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RESUMO

Segundo a Organiza¢do Mundial de Siude (OMS), o alcoolismo é hoje um dos principais
problemas de satde publica mundial. E notério que o consumo crdnico de alcool pode
trazer danos irreversiveis ao organismo, principalmente s mucosas que sofrem sua aglo
direta, como a bucal e as do trato gastrintestinal  ObservacBes clinicas de pacientes
alcoolatras demonstram que eles apresentam atraso no processo de cicatrizagio e elevado
indice de infecgOes pods-operatérias. Assim sendo, o objetivo do presente trabalho foi
estudar o reparo de lesbes produzidas cirurgicamente na mucosa bucal da bochecha de ratos
submetidos ao alcoolismo crfnico experimental Quarenta ratos machos adultos da
linhagern Wistar foram divididos em dois grupos. O grupo tratado recebeu dieta solida,
mais solugdo de etanol a 25%, ¢ o grupo controle recebeu a mesma dieta, porém sem adicdo
de etanol. A dieta foi mantida por 270 dias. As lesdes foram feitas na mucosa da bochecha
com um instrumento tipo “punch” ¢ nio foram suturadas. Cada grupo foi subdividido em 4
subgrupos sacrificados respectivamente com 24, 48, 72 e 240 horas pos-cirtirgicas.
Amostras coletadas foram processadas histologicamente e coradas em H/E. Outras
amostras foram divididas em duas partes, as quais foram processadas respectivamente para
observagdo em microscopia eletrdnica de transmissio e de varredura. As observaces
macroscopicas, microscopicas ¢ ultraestruturais demonstraram que, nos animais tratados, o
consumo de solugdo de etanol aumentou os espacos intercelulares das células epiteliais,
diminuiu a quantidade e migrac8io de leucocitos, ocasionou atrofia das células basais, assim
como aumentou as inclusdes lipidicas em seu citoplasma e induziu aumento de descamacio
celular do epitelio da mucosa em estudo. Com base nesses resultados, pode-se inferir que ¢
consumo cronico de solugdo de etanol a 25% foi danoso ao processo de reparacio de lesdes

cirirgicas na mucosa bucal de ratos.
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ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), the alcoholism is today one of the
biggest problems of public heaith in the world. Is notorious that the chronic consumption of
alcohol can bring irreversible damages to the organism, specially to the mucous membranes
that suffer its direct action, as the buccal and the of disgestive system. Clinical commnets
of alcoholic patients demonstrate that they present delay in the healing and high index of
postoperative infections. The goal of the present work was to evaluate the phases of the
healing of surgical lesions in the buccal mucous membrane of rats submitted to the
experimental chronic alcoholism. 40 adult male rats of the Wistar ancestry were divided in
two groups. The treated group received solid diet plus ethanol solution to 25% and the
group control received the same diet plus solution without alcohol. The diet was maintained
by 270 days. The metoth was to lesions in the mucous of oral cavity with a punch's tipe
dermatological instrument. The lesions were not sutured. Each group was subdivided in 4
sub-groups sacrificed respectively with 24, 48, 72 and 240 after-surgical hours. Fragments
collected were processed histological form to Hematoxiline and eosine (F/E), stain. Other
fragments were divided in two parts, which had been processéd respectively for comment

in electronic microscopy of transmission and of Scanning. The mMacroscopic, Mmicroscopic

and ultrastructural results demonstrated that in the treated animals, the consuption of
ethanol solution magnifield the intercellular spaces of the ephitelial cells, diminished the

production and migration of leucocytes, caused atrophy of the basal cells, as well,

magnifield the lipid droplets into its cytoplasm and induced increase of cellular scalling off
in the epithelium stratumof the mucous membrane in study. Based in those results to can

affirm that, the chronic consumption of ethanol solution to 25% was harmful to healing of

surgical lesions in the buccal mucous membrane of rats.
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INTRODUCAO

O alcoohisme

O alcoolismo tem se mostrado nas dltimas décadas, um dos principais
problemas de sande puablica no Brasil e em paises do mundo todo, sendo o causador de
centenas de milhares de Obitos prematuros, contribuindo em consideraveis gastos nacionais
em saide ¢ sendo responsavel pela perda de produtividade na populacio economicamente
ativa. Segundo disponiveis no site da Organizacio Mundial de Satde {OMS), seu consumo -

entre a populacdo jovem (12 2 17 anos) tem crescido assustadoramente {WHO, 2001}

De acordo com um levantamento realizado pelo Grupo Interdisciplinar de
Estudos de Alcool e Drogas (GREA) do Instituto de Psiquiatria do Hospital das Clinicas,
em S3o Paulo, cerca de 15% da populagdo brasileira ¢ alcodlatra. Dados obtidos em outros
paises giram em torno de 12% a 13%, segundo o coordenador do grupo, Arthur Guerra de
Andrade. No Brasil, 45% dos jovens entre 13 e 19 anos envolvidos em acidentes haviam
ingerido bebidas alcodlicas (pesquisa realizada em cinco capitais do pais) e 90% das
internagbes em hospitais psiquidtricos por dependéncia de drogas acontecem devide ao

alcool. (GREA, 2001)

Segundo o Prof. Dr. Antony Wong, toxicologista, diretor do centro de
assisténcia toxicologica (CEATOX) do Instituto da Crianca do HC da cidade de Sao Paulo,
o problema do alcoclisme no Brasil estd associado aos fatores socicecondmicos. Nas
empresas, por exemplo, o excesso de dlcool associado ao consumo de drogas causa sérias
perdas financeiras ¢ de imagem ptblica. E responsavel por uma queda de produtividade
equivalente a 500 milhdes de délares por ano, responde por 25% dos acidentes de trabalho

€ 0s usuérios faltam dez vezes mais do que os ndo usuarios. Dados da Secretaria da Saude
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do Estado de S#o Paulo revelaram que cerca de 50% das internagdes em hospitais
psiquiatricos estdo relacionadas com o uso abusivo de alcoo! (SCHEINBERG, 2001). Em
um estudo recente com dados especificos para a grande S#o Paulo, Carlini-Cotrin e Chasin
{(2000), esmdaram alcolemia em mortes com causas externas em pessoas com 13 anos ou
mais no Instituto Médico Legal (IML) em 1994, Resultados positivos para alcolemia foram

encontrados em 53,2% dos pedestres e 50,6% de todas as vitimas de acidentes de carro.

Em 1993, na décima revis@o da Classificagio Internacional de Doencas feita
pela Organizagdo Mundial de SalGde, o alcoolismo cromico foi classificado, entre os
transtornos mentais ¢ comportamentais decorrentes do uso de 3lcool, como sendo um
conjunto de fendmenos comportamentais, cognitivos e fisiologicos que se desenvolvem
depois de repetido consumo de uma substéncia psicoativa, tipicamente associado ac desejo
poderoso de tomar a droga, a dificuldade de controlar o consumo, & utilizagdo persistente
apesar das suas conseqliéncias nefastas, a uma maior prioridade dada ao uso da droga em
detrimento de outras atividades e obriga¢des, 2 um aumento da tolerdncia pela droga e, por

vezes, a um estado de abstinéncia fisica (CID-10: F10. 2 - WHO, 2001).

G etanol ou élcool etilico € uma molécula pequena, de peso molecular 40,
composto por dois dtomos de carbono. E considerado um solvente universal, sendo trinta
vezes mais solivel em 4gua do que em lipides, concentrando-se, por esse motivo, em
érgdos com maior conteido hidrico (LEHNINGER, 1991). O etanol € o principal
componente das bebidas alcoolicas, sejam elas destiladas ou fermentadas. A sua absorcio
ocorre principalmente através das mucosas do trato gastrintestinal, sendo também
absorvido no trato respiratorio (nos alvéolos) e através da pele, principalmente em criangas.

