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Resumo




O presente trabalho mostra alguns aspectos da interagdo do laser ' com o tecido.
As propriedades fisicas do laser sdo relatadas com o objetivo de explicar a razio dos seus

diversos modos de atuar sobre os diferentes tecidos.

O dano tecidual depende de varios parimetros fisicos e biolégicos, como:

poténcia, tempo de exposigio ao laser, distdncia focal, didmetro do raio € tipo de tecido.

O laser de CO2, escolhido para realizagio deste trabalho, atua como um “bisturi
cirurgico” através da grande eficiéncia na conversio de sua radiagdo infravermelha em
calor localizado. Tal caracteristica faz com que seja, ainda, o mais utilizado na area médica,

principalmente nas cirurgias.

Neste estude sfo revistas e discutidas diversas caracteristicas do tecido
muscular estriado, no sentido de explicar as peculiaridades das lesfes conseqientes a

aplicagdo do laser CO2.

Dependendo da forma como os pardmetros do laser forem combinados, os
efeitos podem variar, desde cortes profundos até cauterizagfio. Foi demonstrado que a0
serem utilizadas poténcias e tempos diferentes, mesmo mantendo constante energia total em

uma dada area de tecido, as lesGes causadas apresentam-se morfologicamente diferentes.

Os diferentes conjuntos de lesdes resuitantes da utilizagio do laser nas
condi¢bes acima mencionadas foram analisados morfometricamente, sob microscopia

optica, imediatamente & aplicacdo, bem como apos 1, 4, 7, 15 e 21 dias.

As alteragdes histologicas foram avaliadas e discutidas do ponto de vista
quantitativo e qualitativo. Comparando o processo de reparagio tecidual dos dois conjuntos
extremos, constatamos diferengas significativas que permitiram considerar que a reparago
de lesdes causadas em condigdes de alta poténcia e curto tempo evolui de forma mais
avangada, superando aquela das lesSes conseqiientes a aplicagio de baixa poténcia e longo

tempo.

1- Laser - siglema oriundoe da expressiio inglesa light amplification by stimulated emission of radiation (1- a - 5 - € - r). Neste trabalho,
melusive no titulo, usamos z forma laser; também utilizada no phural, lasers, & em composiciio, laser-tecido, segnindo o que se encontra
comumente na literatura cientifica, como se fosse palavra da Iingua portuguesa.
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1.1. LASER

Laser ¢ luz. Este ¢ um conceito muito importante quando se pensa utiliza-lo
como instrumento em qualquer tipo de situagfo. Para que se possa utilizar uma nova
tecnologia, ¢ preciso conhecer muito bem suas caracteristicas a fim de otimizar suas
vantagens ¢ minimizar seus efeitos indesejaveis. E imprescindivel o conhecimento de
alguns conceitos fisicos basicos acerca do laser, bem como sua interagio com o tecido
biologico. Um maior entrosamento entre ciéncias médicas e exatas é possivel gragas ao
conhecimento de ambas e de suas interfaces. Muito proveito tem-se tirado da adequacio de
mstrumentos desenvolvidos em laboratorios e adaptados ds necessidades médicas. Todos

ganham com essa interacdo que possibilita sua aplicagdo prética.

Laser ¢ forma que se origina de “Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation” (Luz Amplificada por Emissdo Estimulada de Radiagdo), segundo EISBERG
& RESNICK (1979),

Para se obter luz laser é fundamental a presenca de um meio ativo e uma foate
excitadora, podendo esta ser cormrente elétrica, luz ou calor. O meio ativo pode ser sélido,
liquido ou gasoso, onde os atomos tenham a capacidade de ser excitados a um nivet elevado
de energia. Sera tomado como exemplo o modelo atdmico de Bohr, para demonstragio do
que ocorre com o dtomo neste meio ativo (OSSOFF, GONZALEZ, WERKHAVEN, 1986).

