do CO,, prevaleceu a inflamacdo severa nos dois periodos de avaliacao;
entretanto, no grupo do Er:YAG houve prevaléncia da inflamacdo moderada no
primeiro dia com evolugdo para inflamacédo leve, na metade das amostras, no
periodo de sete dias.

Ayhan et al.* (2002) observaram, no periodo de 10 dias, necrose
superficial e degeneracdo da cartilagem seccionada com o laser de Er:YAG, porém
ocorrendo também proliferacdo de nova cartilagem nesse periodo de tempo.
Entretanto, a zona de carbonizacdo comumente provocada pelo laser de CO, nao foi

observada por Watanabe et al.®

(1996) em cirurgias de tecido mole da cavidade
bucal realizadas com o laser de Er: YAG, assim como a carbonizacdo também nédo
esteve entre os efeitos provocados pela irradiagao do laser de Ho:YAG ( 2,12 pum)

na mucosa bucal de ratos.>* Segundo esses autores, os lasers de Er: YAG e de Ho:

YAG afetam de maneira similar os tecidos.
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Outros autores citam que as zonas de agressao térmica (necrose e
coagulacéo) provocadas pelo laser de CO, sédo maiores do que as ocasionadas pelo
laser de Er:YAG86:°733.72.79.28

O cimento Agregado Triéxido Mineral foi utilizado para proteger
todas as feridas. No grupo controle, o MTA foi colocado sobre um tecido conjuntivo
gue nao sofreu a agressao do laser. Nossos resultados revelaram uma inflamacao
de moderada para leve com a presenca de polimorfonucleares, macrofagos e uma
grande quantidade de fibroblastos no periodo de um dia e auséncia de inflamacéo e
neoformacéo epitelial aos sete dias.

O MTA, quando implantado em tubos de dentina no subcutaneo de
ratos, ocasionou uma reacao inflamatoria cronica de suave a moderada no periodo
de sete dias.?® Nesse periodo de tempo foram observados macréfagos e linfocitos
esparcos em capeamentos pulpares realizados em cdes com o MTA.”

Os nossos kesultados demonstram diferenca significativa entre os
dois periodos de avaliacao (p< 0,05). A prevaléncia da ocorréncia da inflamacéo leve
no periodo de um dia foi substituida pela auséncia de inflamacdo aos 7 dias,
indicando a evolucdo do quadro inflamatorio e a menor agressdo provocada pelo
punch sem irradiacéo.

Na comparacdo entre 0s grupos, tanto no primeiro periodo de
avaliacdo como no segundo, houve diferenca significativa entre o laser de CO- e de
Er:YAG ao nivel de 5% e entre o CO, e o controle ao nivel de 1% de acordo com o
teste de Dunn. Em relacdo ao Er:YAG e ao grupo controle, ndo houve diferenca
significativa entre eles em nenhum dos periodos, apesar de haver diferencas na

distribuicdo dos escores entre ambos 0s grupos.
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No periodo de um dia, para o laser de Er:YAG houve prevaléncia da
inflamacdo moderada (9 de 10 amostras), no entanto, no grupo controle a
prevaléncia foi da inflamacéo leve (7 de 10 amostras). Ja no periodo de sete dias, no
grupo do Er:YAG houve distribuicio homogénea das amostras apresentando
inflamacédo leve e moderada, e no grupo controle a auséncia de inflamacao foi o
evento mais observado (7 de 10 amostras). Porém, essa diferenca nas reacdes
inflamatorias entre os grupos Il e Il ndo foi considerada significativa pelo teste de
Dunn (p> 0,05).

Estes resultados concordam com os descritos por Rizoiu et al.>
(1996), nos quais nao houve diferencas morfolégicas significativas entre as feridas
realizadas com o bisturi, punch ou laser em nenhum dos periodos de avaliacéo.

Em relacdo a possibilidade de empregar alguns dos lasers testados
no presente trabalho na remoc¢éo da polpa dental corondria, nossos resultados néao
sao definitivos para poder afirmar que o laser de CO; ou de Er:YAG, com o0s
parametros de irradiacdo por nos utilizados, permitiria a remoc¢éao do tecido pulpar
deixando o tecido remanescente viavel para o reparo, ainda que o tecido conjuntivo
tenha reagido mais favoravelmente a irradiacdo do Er:YAG. Deve ser levado em
conta a diferenca existente entre um tecido com abundante irrigacéo colateral, como
0 conjuntivo do dorso de rato, e o0 conjuntivo pulpar limitado por paredes
inextensiveis de dentina. Isto ndo descarta o uso do laser de alta intensidade nesse
tipo de terapia endodéntica, mas salienta a necessidade de novos estudos para
determinar constantes fisicas adequadas para seu uso.