Apos a ingestdo, a absor¢Ho da soluggo de etanol € rapida no tubo digestorio. Cerca de 20%
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sdo absorvidos no estdmago e 80% no intestino delgado, principalmente no duodeno. O
etanol distribui-se praticamente por todos os liguidos corpéreos, intra e extracelulares
(LARANIEIRA, 1996) Ap6s a absorgiio, cerca de 20 a 90% do etanol sofrem
metabolizagho hepatica, 2 a 10% s#o excretados inalterados, através dos pulmdes, rins, suor
e saliva, e o restante € metabolizado em outros tecidos dos sisteras nervoso & muscular A

concentragdo de etanol € baixa nos tecidos &sseo e adiposo (FORTES 1997 e

LARANIEIRA, 1996).

A metabolizago completa do etanc! realiza-se entre ocito a dez horas, e a
velocidade de sua remoglo varia de acordo com fatores étnicos, idade, presenca de
patologias hepaticas, como esteatose hepatica e cirrose e uso de drogas, entre elas o etanol,
A degradagio do etanol se faz em 2 etapas: a primeira consiste na sua transformacio em
acetaldeido e realiza-se principalmente no figado; na etapa seguinte, o acetaldeido é
convertido em acetato, e a principal enzima responsavel pela sua oxidagio & a acetaldeido-

desidrogenase, encontrada no citosol e na matriz mitocondrial do hepatocito. (LI 1983)

A mucosa bucal

A cavidade oral, tanto no homem como no rato, é revestida por uma tinica
mucosa que desempenha diversas funcdes, a maior delas € proteger os tecidos mais
profundos da cavidade oral. Entre suas outras funcdes, encontram-se a de atuar como orgéo
sensorial ¢ a de servir de local de atividade glandular. Esta ttnica mucosa recebe o nome de

mucosa bucal. (Fig 1). (TEN CATE, 1994).
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Basicamente, tanto no rato como no homem a mucosa bucal é constituida
por dois tecidos: o tecido epitelial na superficie e o tecido conjuntivo que, localizado
subjacentemente a este, ¢ denominado iamina prépria e confere sustentagdo e nutricio ao
epitélio. O epitélio de revestimento da mucoesa bucal é do tipo estratificado pavimentoso.
No homem ele € queratinizade em algumas regides e em outras nfo, porém no rato ele é

queratinizado em toda sua extensio.

Esse epitélic € constituido por varias camadas de células cujas mais
profundas que ficam sobre 2 membrana basal constituem a denominada camada basal. Apos
a citocinese, por mecanismo amnda nfo definido, uma célula permanece na camada
germinativa € a outra se modifica e migra para o estrato suprajacente que ¢ denominade
estrato ou camada espinhosa. Do estrato espinhoso, as células epiteliais, que também sio
denominadas queratinocitos, continuam se modificando morfologicamente de células
poliédricas ricamente unidas entre si por desmossomos proeminentes, passando i forma
achatada para constituir a camada superficial nas 4reas em que o epitélio ndo ¢
queratinizado. Nas regides queratinizadas, as células da camada espinhosa, além de se
achatarem, v@o sintetizando os denominados granulos de queratohialina, que nos cortes
histologicos corados pela técnica de hematoxilina e eosina comportam-se basofilicamente,
corando-se basicamente pela hematoxilina. O estrato constituido por estas células epiteliais
ricas em granulos de queratohialina ¢ chamado de camada granulosa. Na superficie desta,
encontra-se entdo a camada de queratina ou estrato corneo. Essa camada, por sua vez, pode
ser constituida por uma estrutura eosintfila ¢ homogénea ao microscopio Optico, que é
denominada ortoqueratina, ou entdo apresentar restos de queratindcitos que sofreram o

processo de necrobiose e, nesse caso, ser denominada paraqueratina. (KUCHINSKI, 2000 )
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O conjuntivo dessa mucosa ou a 1amina propria divide-se em camada papilar
e camada reticular. A camada papilar projeta-se superficialmente como se fossem dedos em
direcio aoc epitelio de revestimento, formando as papilas conjuntivas {delomorfas). Estas
papilas variam em profundidade e quantidade nas varias regides da boca, sendo que as
areas de maior solicitagdo meclnica, como as regifes do palato duro, apresentam maior
numerc de papilas alongadas para ofereceremn maior resisténcia friccional ao epitélio. Na
camada papilar as fibras colagenas s3o delgadas e est3o num arranjo frouxo como muitas
algas capilares presentes. A camada reticular, em contraste, é constituida por fibras que
tendem orientar num plano paralelo & superficie epiteliall A lémina prépria encerra
fibroblastos, macrofagos, mastocitos, linfocitos, vasos sangiiineos, elementos nervosos e
fibras colagenas, elasticas e oxitaldnicas embebidas numa substincia fundamental amorfa.

Unindo o epitélio de revestimento & lamina propria, existe uma estrutura
formada por colageno tipo IV e complexa glicoproteicos, a qual se denomina membrana
basal, que pode ser destacada visualmente em nivel da microscopia 6ptica pela reacio do
acido periddico de Schiff ou impregnagio argéntica.

Abaixo da lamina propria existe a submucosa que se interpde entre a mucosa
e os tecidos subjacentes: adiposo, muscular e ésseo.

As glandulas salivares menores, que existem em certas regides da mucosa
bucal, normalmente estdo na ldmina propria ou nas proximidades da limina propria
submucosa. Muitas vezes, ¢ possivel encontrar algumas glindulas sebaceas na limina
propria, constituindo os chamados granulos de Fordyce. ( KUCHINSKI, 2000 )

Ha quatro tipos de mucosa revestindo a cavidade oral, sio eles:

¢ Mucesa de transiclo: consiste na regido de transicio da pele que

coniém o8 anexos Ccutdneos € a mucoss interng do Idbio. Nessz
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regido, as papilas epiteliais sdo longas e apresentam alcas capilares
que conferem a coloragio avermelhada intensa do local E uma
regido desprovida de gldndulas salivares, mas pode conter algumas
glindulas sebaceas. O epitélio de revestimento nessa regifo de
transi¢do mucocutinea, que € denominada vermelhidio do I4bio, é
do tipo pavimentoso estratificado queratinizado.

Mucosa de revestimente: reveste o ventre da lingua, a face intema
dos labios, as bochechas, o assoalbo da boca e o processo alveolar
até a gengiva. Geralmente ¢ flexivel e apresenta a ldmina prépria
com tecide comjuntivo frouxo, cujas fibras colagenas e el4sticas
seguem um trajeto sinuoso. As fibras elasticas ajudam no
deslocamento da mucosa de revestimento, principalmente na sua
posicdo de retorno aos tecidos internos, comeo em direcio aos
musculos, .durante a mastigacdo. Seu revestimento epitelial € do tipo
pavimentoso estratificado ndo queratinizado, com papilas pequenas e
em menor Nimere que na mucosa mastigatoria.

Mucosa mastigatéria: reveste a mucosa do palato duro e a gengiva
inserida, € aquela que recobre as areas expostas as forcas
compressivas e de atritos impostas pela mastigacio dos alimentos. A
lamina propria dessas regides ¢ espessa, com densa rede de fibras
colagenas na forma de espessos feixes que estdo intimamente
associados, seguinde um trajeto direto entre seus pontos de
acoragem. O epitélic de revestimento € pavimentoso estratificado