O atomo ¢ composto por um miclec em tomo do qual estdo os elétrons, nos
respectivos orbitais. Cada orbital apresenta um nivel de energia que ¢ maior 4 medida que
se afasta do nucleo. Quando um elétron € excitado por determinado estimulo, adquire
energia € se desloca para um orbital energeticamente superior, tornando-se entio mais
instavel. Esta instabilidade faz com que ele retorne espontaneamente 2o seu orbital de
origem, liberando energia sob a forma de féton. Este € o fendmeno da Emissio Espontinea
de Radiacio (figura 1).
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ELETRON EM NVEL ~
' EXCITADO.

figura 1: Emissio Espontdnea de Radiagéo

Na Emissdo Estimulada de Radiagiio, um fdéton estimulador incide em um
atomo ou molécula previamente excitada e determina que retorne ao estado de menos
energia, emitindo um novo foton estimulado, com a mesma freqiiéncia que o féton

incidente estimulador (figura 2).
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figura 2 : Emissic Estimulada de Radiacdo
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Os dois fotons (estimulador e estimulado) propagam-se na mesma diregdo e
com a mesma fase. Assim, a sua interferéncia € construtiva, resultando em um “pacote” de

dois fotons com intensidade maior , como mostra a figura 3.

' ESTIMULADOR =

o " “PACOTE” RESULTANTE
a| " o

figura 3: Agfio construtiva de dois fotons resultando em um “pacote” com intensidade

maior.

Introdugdo 5



A soma de dois fotons considerados acima (pacote) pode estimular novo
processo, resultando sempre em outro “pacote”, de mais alta intensidade. O raio laser é

basicamente o resultado da repeti¢do deste processo por um grande niimero de vezes.

No sistema laser, o gas, elemento ativo, € confinado num recipiente, um tubo
por exemplo, e energia constante é fornecida através da fonte ativadora, mantendo os
elétrons continuamente excitados. Para realimentar o sistema e aumentar a quantidade de
fotons de energia do laser, sio colocados dois espelhos, um em cada extremidade da
cdmara, dos quais um totalmente e outro parcialmente refletor. Este recurso aumenta a
chance de um f6ton colidir com um elétron ativado, pois quando encontram o espelho sdo
devolvidos ao meio, ampliando a emissdo estimulada através do direcionamento dos fotons.
Ocorre um aumento na populacio de fotons e entdo um somatério de energia se transmite
através do espelho parcialmente refletor, na forma de um feixe de luz laser (POLANYI,
1983).

Por todos esses recursos utilizados, o laser é luz com algumas caracteristicas
proprias, que a tornam especial, e tem como propriedades fisicas particulares a

monocromaticidade, coeréncia e colimagio.

A monocromaticidade deve-se ao fato de que, em cada laser, o elemento ativo é
sempre 0 mesmo € emite um determinado comprimento de onda no espectro

eletromagnético, determinando, portanto, cor (nica.

Coeréncia € determinada pela manuten¢io da mesma relagiio de espago e tempo
entre 0s raios cujos fétons encontram-se em fase vibracional coincidente (ondas viajam em

fase entre si), de acordo com a figura 3.

Colimagéo ¢ determinada pelo paralelismo dos raios emitidos pelo feixe de luz

laser.

As trés caracteristicas acima fazem com que a luz laser seja mais intensa que a

luz comum.

A interagdo de laser com tecido depende das propriedades opticas teciduais
{(McKENZIE, 1990). A radiagio laser apresenta as propriedades de luz ¢, ao incidir na
superficie tecidual, sofre reflexfio, absorgio e transmissdo (figura 4).
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ESPALHAMENTOY

REFLEXAD

RAID LASER

SUPERFICIE TECIDUAL

TRANSMISSAD

figura 4: Interacio da luz laser com tecido biologico

A proporgdo entre o quanto € absonvido, refletido e transmitido depende do tipo

de tecido trabalhado e do comprimento de onda do laser utilizado.

A reflexiio que ocorre quando o laser incide na superficie do tecido determina
uma dissipaglio de energia e, conseqlentemente, uma perda na energia final fornecida ao

tecido
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Transmissdo é a capacidade de penetracdo da luz laser no tecido biologico sem

que haja interagdo com os componentes do mMesmo.

