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Resumo

Este trabalho avaliou histologicamente a repara¢do da muco-
sa bucal de 45 ratos brancos Wistar, frente a radiacao laser de
CO, com diferentes poténcias. Os animais foram, aleatoria-
mente, divididos em trés grupos de 15 ratos cada, irradiados
com poténcias de 2, 7 e 10 watts, por 0,5 segundo, modo sim-
ples, com foco de 0,8mm, sendo sacrificados imediatamente
apoOs irradiagdo e, apds trés e sete dias. As pegas seguiram
técnica histolégica de rotina para parafina, e coloragdo he-
matoxilina/eosina (H.E.). Os resultados imediatos mostraram
em todos os grupos necrose por coagulagdo, atingindo o teci-
do muscular com maior profundidade no grupo III; aos trés
dias foi evidenciada no grupo I (2 watts) drea lesada revesti-
da com epitélio pavimentoso de fina espessura, no grupo 11
(7 watts) darea de tecido de granulacdo atingindo a camada
muscular e no grupo III (10 watts) extensa drea de tecido de
granulagdo atingindo camadas mais profundas do plano mus-
cular; aos sete dias foi observada no grupo I, camada conti-
nua de epitélio pavimentoso queratinizado recobrindo a drea
irradiada, no grupo II camada uniforme de epitélio pavimen-
toso com drea de tecido de granulacdo e no grupo III, epitélio
queratinizado com presenca de tecido de granulacido em pe-
quena area. Os resultados permitiram concluir que: o grupo
de animais irradiado com 2 watts de poténcia (Grupo I) ndo

apresentou diferengas e/ou atraso significantes na cronologia
de reparacdo tecidual e aqueles irradiados com 7 e 10 watts
(Grupos II e III) mostraram comprometimento na cronologia
de reparacdo quando comparados ao grupo I.
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ABSTRACT

This research was an histologic evaluation of wound healing
process in oral mucosa of 45 white Wistar rats irradiated by
carbon dioxide (CO,) laser used with different power settin-
gs. The animals were separated in 3 groups with 15 rats each
and created wounds using a laser beam at 2, 7, 10 watts, at
0,5 second, in a simple way, with 0,8 mm focus, the animals
were sacrified immediately after surgery, others three days
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thereafter, and others after seven days. The pieces follow his-
tologic routine technique for paraffin, and hematoxilin/eosin
coloration (H.E.). The immediate results showed in all groups
coagulation necrosis, reached the muscular tissue in high deep
in group I11; in three days was evidenced on group I (2 watts)
the injury area coated with thin density of floor epithelium,
in group 11 (7 watts) area of granulation tissue reaching the

muscular layer and in group Il (10 watts) extensive area of

granulation tissue reaching the high deep layers of muscular
stratum, on seven days was observed on group I, continuous
layer of floor keratinizing epithelium recovering the irradia-
ted area, in group Il uniform layer of floor epithelium with
some granulation areas and in the group Ill, keratinizing
epithelium with granulation tissue in small area. The results
allow to conclude: animals irradiated by 2 watts (group I)
showed no differences or delay of the wound healing process
and those irradiated by 7 and 10 watts (groups Il and III)
showed compromised in the wound healing process when com-
pared with group 1.

UNITERMS

Carbon dioxide laser (CO,); wound healing process; oral
mucosa.

INTRODUCAO

Quando os primeiros pesquisadores obtiveram
resultados concretos sobre as propriedades da ra-
diacdo produzida pelo laser, talvez, ndo tivessem
nocdo da quantidade de aplicacdes que esta nova
tecnologia teria no campo das ciéncias médicas,
onde diversos procedimentos clinico/cirurgicos
vém sendo realizados, com as vantagens que este
recurso terapéutico oferece.

Em 1992, Pinheiro & Frame'® relataram que os
principais conceitos da radiacdo laser baseavam-
se nos principios da teoria quéntica eletrodindmi-
ca, proposta por Einstein em 1917. Em 1960, Ma-
iman, baseado nos trabalhos de Gordon (1955) e
Schawlow & Townes (1958), idealizou o primeiro
laser operacional usando cristais de rubi. A partir
deste foram desenvolvidos os laseres de hélio-ned-
nio, neodimio-itrio-aluminio-garnet (Nd:YAG),
dioxido de carbono (CO,) e argonio.