ortoqueratinizado ou, as vezes, paraqueratinizado, com papilas
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epiieliais alongadas ¢ em maior quantidade por espago em relacio 2
mucosa de revestimento. A mucosa mastigatoria se apdia sobre
estruturas 6sseas e se liga firmemente ao peridsteo.
® DMucosa especializada: recobre o dorso da lingua e tem funcio
sensorial. E nessa regifio que se encontram os botdes gustativos
responsavels pelo paladar. (GARDNER, 1978)
Aléem dos queratindcitos, encontram-se na faixa epitelial as células de
Langerhans, que sdo derivadas da medula Ossea e atuam como parte do sistema
imunolégico, realizando o processamento de antigenos, os melandcitos, que sio células
dendriticas sem desmossomos ou tonofilamentos e fazem a sintese de melanina que é
transferida para os queratinOcitos vizinhos, e as células de Merkel que sio derivadas da
crista neural e se localizam no nivel da camada basal e apresentam proximidades com fibras
nervosas € sdo responsaveis pela percepgio tactil.
As bochechas s@c as paredes jugais, constituidas pela fusio da comissura
que une 0s processos maxilares e mandibulares. SHo as porcBes salientes das faces. A
histologia da porgdo externa € semelhante & histologia da pele fina, e a porcio interna é
revestida por epit€lio pavimentoso estratificado escamoso nfio queratinizado, com nucleos
picndticos, lamina propria de conjuntive frouxo apresentando grande quantidade de fibras
elasticas. No rato o epit€lio encontrado nessa regido € estratificado pavimentoso
queratinizado.
A submucosa conecta a lamina propria 4 delgada fascia dos musculos. Sua
histologia € conjuntiva, com o tecido adiposo bem desenvolvido. Contém também as
porgdes secretoras das glandulas. As glandulas salivares menores s3o encontradas entre os

feixes do musculo bucinador. As fibras elasticas da 1amina prépria evitam o pregueamento
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da mucosa € também a interposicio das pregas entre as arcadas dentarias durante a

mastigacio.

Fig 1- Componentes teciduais da mucosa bucal *
* TustracZo do livro Histologia Bucal, TEN CATE. R A, 1994,
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A reparaciao

Reparagdo € o processo através do qual os tecidos restabelecem um arranjo
morfologico e fisiclogico depois de sofrerem uma injtira.

Quando ocorre uma injuria, sangue e plasma extravasam para a area
agredida, trazendo células e substincias quimicas que dio origem a uma série de eventos:
coagulagdo, inflamagiio, mobilizagdo de células, formagio de tecido de granulagio,
reparacio e remodelacio. A reparaciio pode ser chamada de regeneregdo, quando a
subtituuicdo do tecido lesado € feita a partir de células do mesmo tipo daquelas que se
perderam, voltando o tecido 4 sua estrutura anterior. E chamada cicatrizagio, quando o
reparo se faz a custa da proliferacéo de tecido conjuntivo fibroso, deixando, no final, uma
cicatriz na mairoira das vezes. (COTRAN, 1999),

Estudaremos estes eventos relacionados a uma ferida incisional no tecido
gengival. A incisdo serd realizada através do epitélio, matriz do tecido conjuntivo e
capilares da regifio.

Coagualacio e inflamacio.

As primeiras alteraces de uma injiiria ocorrem em nivel vascular. Observa-
se uma vasocostrigdo transitoria que dura alguns segundos ¢ é seguida de uma prolongada
vasodilatagio aumentando a permeabilidade vascular. Constituintes sangiiineos saem em
direcdo a ferida que tem sua pressio hidrostatica aumentada, levando ac actimulo de fluido
(edema). O aumento da pressdio extravascular € suficiente para causar o colapso de
capilares e veias adjacentes, contribuindo para o controle do sangramento.

O extravasamento sangiiinec permite a saida de células, plaguetas e outros

elementos sanglineos para o local da agressdc. As plaquetas chegam 2 ferida como
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resultade da hemorragia e sio ativadas pela exposigio do coldgeno dos capilares rompidos
(colageno tipo IV e V séo encontrados associados a pequenos vasos sangiiineos). Apos
serem ativadas, as plaquetas tornam-se gchatadas, projetando pseudépodos para awxiliar na
agregagdo com outras plaguetas. As plaguetas modificam sua forma para sumentar a érea
de contato com as estruturas subendoteliais expostas, liberando entfio seus granulos.

A agregaclio plaquetéria e a formagio de um tampio ocorrem em 3 minutos
apos a agressdo. O tampdo plaquetério auxilia no selamento temporario dos vasos
sangliineos lesionados. A Tromboxana possui agio vasoconstritora e ativa o mecanismo em
cascata da coagulagfo, levando 4 formagio da rede de fibrina que impede a movimentacio
do tampdo plaquetario. E um derivado do 4cido araquidonico, especificamente de sua

reagio de reducdo que pode ocorrer por duas vias enziméaticas: ciclooxigenase ¢

lipoxigenase.

Fenomenos celulares e inflamacio aguda

A diminuicdo da velocidade do fluxo sangiiineo faz com que células
sangilineas, principaimente polimorfonucleares neutréfilos (PMNs) e outros granuldertos
como os basofilos e eosindfilos, normalmente encontradas numa posicio axial dentro dos
vasos, passem a localizar-se proximo a parede endotelial. Este processo é denominado
marginagdo leucocitaria. Por diapedese, ap6s a sedimentagio nos vasos sanguineos, por
quimiotaxia, os granulécitos dirigem-se ao local da injtria.

Nas primeiras 24 horas apés a injuria, ocorre um réapido acumulo de PMNs,

o que constitul um sinal histolégico de inflamacio aguda. Sua funcio € a fagocitose e

digestao de material estranho e restos celulares.
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Os sinais clinicos da inflamagio aguda sio: der, caloer, rubor tumor e
perda da funcdo. Estes sinais indicam um aumento do fluxo sangiiineo na area (calor e
rubor), liberag8o de mediadores como as cininas (dor) e actimulo de fluido, resultando em
edema (tumor e perda da fungdio). (KUCHINSKI, 20600)

Os PMNs constituem a primeira linha de defesa e sio as primeiras células
fagocitarias a chegarem no local. Seus nimeros atingem o méximo durante o 1" diaz e
comegam a diminuir no 3° dia apés a agressdo, em parte, porque seu tempo de vida é de
dois dias. Os basoéfiles encontrados nos vasos sangiiineos podem migrar para os tecidos e
funcionar como um mastécito. Os baséfilos tém longa duragio e podem se multiplicar nos
tecidos. Também os linfocitos e plasmocitos podem ser ativados e migrarem para o local da

injaria.

Reparacio

Uma vez atingindo o pico do processo inflamatério agudo, outras atividades
comegam a modificar o ambiente levando & reparacio. Em nivel celular, ha uma
diminuicdo dos mediadores da inflamagio associado ao aumento dos fatores de
crescimento.

Durante as 12 horas iniciais apds a agressiio, as células epiteliais nas
margens da lesdo sofrem um processo de “desdiferenciacio”, tornando-se mais primitivas.
Isso resulta em modificacBes celulares: as células adquirem capacidade de realizar
movimentos ameboides, sofrem redugdio das organelas, suas membranas apresentam-se
enrugadas, possuem menos desmossomos, tém altas taxas metabolicas, sua superficie libera

receptores que interagem com componentes da lesio e tornam-se células fagocitarias.
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As células epiteliais modificadas aumentam o numero de fendas de
juncdo, melhorando a unifio entre as células. Utilizando o coagulo como superficie de
apoio, realizam movimentos amebdides em direcio aos fragmentos e a fibrina, que s3o
fagocitados no caminho {com a ajuda da colagenase ¢ do fator ativador do plasminogénio).
Realizam seu trajeto organizadas em fileiras de uma ou duas células localizadas entre o
coaguio e a base da lesfio. Ao se movimentarem, as células epiteliais t8m de formar a
Idmina basal que foi perdida. Elas produzem fibronectina, colageno tipo IV e V e dispem-
se laminarmente para formar uma membrana basal imatura.

Enquanto as células epiteliais nas margens da lesfic movimentam-se, a céhula
mais proxima se divide para preencher o espaco vazio. Isto se repete até que a lesdo seja
recoberta. No entanto, outras evidéncias sugerem que, 2 medida que as células epiteliais
margmais se movem, as células imediatamente abaixo assumem a posicio dianteira,
substituindo-as. A movimentacdo das células epiteliais cessa quando o contato celular é
restabelecido. A partir desse momento, as células epiteliais tornam-se mais diferenciadas e
comegam a multiplicar-se, eventualmente retornando ao seu arranjo estratificado original.
O rearranjo interno das células ocorre novamente para haver produgio de queratina como
atividade principal dessas células.