Os lasers que emitem raios na faixa visivel do espectro eletromagnético

transmitem-se bem, ao longo do tecido, e atingemn camadas mais profundas

Absorcio é a capacidade da luz laser de interagir com o tecido biologice,
modificando-o. A energia luminosa, quando reage com o tecido, € convertida em outra
forma energética que pode ser ou ndo térmica, O tecido ndo € uma substincia homogénea
pela presenga de pigmentos, vascularizagdo, hidratagio. A absorgio tecidual depende
desses componentes e das maltiplas reflexdes internas resultantes do espalhamento causado
pela falta de homogeneidade do meio (POLANYIL, 1983},

0 laser de luz visivel apresenta maior afimdade com pigmentos como melanina,
hemoglobina, presentes no tecido e transmite-se bem, através dos tecidos ndo-pigmentados,
embora se aprofunde mais nos pigmentados. O laser que se encontra na regido do
infravermelho, no espectro cletromagnético, transmite-se pouco, sendo muito absorvido
pelos tecidos, independentemente da presenca de pigmentos e causa efeito termico

impontante (JACQUES, 1992), conforme se observa na figura 3.

ESPECTRO DA RADIACAO ELETRO MAGNETICA

, A:gﬁnlu- Md: fﬁ.ﬂ
H;;::; JASRS iy A0S0 HovaAG
KTP (210Mnm)
{532nm) ErYAG
{2 MM m )
C02
[ (AT

microndas —>

+— raio x TV .
<— raio cosmico radio —»
LM} nm ; 1OMN, 00N m

ULTRA VIOLETA YVISIVEL INFREA VERMELHO

ionizante nio ionizante

figura 5 Espectro eletromagnético ressaltando o comprimento de onda dos lasers mais
utilizados na Medicina.
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O laser vem sendo aplicado na Medicina desde a década de 60 Desde aquela
epoca foram desenvolvidos muitos tipos de laser, a partir de gas, cristais e corantes,
voltados para utilizagio medica Existe uma grande variedade de laser cujas
particularidades devem ser conhecidas, bem como sua interagio com os diferentes tecidos,

para que a escolha seja a mais adequada ao local e forma de aplicagio

O laser de COZ foi escolhido para nosso trabalho, pois ainda hoje é um dos
mais utilizados na Medicina, Sev comprimento de onda € 10.6um, atua na forma de calor ¢
¢ muito bem absorvido pela agua, que representa 80% da composigao do tecido biologico.
Gragas as propriedades fisicas, seu raio pode ser focado em um ponto muito pequeno com
uma grande concentragio de energia, capaz de determinar efeito térmico importante (JAIN,
1983} A focalizagio do raio depende da lente utilizada e da distincia em que ela se
encontra da fonte. O alto grau de coeréncia e colimagio dos raios emitidos, quando estes
atravessam uma lente convergente, determina um foco minimo, cujo limite tedrico ¢ o
comprimento de onda do laser. O foco € o ponto ideal para trabalhar, quando se deseja

obter o efeito miaximo do laser, pois ¢ onde se concentra a maior densidade de poténcia,

Para compreensio do funcionamento do laser e sua interagio com os tecidos é
fundamental o conceito de densidade de poténcia.

A energia € sempre convertida de uma forma para outra e muitas vezes

reversivel, como de energia optica para térmica.

Poténcia = enerzia
tempo

A area onde se aplica a energia ¢ um pardmetro t30 importante guanto o tempo
¢ deve, portanto, ser considerada.

Densidade de poténeia ¢ a poténcia pela drea onde se da a interagio de energia
com um sistema (FISHER, 1983).

Diensidade de poténcia = poténcia
area

fmmrodi e [



A area vai depender do tamanho do feixe de raios que incide no tecido. O raio
laser emitido da fonte apresenta feixes paralelos que sio concentrados por uma lente,
formando uma cintura cujo didmetro minimo é o foco do laser, onde a concentragio de
energia € maior. Ulrapassando esse foco, os feixes se abrem e voltam a apresentar o
diametro anterior, com maior tamanho e menos energia, desfocado (NICOLA, 1984,
OSS0FF et al , 1986), conforme figura 6.