O laser de CO, foi desenvolvido no inicio dos
anos 60 por Patel, sendo obtido pela estimulacao
de uma mistura de gas de CO,, nitrogénio (N,) e
hélio (He) de acordo com Patel'’, 1964, Fisher et
al.®, 1983, Frame®, 1985, Cecchini?, 1995, Clayman
& Kuo®, 1997.
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As aplicagoes primordiais do laser de CO, es-
tdo na técnica de vaporizacao (ablagdo), incisdo de
tecidos moles e a extensdo, na qual hd interacdo
entre o tecido bioldgico e o laser de CO,, € deter-
minada pelo conteido de dgua nos tecidos e pela
irradiacdo, fluéncia e geometria do feixe de laser
(Barak & Kaplan!, 1988; Clayman & Kuo?, 1997).

Em virtude da agdo do laser de CO, ser basica-
mente por absorcao de dgua dos tecidos, quanto me-
nor a quantidade de 4gua, maior o dano tecidual. Por
este motivo a aplicagdo deste tipo de laser em tecidos
como 0sso, tenddo ou gordura, pode provocar danos
irreversiveis, estando sua indicacdo em estudos.

Segundo Fisher et al.?,1983 e Niccoli-Filho et
al.’s, 1997, um dos inconvenientes apresentados
pelo laser de CO, € a gerag@do de altas temperatu-
ras, que pode levar a necrose dos tecidos irradia-
dos, comprometendo a cronologia da reparacao te-
cidual, a qual difere quando os tecidos sdo
incisionados pela técnica convencional, fato este
que desperta o interesse de vdrios autores.

O laser de CO, oferece ao clinico uma variabilida-
de de vantagens, tais como: auséncia de sangramento,
campo limpo e estéril, excelente visibilidade, possibi-
lidade de redug@o no tempo de trabalho, reducdo do
edema e dor, melhora na reparacio, desnecessidade de
sutura, reducdo do trauma mecanico, diminuicdo na
possibilidade de infeccdo e grande aceitagdo por parte
do paciente (Niccoli-Filho & Okamoto'4, 1994).

Segundo Niccoli-Filho', 1995 a resposta foto-
bioldgica obtida pelo uso da radiacdo laser € o re-
sultado das mudangas fotoquimicas, fotofisicas e/
ou fototérmicas produzidas pela absorcao da radi-
acdo eletromagnética ionizada, e desta forma jul-
gamos que o sistema de sensibilidade das células
de um determinado tecido 4 radiacdo é produto de
probabilidades, tais como, de que a luz laser, em
um determinado comprimento de onda, venha a ser
absorvida pelas células e que esta absorcdo cause
mudancgas quimicas e/ou fisicas benéficas a célula,
contribuindo para uma resposta bioldgica efetiva.

Objetivando estabelecer parametros que permi-
tam um minimo de dano tecidual com um maximo
de otimizagdo cirdrgica, propomo-nos a estudar a
qualidade da reparacdo da mucosa bucal de ratos
submetida a radiacado laser de diéxido de carbono
(CO,), com diferentes poténcias.
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Materiais E METobpos

Apés a aprovacdo do protocolo da presente
pesquisa pela Comissdo Proviséria de Etica da Fa-
culdade de Odontologia de Sao José dos Campos
(FOSJC) - UNESP (Protocolo 003/98), foram se-
lecionados 45 ratos (Rattus norvegicus albinus,
Wistar) machos, com peso aproximado de 250 gra-
mas e divididos, aleatoriamente, em trés grupos de
acordo com o que segue:

a) grupo I - quinze ratos foram anestesiados
por inalacdo de vapores de éter etilico P.A.*. Em
seguida, irradiamos de forma puntiforme com la-
ser de diéxido de carbono** de comprimento de
onda de 10,6um, em modo simples, com pulso de
0.5 segundos, foco de 0.8mm e poténcia de 2 wat-
ts, a mucosa da regido jugal direita, sob aspiracdo
constante da nuvem de fumaca. Tanto o cirurgido
como equipe estavam protegidos com 6culos de
seguranca, luvas e mascara (Figura 1);

b) grupo II - 15 ratos sofreram a mesma se-
qliéncia experimental do Grupo I, excecao da po-
téncia que foi de 7 watts;

¢) grupo III - 15 ratos sofreram a mesma se-
qliéncia experimental do Grupo I, excecao da po-
téncia que foi de 10 watts.