No centro do processo de reparagiio estio os macréfagos, que tém a
capacidade de realizar varias fungdes. A “batalha” mediada pelos macrofagos inclui o
desbridamento do local de reparagfo; liberacdo de mediadores do processo inflamatério e
enzimas; liberagdo de mediadores da reabsor¢io Ossea; liberagio de fatores angiogénicos

(AF) e liberag8o de fatores que promovem a proliferacio de células endoteliais e

fibroblastos.
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A fungdo do macrofago € mediada por fatores no interior do microambiente
da lesdo. O macrofago induz a formagio de noves vasos sangliineos através da liberacio de
AF e quimioatrativos para ¢ endotélio.

Os fibroblastos proximos & lesdio comecam a proliferar rapidamente,
migrando para o seu interior ¢ alcangado seu maior numero no 6 dia. O papel dos
fibroblastos € a produglo de substincias que irfio constituir o novo tecido conjuntivo,

participagdo na contracio da ferida e remodelaciio do tecido lesado.

{3 tecido de granulacio

Em respostas aos estimulos dos mediadores, os capilares do tecido
conjuntivo adjacente desenvolvem estruturas como brotos que se ramificam e formam
enovelados que penetram no tecido lesado num processo denominado angiogénese.

Para que ocorra a angiogénese, € necessaria uma degradacio
enzimatica da membrana basal de um vaso preexistente, migragdo das células endoteliais e,
por fim, maturagdoc e organizagfio em tubos capilares.

A heparina liberada pelos basofilos e mastécitos estimula a mnugracio
do endotélio capilar no coagulo. A heparina também estimula alguns dos fatores de
crescimento necessarios para a formacio de novos vasos.

Quando as ramificagBes dos capilares se encontram, formam um
tecido rico em vasos sangiineos, fibroblastos em seus produtos. Este tecido que substitui

gradualmente o codgulo € denominado tecido de granulacio.

O tecido de granulagio € rico em coldgeno e fibronectinas. Estas tém funcio

de organizagdo do tecido e sintese da matriz de tecido conjuntivo.
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Os fibroblastos do tecido de granulagio produzem 2 maioria dos
constituintes da matrz extracelular

O colagenc forma as fibras que conferem a0 tecido sua forca de tensio e
comstitui 60% do total do tecido gengival No tecido de granulago, predomina nicialmente
o colageno tipo 1L A medida que o tecido amadurece, estas fibras diminuem gradualmente
até chegarem aproximadamente 2 20% do colageno total.

A forga de tens@o da ferida aumenta a medida que a quantidade do colageno

tipo 1 aumenta. Durante o processo de reparagiio, o colageno é formado, destruido e

novamente formado,

A maturacio da ferida

A medida que a reparagao progride, a vascularizagio diminui, pois o tecido
de granulagdo € substituido por tecido conjuntivo jovem neoformado. Loge no inicio do
processo de maturagdo, principia-se a contragdo do tecido conjuntivo. A contracio envolve

a movimentagdo, nas bordas da ferida, de tecido conjuntivo e epitelial como um todo

(GABBIANI, 1971 ¢ KUCHINSKI, 2000),

Na ferida, sio encontrados miofibreblastos cujas propriedades sdo
semelhantes as das células da musculatura lisa. Os miofibroblastos sio decisivos no
processo de contracio da ferida (RYAN, 1997). Nas feridas com bordas afastadas e grandes
volumes de tecidos perdidos, a contragic é maior. Quando as bordas da ferida estio em
contato, a contracdo € menor. O resultado da contragio € uma area cicatricial bem menor
que o tamanho da ferida. Histologicamente, a cicatriz representa uma é4rea que possui

proporcionalmente maior quantidade de fibras colagenas do que células.
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A largura do coagulo formado entre as bordas da lesdo, determina se a
cicatrizag@o vai ocorrer por primeira intengiio (coagulo estreito) ou por segunda intengio

{defeito mais largo).

U tecido gengival cicatriza praticamente sem formagdo de cicatriz, enguanto
a mucosa alveolar forma tecido cicatricial em seu processo de reparagde. Na mucosa
alveolar ocorre também uma contragdio da ferida, que ndo € observada na gengiva inserida,

fato que ndo esté totalmente esclarecido.

A remodelagio € um processo que resulta no rearranjo das fibras colagenas e
proteoglicans. Pode-se observar um certo nivel de remodelagdo continua que ocorre no
sentido de manutencio do tecido normal. A remodelagdo € o resultado da destruigio do

colageno que foi depositado em excesso.

O reparo da mucosa bucal pode ser influenciado por fatores locais, como
ligiene oral, presenca de infecgSes locais, estado geral do individuo e uso de drogas.
(BOZZO, 1996) Estes fatores podem reduzir, retardar ou impedir o processo. Por exemplo,

a presenga de corpos estranhos pode retardar o processo de reparagio, porgque mantém a

reagdo inflamatéria local devido & agio mecénica irritante.

Os efeitos do alcoel no organisme

Varios trabalhos tém sido realizados com o objetivo de observar os efeitos
do consumo de alcool em varios tecidos, tais como intestino delgado (ZUCOLOTO, 1979),
prostata e vesicula seminal (MARTINEZ, 1993; CAGNON, 1996, COELHO, 2000),
estomago (AL-DAMOUK,1993), sobre a agdo do etanol sobre o sistema nervoso central e

periférico. (KALANT,1975) e sobre a mucosa bucal { MARTINEZ,1998).
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Sabe-se que ¢ alcool possui duas vias de a¢fo sobre o organismo — uma
direta, causada pelo intimo contato da droga com as mucosas, e outra indireta, efeito da
droga absorvida pelo organismc que apds encontrar-se na coirente sanguinea atinge a
intimidade de todos os tecidos do organismo (LIEBER,19%4 e LIEBER, 1999). A

gravidade dos danos causados aos tecidos esta diretamente relacionada 4 concentragdo do

alcool (MULLER, 1983).

Os efeitos do alcool no tubo digestério s&o mais evidentes, talvez por ser o
primeiro segmento corpdreo a receber elevadas concentragles do etanol  Diversos
sintomas e algumas doencas bem estabelecidas tém relacio com a ingestio alcodlica:

esofagite, alteragOes funcionais e inflamatérias do estémago e enterocolopatias.

O éalcool possui agdo deletéria a integridade da mucosa da laringe, podendo
ser demonstrada pelo aumento da renovaclo celular e alteragio na morfologia celular apos
a ingestdo do etanol (FRANCESCHI, 2000, FRANCESCHI, 1999, MAIER, 1999;
KELLER, 1965). De conhecimento geral € a associacfo do alcoolismo com a neoplasia
maligna do esdfago, principalmente entre aqueles individuos que ingerem vinho e cerveja.
(SIMANOWSKI, 1993) Existe a possibilidade de fregiiéncia 18 vezes maior de cincer de
esdfago no alcodlatra, fregliéncia esta que se eleva para 44 vezes maior quando o alcool

esta associado ao tabagisme (SCHLECHT, 1999).

Como foi demonstrado em ratos, o dlcool é capaz de agredir a mucosa do
estdmago e determinar diminvicio da produgdo de muco, da resisténcia da mucosa e da
diferenca de potencial. Observa-se também a inibigio do transporte ativo dos ions Na* , K*
e Cl 7, perda de proteinas e aumento da permeabilidade e da resisténcia elétrica da mucosa

por agdio do etanol (SEGAWA, 1998) O efeito crénico do élcool sobre o estdmago
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determina lesBes semelhantes 4 gastrite cronica e atrdfica no homem. Os individuos
alcodlatras mostram com maior freqiiéncia metaplasia intestinal e evolucio precoce de
gastrite superficial para atréfica (SEGAWA, 1998). Apés analisar a ingestio crénica de
alcool em ratos, ZUCOLOTO (1979) constatou o encurtamento das vilosidades intestinais,
diminuigiio do nimero de células epiteliais que recobrem estas vilosidades, bem como e
diminuicdo da altura dos enterécitos e aumento da atividade mitotica das células das

criptas.