LENTE

RAICQ LASER

PROFUNDIDADE

DESFOCADO

P

|
DISTANCIA FOCAL

figura 6. Focalizagio do feixe laser

A densidade de poténcia média por area vai depender do perimetro do raio e, na
realidade, ndo é uniforme em todos os pontos deste. O contorno da superficie da densidade
de poténcia é influenciado pela variagdo do campo eletromagnetico perpendicular ao longo
eixo da cavidade laser

A expressio modo eletromagnetico transverso (TEM) € usada para descrever o
contorno do raio em fungdo das variagoes do campo eletromagnético. O modo ¢
denominado TEMnm, onde m € o nimero de areas sem energia no eixo honzontal € n, no

eivo vertical. No modo TEMOD a forca é concentrada ¢ uniformemente distribuida no

fareodupda !['I-
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centro do ponto. Este & o modo utilizade por muitos lasers, onde o eixo central apresenta
maior energia, forma lesdes cujo centro € a regido mais profundamente atingida (OSSOFF
et al , 1986, PARTOV] ef al, 1987), e foi 0 que empregamos em nosso trabalho,

Podemos utilizar uma figura tndimensional para demonstrar o formato da
superficie de densidade de poténcia com o TEM®), que ¢ denommado modo fundamental
(FISHER., 1983). como vemos na figura 7,

RAIO LASER

TECIDO

EIX( DE
PROPAGACAD

LESAD

figura 7 Formato tridimencional de lesdo resultante da agio do raio laser no tecido

biologico
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deste tipo de fibra muscular e justifica o nome de muisculo estnado (HAM & CORMAK,

1983, visto na fota 1.

foto 1: Arquitetura do tecido muscular estriado

Cada fibra muscular estriada & envolta por uma membrana fina chamada
sarcolema, que possui grande permeabilidade e propriedades elétricas. Quando um impulso
nervoso chega a terminagiio nervosa motora da fibra, esta se contrai, devido a uma onda de
despolarizacio que percorre o sarcolema. O responsavel pela difusio do impulso, da
superficie para o interior, € o reticulo sarcoplasmico, que funciona de maneira semelhante a
membrana celular e fornece meios para gue a onda de despolariza¢io atinja todo o

SArCOMEro.

O musculo é envolvido, como um todo, por uma camada de tecido conjuntive
depominada epimisio, em cujo interior aparecem outras camadas do mesmo tecido,
chamadas perimisio, partindo do epimisio e organizando a massa muscular em virios
feixes, O endomisio € um tecido conjuntivo muito delicado, que se estende do perimisio até
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o interior de cada feixe, envolvendo todas as fibras (MASTAGLIA & WALTON, [982),

como pode ser visto na figura 8.

ENDOMISIO

PERIMISIO

EPIMISIO

figura 8: Representacio esquematica das divisdes do tecido comjuntive que envolve o

musculo estriado

A vascularizacio do tecido muscular ¢ abundante. As artérias sdo levadas do
epimisio, pelo penmisio, até o interior do misculo. Elas se desdobram em arteriolas e
capilares, que sio levados até o endomisio, Os linfaticos estio localizados no tecido
conjuntive.

A inervagdo do muasculo é feita pela unidade motora, formada por uma fibra

nervosa e pelo conjunto fibromuscular por ela inervado. O niimero de fibras musculares
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A reagdo provocada pelo laser, como vimos anteriormente, depende das
propriedades particulares do tecido, do tempo de exposigio, da poténcia ¢ do tamanho do
ponto (LUCIANO et al, 1987). Em fungio de seu grande efeito térmico, é utilizado para

corte, cauterizacio e volatilizacgio.

A variedade de danos térmicos ocasionados nos tecidos foi resumida na tabela
abaixo por THOMSEN, (1991).