Todos os animais foram acomodados em gai-
olas e mantidos no Biotério Central FOSJC, com

* Reagentes Analiticos Dinamica, Sao Paulo

temperatura ambiente (cerca de 25°C), sendo
alimentados com ragdo apropriada e agua “ad
libitum”.

Ap6s completada a seqiiéncia experimental pro-
posta, trés ratos de cada grupo, foram sacrificados
usando-se inalacdo excessiva de vapores de éter
etilico, nos tempos imediatamente apds a cirurgia,
trés e sete dias.

A seguir, a regido de fornix direito foi retirada
por incisdo ao nivel da face distal do incisivo cen-
tral até a mucosa jugal do mesmo lado.

As pecas assim obtidas, foram fixadas em so-
lugdo de Bouin, durante 24 horas, sendo posteri-
ormente desidratadas, diafanizadas e incluidas em
parafina, orientadas, de tal forma, a permitir cor-
tes no sentido paralelo ao longo eixo da ferida ci-
rurgica.

Nos blocos pertinentes, foram realizados cor-
tes semi-seriados com Sum de espessura, os quais
foram corados pela hematoxilina e eosina para lei-
tura na microscopia de luz.

REesuLTADOS

A partir da observacao por microscopia de luz,
damos os resultados considerando os tempos des-
critos no material e métodos utilizados.

FIGURA 1 - Aplicagdo da radiacdo laser de CO, realizada na regido
jugal direita.

** Sharplan 15F, Lasers Industries Ltd., Israel — equipamento obtido por doacdo da FAPESP: Processo 97/07645-2
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1 ResuLtaDOS IMEDIATOS

a) 2 watts: os cortes histolégicos mostraram a
area lesada atingindo a camada muscular. Os teci-
dos envolvidos apresentaram necrose superficial
por coagulacgdo. O tecido conjuntivo adjacente ti-
nha aspecto hialino, com poucas células (Figura 2);

b) 7 watts: os cortes histoldgicos mostraram
maior profundidade da area atingida. Os tecidos
adjacentes superficiais mostraram necrose por co-
agulacdo. As fibras musculares circunjacentes mos-
traram aspecto normal; entretanto, o tecido con-
juntivo adjacente a lesdo apresentava-se com
aspecto hialino (Figura 3);

¢) 10 watts: a mucosa atingida mostrava ex-
tensa area de necrose, alcancando profundamente
a camada muscular. O tecido conjuntivo adjacente
apresentava aspecto hialino com poucas células
(Figura 4);

2 RESULTADO TRES DIAS

a) 2 watts: os cortes histologicos mostraram a
area lesada revestida por epitélio pavimentoso de
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fina espessura. A superficie basal do mesmo apre-
sentava-se uniforme, sem presenca de papilas
conjuntivas. O cérion subjacente tinha poucas cé-
lulas, na maioria fibroblastos e finas fibras colage-
nas de disposicdo irregular. As fibras musculares
mostraram morfologia normal, porém, com dispo-
sicdo irregular;

b) 7 watts: os cortes histolégicos evidenciaram
uma extensa area de tecido de granulacio localiza-
do no coérion e atingindo regides profundas da ca-
mada muscular. Foi observada presenca de algumas
células entre as fibras coldgenas de aspecto hialino,
restos de tecido necrosado, células macrofagicas e
fibras coldgenas com disposicdo irregular nas mar-
gens do tecido de granulacdo (Figura 5);

c¢) 10 watts: foi observada extensa drea de
tecido de granulac@o extravasando a superficie
da lesdo e atingindo camadas profundas do pla-
no muscular. Na regido profunda, foram eviden-
ciadas pequenas areas de tecido conjuntivo hi-
alinizado e, em outras, o aspecto era fibrosado
com células macrofdgicas e polimorfonucleares
(Figura 6);

FIGURA 2 - Fotomicrografia de mucosa do rato, imediato, irradia-
da com laser de CO2 poténcia de 2 watts, corte transversal, onde se
observam, na regido central, necrose por coagulagdo atingindo teci-
do muscular e tecido conjuntivo com aspecto hialino. H.E. (200X).
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FIGURA 3 - Fotomicrografia de mucosa de rato, imediato, irradiada
com laser de CO, poténcia 7 waitts, corte longitudinal, onde se ob-
servam a profundidade da drea atingida, necrose por coagulacio, nas
bordas da ferida. H.E. (100X).