O aleool etilico pode atuar diretamente sobre varios pontos do sistema
imunitdro, diminuindo a resposta imune do individuo sob seu efeito. A afividade de
polimorfonucleares neutrdfilos e de macréfagos esta diminuida. O alcool etilico leva a uma
deficiéncia de fatores quimiotaticos de neutrdfilos e diminuicio da atividade dos
macrofagos aumentando dessa forma o risco de proliferagio de focos infecciosos no

organismo {FORTES 1997).

Ha evidéncias de que individuos alcodlatras e animais exXpostos &
administragdo de alcool associado ao uso de nicotina, exibam diminui¢do da secregio de
saliva, desenvolvimento de inflamagfio crénica na mucosa bucal e aumento da incidéncia de

leucoplasias (BOFETTA, 1992; JABER, 1999; MACLUSKEY, 1999).

MASCRES (1981) realizou estudos histoquimicos e ultraestruturais da
mucosa bucal de ratos apos a administracio cronica de dlcoo! durante 98, 200 e 290 dias.
Foram observados em todos os grupos experimentais, mas em dimensdes diferentes, o
espessamento do epitélio, figuras com aspecto de mielina (ERICSSON, 1973} e atividade
do DNA aumentada, abordada por metil-pirona. Estas modificagdes sugeriram que o alcool

¢ capaz de alterar as células, ou seja, torna-as mais frageis.
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MAJTER (1994) afirmou que o alcoolismo crdnico causa atrofia das
glandulas salivares associada 4 deposigio intra e extracelular de lipideos. Esta atrofia leva

diminui¢ic da produgio de saliva, expondo, dessa forma, a mucosa bucal 8 maior

concentracdo de agentes carcinogénicos.

MA SCRES (1984) analisou alteragdes morfolégicas na mucosa bucal e
esofagica de ratos apls a ingestdo crbnica de élcool A atrofia epitelial constatada ndo
ocorreu por redugdo do nimero de camadas de células, mas pela diminuicdo do volume das
células basais. Sinais discretos de displasia epitelial na mucosa esofagica, pleomorfismo
celular incluindo aumento e diminuicio do tamanho das células basais foram encontrados
apbs um periodo longo de consumo de alcool (200 a 290 dias). Estas alteragBes

assemelham-se 45 encontradas na sindrome de “Plummer-Vinson”, um estado pré-

cancerigeno no hormem.

Os efeitos do etanol nos receptores do fator epidérmico de crescimento da
mucosa bucal de ratos (sprague-dawley) foram analisados por WANG (1991). Os
resultados sugeriram que as alteraces relacionadas com a solugfo de etanol nos receptores
do fator epidérmico de crescimento das células bucais podem interferir com o processo de

renovagio epitelial, diminuindo a capacidade de defesa dos tecidos moles orais e causar o

inicio de displasias.

Observagtes clinicas em pacientes alcodlatras, nos hospitais e consultorios
odontologicos, demonstraram complicagdes no processo de cicatrizacdo da mucosa bucal,
além de maiores indices de infecgdes pos-operatérias (HARRIS, 1997; BARTOLD, 1999},

Sendo assim, torna-se relevante avaliar os efeitos da solucdio de etanol sobre a mucosa
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bucal, nas varias fases envolvidas no processo de reparacio tecidual de leses cirirgicas

dessa regifio.
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OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a reparacio tecidual de lesBes

confeccionadas cirurgicamente na mucosa bucal de ratos submetidos ao alcoclismo cronico

experimental por ingestéo de solucfo de etanol a 25%.
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MATERIAL E METODO

Protocole animal

Foram utilizados 40 ratos albinos (Rattus norvegicus, da linhagem Wistar),
machos adultos, com peso inicial aproximado de 150g, provenientes do CEMIB -
UNICAMP. Os animais foram divididos em 2 grupos com 20 animais cada. Um grupo
recebeu dieta sem adigdo de etanol e foi chamado de grupo controle. Outro grupo recebeu
dieta com solugdo de etanol a partir do 70° dia de vida e foi chamado de grupo tratado. O
etanol foi diluido na dgua numa concentra¢do inicial de 5% (Gay Lussac 5° =5% V/iv), com
aumente gradativo (semanal) de 10% até atingir-se a concentragdo final de 25%V/v, A
dieta alcodlica foi mantida por 270 dias. Os animais foram entfoc submetidos ao
procedimento cirurgico e cada grupo de animais foi entio dividido em quatro subgrupos
que foram sacrificados respectivamente em tempos de 24, 48, 72 e 240 horas apos a
confecgo das lesdes cirtirgicas.

O modelo de alcoolismo utilizado foi o semivoluntario, onde o etanol foi
adicionando na agua, sendo essa mistura (etanol + 4gua) ¢ Unico liguide coferecido aos
animais. A alimentagdo dos grupos foi 2 base de racfio solida (Nuvilab CR1) e agua (ad
libidum), trocadas semanalmente. Os ratos foram pesados quinzenalmente, ¢ os volumes de

agua e raco consumidos pelos animais foram verificados semanalmente.

Procedimentos cirireicos

Os animais foram previamente anestesiados com solugdo 1:1 de cloridrato de
Xylazina (Virbaxyl 2%) e Ketamina (Francotar), via intramuscular, na dose de 1,5ml/kg de

peso corporal. ApoOs a anestesia, os animais foram colocados em placa de contengio, em
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posi¢io de decubito dorsal. A boca foi mantida aberta com o auxilio de afastadores. As
lesBes cirurgicas foram feitas na mucosa da bochecha de ambos os lados da cavidade oral
dos animais, totalizando duas lesdes por animal. O instrumento utilizado para fazer as
lesBes cirirgicas fol o "punch” para bidpsia dermatolégica, com 2mm de diimetro. As
lesdes ciraurgicas foram confeccionadas com a colocagio do instrumento de corte no local
previamente selecionado, pressionado contra o tecido, girado em 360°, ¢ apds o corte, ©
instrumento foi puxado e a amostra de tecido cortada com tesoura na sua base inferior. As

bordas da ferida ndo foram suturadas,

Apos a confecqdo das lesBes cirlirgicas, o grupo de ratos tratados continuou a
receber dieta de rag@o € agua, porém sem adigio do etanol, a fim de evitar situaciio de

desconforto para 0s animais.

Para a coleta das amostras a serem estudadas, os animais foram novamente
anestesiados com solugdo 1:1 de cloridrato de Xylazina (Virbaxvl 2%) e Ketamina
{(Francotar), via intramuscular, na dose de 1,5ml/kg de peso corporal. Apés aprofundamento
da anestesia, os animais sofreram abertura abdominal sobre a linha alba e foram
sacrificados através de pneumotordx, com dilaceragio do miscule diafragma, seguida de
perfusdo intracardiaca. Os ammais foram perfundidos previamente com solugo de salina

tamponada e heparinizada ¢ depois com solugdio karnovisky 2%, num volume total de

500m! durante 2 horas,

O protocolo experimental utilizado neste trabalho estd de acordo com os
Principios Eticos de Experimentagio Animal, adotados pelo Colégic Brasileiro de
Experimentacdc Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissio de Etica Animal

{(CEEA) IB-UNICAMP, com os protocolos n° 108-1 e 108-2 (Vide Anexo 2).
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Procedimentos para microscopia de luz

As amostras da mucosa da bochecha direita, apos sua remogio, foram
fixadas em Formol a 10%, com tampio de cloreto de soédic por 24 horas, incluidos em
parafina liquida a 60°, para confeccdic de blocos para microtomia. Para cada animal foram
confeccionadas 2 l&minas contendo 10 cortes semi-seriados, de Sum cada, corados em

solugbes de hematoxilina e eosina (H/E), totalizando, dessa forma, 20 cortes por animal.