O fato de o laser de Er:YAG possibilitar a excisdo de tecido duro

como dentina e esmalte nos permitiria extrapolar sua indicagdo para a execucao da
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abertura coronéria. A realizacdo desta manobra conjuntamente com a remoc¢ao da
polpa coronéria poderia reduzir o tempo operatorio.

Apesar de seu custo ainda elevado para o dia-a-dia clinico devido a
suas caracteristicas fisicas, pelos resultados obtidos em nosso trabalho, o Er:YAG
apresenta-se como a melhor escolha para futuros estudos mais proximos as

condicdes clinicas.
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7. Conclusao

A partir das condicdes especificas em que foi realizado o presente

estudo, os resultados obtidos permitiram-nos concluir que:

o tecido conjuntivo reagiu de forma significativamente mais favoravel
a irradiacdo do laser de ErYAG do que a irradiacdo do laser de CO,,
independentemente do tempo pés-operatério (p< 0,05);

ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo
irradiado com Er:YAG e o grupo controle (p>0,05), independentemente do tempo
poOs-operatorio;

0 tecido conjuntivo irradiado pelo laser CO, apresentou resposta

significativamente menos favoravel que as dos demais grupos (p< 0,05).
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Glossario

Ablacado: remocdo da superficie de um tecido. A ablacdo é também chamada de
vaporizacao.

Ablacdo termo-mecéanica: quando a energia é absorvida pela agua do tecido ocorre
vaporizacdo por super aquecimento. O vapor se expande violentamente dentro do
tecido, aumentando a pressao interna e produzindo explosao intersticial.

Atomo: a menor particula que possa existir de um elemento, sozinha ou em
combinacao.

Braco articulado: aparelho utilizado como meio de direcionar o feixe laser.
Tipicamente consiste em bracos mecanicos conectados a articulagdes flexiveis e
usualmente unidos por espelhos. A energia laser é refletida por cada espelho até a
sua saida do braco.

Coeréncia: propriedade das ondas eletromagnéticas onde todas sdo do mesmo
comprimento e caminham em fase uma com as outras.

Colimacéo: propriedade das ondas eletromagnéticas onde todas séo paralelas.
Comprimento de onda: distancia entre dois pontos correspondentes em uma onda
periddica, medido usualmente em micrometros ou nandmetros.

Densidade de energia: a quantidade de energia laser entregue a uma superficie,
medida em Joules por centimetro quadrado (J/cm?).

Emissdo estimulada de radiacdo: € o processo que ocorre quando um féton
indutor de energia interage com um atomo em seu estado excitado, resultando na
liberag&o de dois fotons induzidos.

Frequéncia: numero de oscilagdes completas de uma onda por segundo.

Fotdn: a particula basica de luz. Um quantum de energia radiante.
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Hertz: unidade de frequéncia em ciclos por segundo.
Joule: uma unidade de energia (J). Quando dividida por 1000 é denominada
milijoule (mJ).
Laser: light amplification by stimulated emission of radiation.
Laser pulsado: um laser que emite energia em intervalos fixos.
Laser chaveado: laser que emite energia em intervalos fixos, porém com poténcia
pico menor do que na emisséao pulsada.
Laser continuo: laser que emite energia continuamente. Continuous wave (cv).
Largura de pulso: periodo de tempo que a energia do laser € emitida em cada
pulso.
Meio: um ou mais gases, liquidos ou sélidos utilizados para produzir emissao
estimulada de radiacao.
Micrometro: milionésima parte de um metro, utilizado para medir o comprimento de
onda (um).
Monocromaticidade: uma Unica freqiéncia de comprimento de onda (uma cor).
Nanbémetro: bilionésima parte do metro, utilizada para medir o comprimento de onda
(nm).
Ondas eletromagnéticas: campos magnéticos que variam com o0 tempo
propagando-se pelo espaco
Poténcia de saida: poténcia de um laser expressa em Watts.
Radiacao: processo de emissdo de energia na forma de ondas e particulas. Energia
em movimento.

Tempo de exposicao: o periodo total que o tecido € exposto a energia laser.
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