FIGURA 5 - Fotomicrografia de mucosa de rato, aos trés dias, irra-
diada com laser de CO, poténcia de 7 watts, onde se observam ex-
tensa drea de tecido de granulag@o atingindo a camada muscular e
fibras coldgenas com disposi¢do irregular nas margens do tecido de
granulacdo. H.E. (100X).
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FIGURA 4 - Fotomicrografia de mucosa de rato, imediato, irradiada
com laser de CO, poténcia de 10 watts, onde se observam atingindo
o tecido muscular com maior profundidade e tecido conjuntivo com
aspecto hialino. H.E. (200X).

FIGURA 6 - Fotomicrografia de mucosa de rato, aos trés dias,
irradiada com laser de CO, poténcia de 10 watts, onde se obser-
vam tecido de granulagdo até a camada profunda do tecido mus-
cular, tecido conjuntivo hialino e presenca de polimorfonuclea-
res. H.E. (100X).
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3 RESULTADOS SETE DIAS

a) 2 watts: os cortes histolégicos mostraram
uma camada continua de epitélio pavimentoso que-
ratinizado recobrindo a superficie da area irradia-
da e presenca de um tecido de granulacdo de ex-
tensdo moderada, no cérion subjacente, atingindo
superficialmente a camada muscular. As fibras
musculares apresentavam morfologia normal, po-
rém, com disposicao irregular (Figura 7);

b) 7 watts: nesta poténcia, foi evidenciada uma
camada uniforme de epitélio pavimentoso recobrin-

FIGURA 7 - Fotomicrografia de mucosa de rato, aos sete dias, irra-
diada com laser de CO, poténcia de 2 watts, onde se observam epité-
lio pavimentoso queratinizado de forma continua, presenca de teci-
do de granulagdo atingindo o tecido muscular que apresentava-se
com fibras morfologicamente normais e disposi¢ao irregular. H.E.
(200X).
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do a superficie da lesdo. Subjacente, observou-se
extensa drea de tecido de granulacdo com presenga
de pequenas porg¢des de tecido conjuntivo hialino
com escassas c€lulas. Também, foram evidenciados
alguns restos de tecido necrotico (Figura 8);

¢) 10 watts: o epitélio mostrava-se queratini-
zado de forma uniforme e continuo na superficie
do corte histolégico. Observou-se a presenca do
tecido de granulacdo ocupando uma pequena area
do coérion e finas fibras coldgenas adjacentes. As
fibras musculares tinham aspecto morfolégico nor-
mal e disposi¢do irregular (Figura 9).

FIGURA 8 - Fotomicrografia de mucosa de rato, aos sete dias, irra-
diada com laser de CO, poténcia de 7 watts, onde se observam epité-
lio pavimentoso recobrindo a drea lesada, presenca de tecido de gra-
nulacdo, tecido conjuntivo hialino e restos de tecido necrético. H.E.
(100X).
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DiscussAo

A irradiacdo laser de didxido de carbono com
10.6um de comprimento de onda mostrou ser quase
toda absorvida pelos tecidos irradiados, sendo direta-
mente convertida em energia térmica, levando os com-
ponentes aquosos a vaporizacdo instantanea. Este fato
€ relevante para explicar os achados histolégicos.

Observamos que as areas irradiadas mostraram-
se destruicao tecidual devido aos efeitos da rapida
vaporizacao e expansao dos liqliidos extra e intra-
celulares envolvidos. Parte do tecido remanescen-
te apresentou dreas com particulas de carboniza-
¢do, ndo sé na zona irradiada como nos tecidos
adjacentes, relacionadas diretamente com as potén-
cias utilizadas. Por outro lado, a zona necrotica e o
tecido de coagulagdo apresentaram-se estreitos
quando do uso da poténcia baixa (2 watts), mos-
trando relagdo de proporcionalidade entre o grau
de lesdo dos tecidos e o aumento da poténcia, como
observado por nés, estando em concordincia com
Duarte et al.®, 1984 e Fisher & Frame’, 1984.

A fina camada de coldgeno desnaturado obser-
vada clinicamente na superficie da area irradiada
nos primeiros tempos subseqiientes a irradiacao,
poderia agir como um curativo biolégico imper-
medvel, reduzindo o grau de irritacdo dos tecidos
envolvidos. Segundo Fisher et al.8, 1983 e Frame'®,
1985, a diferenca marcante na extensao e intensi-
dade do infiltrado inflamatério entre feridas reali-
zadas com bisturi € a laser de CO, ,somada ao atra-
so na formacdo de fibrina sobre a superficie
irradiada, suportam esta hipotese.