Procedimentos para microscopia eletrdnica de transmissio

As amostras da mucosa da bochecha esquerda, apds sua remocdo, foram
fixadas em Giutaraldeido 2,5%, com tampfio fosfato por 24 horas, pos-fixadas com
Tetréxido de Osmio a 1% por duas horas e incluidos em resina plastica (Araldite). Ap6s a
confeccdo dos blocos, o material foi trimado, ento cortes semifinos (0,5um) foram feitos e
corados com Azul de Toluidina, para pré-seleciio da 4rea de corte. Apoés a confecgio dos
cortes ultrafinos (0,1pm) os mesmos foram montados em telas de cobre de 200 Mesh e
contrastados com Acetato de Uranila (WATSON, 1958) e Citrato de Chumbo
(REYNOLDS, 1963). O material foi observado e fotografado em microscopio eletrénico de

transmissde LEQ 906, pertencente ao Laboratdrio de Microscopia Eletrdnica do Instituto de

Biologia - Unicamp.

Procedimentos para microscopia eletronica de varredura

As amostras de tecido foram fixadas em Karmnovsky 2,5%, com tampio
cacodilato de sodio 0,05M pH 7.2 por 24 horas e pos-fixados com Tetroxido de Osmio por
1 hora. Apo6s fixagio, as amostras foram novamente reduzidas, desidratadas em graduacdes

crescentes de acetona, secas a0 ponto critico e cobertas com ouro. Para cada animal foi
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selecionada aleatoriamente 1 amostra, totalizando 20 amostras por grupo. Tal numero de
amostras esta dentro dos padries estatisticos preestabelecidos para 5% de significincia. Nas
analises em microscopia de varredura, foi considerado apenas o grupo como um todo, sem

as subdivisbes em tempos cirGrgicos.

As amostras foram observadas e fotografadas no microscopio eletrénico de
varredura MEV  JMS-5800LV-JEQOL, pertencente ao Laboratério de Microscopia

Eletronica do Instituto de Biologia — Unicamp. Os negativos foram revelados e ampliados

no mesmo laboratdrio.

Parimeiros de avaliacdo das amosiras

As avaliagbes microscopicas e morfométricas do processo de reparagio

tecidual foram feitas levando-se em consideracdo os seguintes pardmetros:

Microscopia de Luz

i- Numero de camadas celulares do epitélio.

2- Nuamero total de células do infiltrado inflamatério por campo
observado.

3- Namero de neutrdfilos e sua respectiva porcentagem por campo
observado.

4- Numero de linfécitos e sua respectiva porcentagem por campo
observado.

5- Numero de mastocitos € sua respectiva porcentagem por campo

observado.
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6~ Namero de outras células nfo inflamatérias (fibroblastos,
fibrocitos, macrofages, células endoteliais e células mesenquimais)

€ sua respectiva porcentagem por campo observado.

Microscopia Eletronica de Transmissio

I- Fragdes de volume nuclear da célula basal.

2- FragBes de volume citoplasmatico da célula basal.

3- Fragbes de volume total da célula basal.

4- Presenga ou auséneia de vactolos digestivos nas células epiteliais.

5~ Presenca ou auséncia de gotas lipidicas intracelulares nas células
epiteliais.

Microscopia Eletronica de Varredura

1- Organizagio celular do tecido epitelial nas regides peri lesio

2- Presenca de alteragdes morfologicas epiteliais nas regides peri

lesdo.

Procedimento para andlise gquantitativa em microscopia de luz

De acordo com orientagio estatistica para 5% de significhncia, foram
selecionados aleatoriamente 4 cortes de cada animal, totalizando 20 cortes por subgrupo
experimental. Os cortes foram observados sempre da direita para a esquerda e de cima para

baixo.

Os niimeros de camadas epiteliais, assim como os ntimeros total ¢ parcial de

células do infilirado inflamatério, foram obtidos com o auxilio de uma ocular 10X graduada
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com 100 pontos, fixando-se as observagBes com a objetiva de 100X A medicdo se deu

contando o nimerc de células ou camadas epiteliais por campo observado em cada corte

{(MANDARIM-DE-LACERDA 1599).

Procedimento para anslise guantitativa em microscopia eletrdnica

A quantificagio das densidades de 4rea ou fragdes de volume do micleo,
citoplasma e total celular das células basais epiteliais foi realizada utilizando-se 4
eletromicrografias de cada animal, nos respectivos subgrupos, nos guatro tempos
experimentais. O aumento foi fixado em 2784X e a2 ampliacio das eletromicrografias em 2
vezes. Foi aplicada sobre cada eletromicrografia uma folha de acetato, com o sistema-teste
Weibel composto por 42 segmentos de retas paralelas com 1,7cm de comprimentc. Para
quantificar as fragBes de volume {(um?/ um’) foi utilizada a estereologia. Os calculos foram
realizados a partir do niimero total de pontos sobre a micrografia {n) do niimero total de

pontos sobre cada estrutura, no caso, o citoplasma (n’) e o micleo (1) (MANDARIM-DE-

LACERDA, 1995),

Procedimentos para andlise estatistica
Para o estudo da variavel peso corpéreo (g), foram construidos os limites do
intervalo de tempo com 95% de confianca para a resposta média. Considerou-se

significante a ndo-equivaléncia dos limites inferiores e superiores entre os grupos, fixado o

tempo (NORMAN, 1994},

As variaveis consumo didrio de ragiio por animal(g), consumo didrio de

liquido por animal (mi), Kcal totais ingeridas diariamente por animal (kcal), kcal vindas da
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racdo ingendas dianamente por animal (kcal), tiveram seu estudo realizado com base em

analise simples com graficos de linhas,

O estudo das variaveis numero de camadas epitelials, namero de células
totais no infiltrado inflamatério, nimero de neutrdfilos no infiltrado inflamatério, ndmero
de linfocitos no infiltrado inflamatério, nadmero de mastdcitos no infiltrado inflamatorio,
numero de outras céhulas do infiltrado inflamatério, porcentagem de neutréfilos no
infiltrado inflamatério, porcentagem de linfécitos no infiltrado inflamatério, porcentagem
de mastocitos no infiltrado inflamatbric e porcentagem de outras células no infiltrado
inflamatorio, segundo grupo e momento de sacrificio, fol realizado utilizando-se a téenica
de analise de varidncia ndo-paramétrica para modelo com dois fatores, sendo o primeiro
fator o grupo e segundo fator o momento de sacrificio (NORMAN, 1994), complementada

com os testes de comparagdes multiplas.

Para indicacio da significincia dos resultados obtidos nos testes, foram
utilizadas letras minusculas na comparagio dos grupos, fixado o momento de sacrificio e
letras maitsculas para momento de sacrificio dentro do grupo. A interpretagio das letras foi

feita da seguinte maneira:

1. Duas medianas seguidas de uma mesma letra mindscula nio diferem quanto as

* respostas dos grupos dentro do momento de sacrificio.

2. Duas medianas seguidas de uma mesma letra maiUscula nioc diferem das respostas do

momento de sacrificio dentro do grupo.

Todas as conclusdes dos testes aplicados foram discutidas com nivel de 5%

de significancia.
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RESULTADOS

Aspecios Macroscoépices

24 horas pés-ciriirgicas

Nos animais do grupe conirole, 2 mucosa préxima & lesdo estava
edemaciada, avermelhada, e a lesdo cirfirgica tinha aspecto sanguinolento, caracterizado
por ulceragio moderada, com exposigdo do tecido conjuntivo em estado necrético, em
quatro dos cinco animais observados. Em um animal observado, a lesdo cirtirgica tinha
pontos hemorragicos e presenga do codgulo sangilineo. No grups tratado, os cinco animais
apresentaram as feridas com aspecto ulcerado e exposiciio de tecido conjuntivo. Em

nenhum animal tratado foram encontrados pontos hemorragicos na regidc da lesdo.