Segundo Fisher et al.’, 1983, a drea irradiada
requer um tempo mais longo para a re-epitelizacao,
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FIGURA 9 - Fotomicrografia de mucosa de rato, aos sete dias, irra-
diada com laser de CO, poténcia de 10 watts, onde se observam epi-
télio pavimentoso queratinizado com presenca de tecido de granula-
¢@o em menor quantidade, finas fibras coldgenas adjacentes e fibras
musculares com aspecto normal e disposi¢do irregular. H.E. (200X).

porque a migracao celular estd comprometida pela
auséncia de contracdo da ferida, em conseqiiéncia
do pequeno nimero de miofibroblastos presentes.
Nas feridas provocadas por bisturi, apds a incisio,
os miofibroblastos estdo presentes em grande nu-
mero, situando-se paralelamente a superficie, de tal
maneira, que a contragdo no sentido de seu eixo lon-
gitudinal resulta em uma redugdo no tamanho do
defeito. Ao contrdrio, quando usamos o laser de CO,,
observa-se um pequeno nimero de miofibroblastos,
com distribui¢do sem uma orientagdo, o que leva a
uma pequena contracdo da ferida. Os mesmos auto-
res afirmam que este mecanismo encontra-se sem
uma explicagdo cientifica conclusiva para os teci-
dos irradiados; provavelmente, seja resultado de um
maior grau de irritagdo tecidual.

Segundo Hall'?, 1971 e Niccoli-Filho et al.',
1997, um dos maiores inconvenientes apresenta-
dos pelo uso da radiagdo laser de di6xido de car-
bono € a possibilidade de iatrogénias, muitas ve-
zes irreversiveis, proporcionadas pelo aumento da
temperatura nos tecidos irradiados. Observamos
que a poténcia de 2 watts mostrou resultado com-
pativel com os principios reparacionais desejados,
como observado por Cechini*, 1995, Niccoli-Filho
& Okamoto', 1994, Clayman & Kuo®, 1997 e
Bryant et al.?, 1998.

A resposta fototérmica depende da temperatu-
ra, quantidade de dgua, composi¢do e condicdes
do tecido irradiado, sendo que o entendimento da
interacdo destas varidveis ndo s6 aumenta nossa
habilidade de prever a resposta tecidual apés a ir-
radiacdo, como também, contribui significantemen-
te com nossos esforcos em desenvolver parame-
tros compativeis com os procedimentos cirdrgicos.
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Small et al.’, 1979, Catone & Alling®, 1997 ¢
Friesen et al.'', 1999 observaram um atraso no pro-
cesso de reparo em feridas provocadas pela radia-
¢do laser de CO,, quando comparadas as incisdes
com bisturi. Segundo estes autores, este fato rela-
ciona-se com a demora na reabsorcdo do tecido
carbonizado, diminuindo assim a atividade fibro-
blastica, formacdo do tecido de granulagdo e retar-
do do inicio da reepitelizagdo, sendo a presenca de
tecido carbonizado, observada histologicamente em
nossa pesquisa, a qual nao foi observada nos tem-
pos subseqiientes.

Concordamos com Niccoli-Filho'?, 1995 que a
resposta fotobioldgica obtida pelo uso da radiacdo
laser é resultado das mudancas fotoquimicas, foto-
fisicas e/ou fototérmicas produzidas pela absorcao
da radiagdo eletromagnética ionizada; e, desta for-
ma, julgamos que o sistema de sensibilidade das
células de um determinado tecido a radia¢do € pro-
duto de probabilidades, tais como, de que a luz la-
ser, em um determinado comprimento de onda,
venha a ser absorvida pelas células e que esta ab-
sorcdo cause mudangas quimicas e/ou fisicas, be-
néficas a célula, contribuindo para uma resposta
bioldgica efetiva.

Nossos achados nos levam a concordar com
Niccoli-Filho et al.'® 1999, que afirmaram que o
laser de diéxido de carbono tem grande aplicabili-
dade na 4rea de cirurgia buco maxilar, podendo
realizar incisGes com auséncia de sangramento,
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disseccdo de retalhos, falta de necessidade de con-
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e/ou atraso significantes na cronologia de reparo,
mostrando-se esta poténcia, adequada para o uso
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