48 horas poés-ciriirgicas

No grupe controle, em trés animais & mucosa estava menos edemaciada, com
retragio das bordas da ferida, e nos outros dois animais permaneceu o aspecto
sanguinolento da lesdo cirurgica, com ligeira retracic das bordas da ferida. Nos cinco
animais do grupo firatado, a regido da ferida estava bastante edemaciada, tinha ainda

aspecto sanguinolento e sem retra¢do das suas bordas.

72 horas pos-cirdrgicas

Nos cinco animais do grupo controle, a lesdo cirfirgica estava contraida e
com coloragdo esbranquicada. Em dois animais do grupo foi notada a presenca de edema
nas bordas da ferida. No grupo tratade, todos os animais tinham as bordas da ferida

bastante edemaciadas. Apesar da retracdio, a lesfo cirGirgica estava bern visivel,
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240 horas pés-ciriirgicas

Em ambos os grupos, tratado e controle, as observagBes macroscépicas
revelaram reparagdc completa da les8o cirlirgica em todos os amimais. A mucosa estava

higida, com textura e ¢coloragio normais, sem ulceracGes, fissuras ou escamacies.
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Aspectos Microscépicos - Microscopia de Luz

24 horas pés-cirfirgicas

Em todos os cortes a lesfio cirirgica pdde ser observada. Em um dos
animais do grupoe controle, restos de codgulo sanglineo permaneceram sobre a ferida
(Fig.2A). Nos animais do grupo controle, as amostras apresentaram tecido epitelial
pavimentoso estratificado gueratinizado, composto por 9 a 15 camadas celulares. As células
basais eram alongadas, com niicleos seguindo o formato celular. Nos animais do grupo
tratado, foi observada diminuigdo do niimero de camadas celulares, que variou entre 6 ¢ 12
camadas. Esta dimimui¢@o do namero de camadas aparentemente resultoy na diminuicio da
espessura do epitelio. Neste grupo, as células basais eram arredondadas ou tinham aspecto
poliédrico, com micleo irregular (Fig.2B).

O infiltrado inflamatério encontrado nos cinco animais do grupo
controle, geralmente localizado no tecido conjuntivo da mucosa, proximo a lesio ciriirgica,
apresentava inumeras células de defesa migrando centriptamente dos tecidos vizinhos em
grande quantidade. Foram encontrados inGmeros granulocitos em toda mucosa e regidio de
submucosa (muscular). Foi notado, ainda, edema tecidual caracterizade por congestio
vascular e dissociacdo das fibras coldgenas em todo tecido circunvizinho 4 lesdo. Os poucos
eritrocitos observados encontravam-se nos espacos extravasculares, junto & matriz
extracelular ¢ as fibras colagenas (Fig. 2A e 2C). Provavelmente, devido & perfusio com
salina tamponada ¢ heparina, para preservagio do tecido coletado para analise em

microscopia eletronica. As figuras 3A e 3C permitem methor visualizagdo das células que

comp@em o infiltrado inflamatério em maiores aumentos.
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Nos animais do grupo tratado, foi encontrado tecido inflamatdric
pouco desenvolvido, com poucas células de defesa, geralmente concentradas nas margens
da lesdo e na superficie do coagulo sanguineo (Fig 2B e2D). Foi observado edema tecidual

em todos 0s animais do grupo. Ocorreu hipocromia das amostras coradas por H/E em

relacdo 208 animals controle.
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Figura 2

- A- Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha da bochecha em corte transversal de
animal do grupo controle, 24 horas apds o procedimento cirirgico. Formacio de
infiltrado inflamatorio (setas) abaixo da lesio cirfirgica (le). Tecido epitelial (Te)

remanescente. Notar presenga do codgulo sanguineo sobre a ferida cirurgica

{asterisco). Técnica: H/E. Aumento: 90X,

- B- Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha da bochecha em corte transversal de
animal tratado, 24 horas apds o procedimento cirdrgico. Formacio de infiltrado
inflamatério, com muitos granuldcitos dispersos na matriz extracelular edemaciada.

Notar concentracdo do infiltrado na superficie da ferida (setas), Tecido epitelial (Te).
Técnica: H/E. Aumento: 90X

— C- Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal do

grupo controle, 24 horas apds o procedimento cirtirgico. Infiltrado inflamatério {setas).
Técnica: H/E. Aumento: 290X

-~ D- Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal

tratado, 24 horas apés o procedimento cirlrgico. Formagio de infiltrado inflamatorio
(setas). Tecnica: H/E. Aumento: 290X
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Figura 3

~ A - Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal do
grupo controle, 24 horas apdés o procedimento cirdrgico. Células do infiltrado

inflamatorio. Técnica: H/E. Aumento: 356X,

— B - Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal do
grupo tratado, 24 horas apés o procedimento cirirgico. Células do infilirado

mflamatdrio. Téonica: H/E, Aumento: 356X

— € - Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal do

grupo controle, 24 horas apds o procedimento cirirgico. Células do infiltrado

inflamatdrio. Técnica: H/E. Aumento: 580X

— D - Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal do

grupo tratado, 24 horas apds o procedimento cirrgico. Células do infiltrado

inflamaténo. Técnica: H/E. Aumento: S80X
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48horas pos-cirdrgicas

Nos anmimais do grupo controle, aparentemente houve reducdc do
tamanho da lesdio cirirgica No tecido conmjuntivo ocorren diminuicio do nimero de
granuloeitos € menor dissociacio das fibras colagenas, o gue indica abrandamento dos
fenbmenos exsudativos e conseqiente reduciio do edema local (Fig. 4A). Foi notada a
presenga de alguns linfbcitos entre os macréfagos e neutrofilos, o que caracteriza a
substituigdo de uma populagiio celular por outra, no caso a substituicio dos neutréfilos por
linféeitos (Fig.4 A). Aparentemente ocorreu espessamento do epitélio localizado nas bordas
da ferida, com indicios de proliferacio celular na camada basal e no tecido de granulacio.
Em um animal foi encontrada apenas a ferida exposta e contraida, sem o espessamento
epitelial, com apenas leve indicio de proliferacio celular da camada basal. Em todos os
animais do grupo controle foi observada a revascularizacio na regido da lesdo cirurgica.

No grupo tratade, em todos os animais foi verificada retracio do tecido
epitelial apenas nas bordas da ferida e nfo foi observado o espessamento do epitélio.
Apenas em um animal houve indicio de proliferacio celular (Fig4 B). O numero de
linfocitos presentes no tecido de granulacio foi inferior ao encontrado nos animais do
grupo controle, com excegéo do grupo 24 horas pés-cirargicas, onde o namero de linfocitos
encontrados no grupo tratado foi maior que no grupo controle. No entanto, de modo geral,
Os animais apresentaram aumento da popula¢io de granulécitos, especialmente neutrofilos

e macrofagos (Fig4D). O nimero de mastécitos encontrados foi maior que nos animais

controle em todos os tempos de estudo.
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Figura 4

A- Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de amimal do
grupo controle, 48 horas apés o procedimento ciriirgico. Formacio de tecido de
granulacdo onde antes se encontrava o infiltrado inflamatdric (*). Tecido epitelial nas

bordas da lesdo (Te). Técnica: H/E. Aumento: 290X,

B- Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal do
grupo tratado, 48 horas apés o procedimento cirirgico. Notar as bordas da lesdo (Te) e

tecido de granulagdo empobrecido(*). Técnica: H/E. Aumento: 290X,

C- Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de amimal do

grupo controle, 48 horas apds o procedimento cirGrgico. Infiltrado inflamatério.
Técnica: H/E. Aumento: 580X,

D- Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal, 48

horas apés o procedimento cirdrgico. Infiltrado inflamatorio. Técnica: H/E. Aumento:;
380X,
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Foi notada em todos os amimais do grupo conirole intensa proliferagio
de células resultando no espessamento do tecido epitelial. O espessamento epitelial variou
de um animal para outro. Yol verificada a reepitelizacio parcial da ferida. Tal reepitelizacio
pode ser identificada pela presenga de uma delicada membrana ou camada de células basais
epiteliais na superficie do tecido de granulacdo, recobrindo total ou parcialmente a lesio
cirargica (Fig.5A). No tecido conjuntivo da mucosa puderam ser observados remanescentes
do tecido de granulacdo, rico em vasos sanguineos neoformados. Também foi notado
aumento do ntmero de fibroblastos na regiio onde antes se encontrava o tecido de

granulagic. Foi venficado em dois animais o inicio da produgBo de matriz extracelular

(Fig.5 A).

Nos animais do grupe tratado, a lesdo cirurgica pdde ser observada
com as bordas retraidas e proximas a lesdio abundante de tecido de granulagio. A
reepitelizacio da ferida ocorreu em dois animats (Fig. 5D), mas nfo houve nesses animais a
proliferacdo tdo intensa como verificada nos outros (Fig.5B). Ocorreu espessamento
epitelial, localizado nas bordas da ferida. Verificou-se discreta neoformaciio de vasos

sanguineos e presenga de alguns mastécitos na regifio da les@o (Fig. 5C).
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Figura 8

~ A~ Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal do
grupo controle, 72 horas apds o procedimento cirirgico. Reducio do tecido de

granulagdio (Tg). Notar proliferagio das células basais (*) Tecido epitelial {Te).
Técnica: H/E. Aumento: 3563

— B- Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal do
grupo tratado, 72 horas apos o procedimento cirirgico. Tecido de granulacio (Tg).

Notar prolifera¢do de células basais (*),Tecido epitelial (Te). Técnica: B/E. Aumento’
356X

— - Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal do
grupo tratado, 72 horas apds o procedimento cirirgico. Presenca de mastocito {m) no

mfiltrado celular. Vaso sangtiineo (v), tecido epitelial ({Te), neutrofilos (n). Aumento:
580X. H/E.

~ D- Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal do
grupo tratado, 72 horas apés o procedimento cirrgico. Em alguns animais notou-se
fechamento do epitélic em fina camada sobre exuberante tecido de granulagdo (*).

Tecido epitelial (Te). Técnica: H/E. Aumento: 3563
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240 horas pos-cirtireicas

Em todos os animais de ambos 0s grupos experimentais foi observada
completa reepitelizagio da lesdo cirargica. O tecido epitelial apresentou-se formado pelas
quatro camadas celulares que o identificam: basal espinhosa, gramular e cérmesz ou
queratinosa. Nos animais do grupo controle as camadas estavam definidas e caracterizadas,

foi notada formac@c de cristas epiteliais, o que, morfologicamente, sugere completa

reparacdo do tecido lesado (Fig. 6A).

Nos animais do grupo tratado, o tecido epitelial era morfologicamente
semelhante, com as camadas celulares definidas, porém sem a presenca das cristas epiteliais
(Fig. 6B).

Em todos os animais de ambos os grupos experimentais foi verificada

grande quantidade de fibras colagenas no local onde antes existia a ferida e auséncia de

infiltrado inflamatorio (Fig. 6 A e 6B).
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Figura 6

A~ Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal do
grupo conirole, 240 horas apds o procedimento cirGrgico. Auséncia de infiltrado
inflamatorio. Completa reepitelizacfo da regifio da ferida cirurgica. Notar a formacio

de cristas epiteliais (seta). Tecido epitelial (Te), tecido. Técnica: H/E. Aumento; 142X

B- Fotomicrografia de mucosa bucal da bochecha em corte transversal de animal do
grupo tratado, 240 horas ap6s o procedimento cirirgico. Auséncia de infiltrado
inflamatério. Completa reepitelizaciio da regifio da ferida cirtrgica. Notar auséncia de

papilas epiteliais (seta). Tecido epitelial {Te). Técnica: H/E. Aumento: 142X
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Microscopia Fletrfnica de Transmissio

MNos animais de ambos os grupos experimentais foi observado epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado, composto por quatro camadas distintas: estrato
basal, estrato espinhoso, estrato granuleso e, por Glfimo, estrato comea, queratinizada.
Todas as ceélulas epiteliais apresentaram, em comum, tonofilamentos intermediarios de
queratina como um componente do seu citoesqueleto, confirmando a descrigdo feita por
Squier (1994 ¢ 1984},

Neo grupo de animais controle, as células basais estavam em intimo
contato com & 18mina basal. Foram encontrados véarios hemidesmossomas entre as celulas
basais e & l&mina basal. As celulas basais tinham forma cubdide e milcleos com poucas
reentrincias na superficie, acompanhando o formato celular. A cromatina estava distribuida
de forma homogénea e o nucléolo era evidente na maioria das células observadas (Fig. 7TA e
7C). O citoplasma mostrou-se pobre em organelas e pouco eletrodenso. As mitocondnas
apresentaram forma oval ou circular, concentradas na porgdo proximal da célula. O reticulo
endoplasmatico encontrado foi granular (apresenta ribossomos em sua superficie). Os
ribossomos mostraram-se eletrodensos, porém de dificil visualizagio. O complexo de
Golgl, geralmente, podia ser visualizado como fina membrana localizada lateralmente em
relacdo ac nucleo. Nio foram encontradas gotas lipidicas em nenhuma amostra do grupo
controle (Fig. 8A).

Nos amimais do grupo tratado, as células basais tinham forma
poliédrica, nfo mantendo o padrio colunar ou cubdide; o nucleo apresentou forma
irregular, com prolongamentos ou protuberéncias (Fig. 7B e 7D). A cromatina nio estava

distribuida de forma homogénea, condensando-se proximo a membrana nuclear. Em
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algumas celulas era evidente o processo de degeneraciio nuclear, indicando a morte celular.
No citoplasma foram encontradas as mesmas organelas citadas e descritas no grupo
controle, porém com algumas alteragdes morfoldgicas; as mitocdndrias aparentemente eram
em menor numero se comparadas ao grupo controle. O complexo de Golgi, quando era
visualizado, apareniemente estava menor. O reticulo endoplasmatico nio apresentou
alteragbes comparando ao grupo controle. Foi possivel verificar a presenca de gotas
lipidicas em todas as amostras do grupo tratado (Fig. 8B). Estas gotas lipidicas de diversos
tamanhos, geralmente se localizavam préximo ao niicleo celular. Um achado importante foi
a aparente diminuicBo do nimero das jungdes celulares (desmossomas e
hemidesmossomas). Em todas as camadas celulares foi observado o aumento dos espacos
intercelulares, ndo observados nos animais do grupo controle. (Fig. $C). Foi verificada a
presenca de figuras com aspecto de mielina em alguns animais do grupo 24 horas (Fig 9A).
O nimero de mastécitos encontrados na regifio proxima & lesdo nos animais tratados foi

superior ao grupo controle. (Fig. 9E).
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Figura 7

A- Eletromicrografia de tecido epitelial da mucosa bucal da bochecha de animal do
grupo controle. Espagos intercelulares preservados (setas), células cuboides com

nucleos acompanhando o formato celular (n) e respectivos nucléolos (e). Lamina basal
(ib). Awmento: 3240%

B- Eletromicrografia de tecido epitelial da mucosa bucal da bochecha de animal do
grupc tratado. Espagos intercelulares aumentados (setas), nticleos celulares irregulares
(n) e respectivos nucléolos (e). Notar presenga de gotas lipidicas no interior

citoplasmatico (l1). Ldmina basal (Ib). Aumento: 3240X.

C- Eletromicrografia de células basais da mucosa bucal da bochecha de animal do

grupo controle. Notar espagos intercelulares preservados (setas), mitocdndrias (),

lamina basal (Ib}, niclec (n) e nucléclos (e). Aumento: 9292X.

D- Eletromicrografia de células basais da mucosa bucal da bochecha de animal do
grupo tratado. Notar espagos intercelulares aumentados e mitocondrias com dilatagio

das cristas internas (mi). Observar a presenga de gotas lipidicas no interior celular (1i).
Aumento de 9292X.































































































































