.Balxa petatura 40 - 45 Inativacio de enzima: dano celular reversivel
de lesiio tecidual
43 -45+4 Inativagio de enzimas; morte celular
? Contragio celular e hipercromasia
43+ Perda da birrefringéncia em miocdrdio congelado
? Desnaturacio térmica de proteinas estruturais
? Rotura de membrana
58+ Hialinizacio do colageno
69 -72 Perda da refringéncia em miocardio fresco
70-75 Mudanca da refringéncia do coldgeno
140 + Desnaturaciio térmica da elastina |
Vaporizagio da dgua 100 + Formagiic de vaciolos extraceluiares
> 100 Rotura dos vactiolos: efeito “pipoca”
? Ablacio de tecido por vaporizagio explosiva
Ablacio por alta temperatura 300 - Ablaciio de tecido
1000 +
3550 Vaporizagiio do carhono

tabela 1 : Efeitos fototérmicos e danos da interagio de laser com tecido biologico.

Sua aplicacdo € realizada através do brago articulado para bisturi e endoscopio
rigido, microscopio €, atualmente, peio guia de onda. As caracteristicas inerentes ao laser
CO2 trazem uma série de vantagens na aplicacdo cirirgica.

A falta de contato do instrumental com o tecido determina menor manipulaggo
e, conseqiientemente, menos trauma mecinico. E possivel um célculo preciso da quantidade

de energia fornecida ao tecido. O laser corta, cauterizando, determinando menor
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sangramento ¢ melhor hemostasie, facilitando e abreviando o tempo cirargico. Requer
menor quantidade de instrumental e permite methor visualizagio do campo cirirgico. Nio
causa interferéncias em marcapassos e monitores (JAIN, 1983; TICHY ef al., 1988b).

As vantagens de emprego do laser em cirurgia motivaram a sua utilizacdo em

Otorrinolaringologia, Ginecologia, Dermatologia, Cirurgia Geral e Pléstica.

As propriedades fisicas, as caracteristicas do tecido ¢ a forma como se da sua
interagdo com o laser sdo fundamentais para definir os parimetros da utilizagiio deste.

Assim, faz-se necessario o estudo de particularidades do tecido muscular estriado.

L2. TECIDO MUSCULAR ESTRIADO

O tecido muscular estriado, que representa uma parte importante do organismo
dos mamiferos, € formado por um conjunto de células musculares e tecido conjuntivo. A
celula muscular apresenta funges mais especificas que a primitiva, gragas a um processo
de especializagdo denominado diferenciagdo celular. Ela se alonga, sintetiza proteinas
fibrilares contréteis ¢ dé origem a uma célula em forma de fuso, chamada fibra muscuiar,
cuja fungdio € a conversdo de energia quimica em trabalho mecinico (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 1979; MASTAGLIA & WALTON, 1982).

Os tecidos musculares sio responmsiveis pelos movimentos corporais e
distinguem-se em trés tipos, de acordo com suas caracteristicas morfologicas e funcionais:
musculo liso, estriado e estriado cardiaco. Tera estudo aprofindado o misculo estriado
esquelético por ser o tecido escolhido para o desenvolvimento deste trabalho.

O musculo estriado ¢ formado por feixes de células muito longas, cilindricas,
multinucleadas, com nicleos periféricos e de formato alongado ¢ ovdide, ¢ sustentadas por
tecido conjuntivo. O citoplasma das fibras musculares é composto por miofibrilas,
dispostas longitudinalmente e contidas no sarcoplasma, dando a aparéncia de estriado ao

corte longitudinal. O aspecto estriado visto nos cortes transversais é caracteristica exclusiva
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varia de acordo com o tipo de trabalho executado pelo musculo (HAM & CORMAK,
1983).

1.3. REPARACAO TECIDUAL

As células musculares e o proprio organismo, como um todo, encontram-se em
constante estado de equilibrio. Os estresses ou estimulos externos excessivos provocam
inimeras alteragdes celulares, que podem ser apenas de adaptacdo ou podem evoluir para
lesdo celular. Na adaptagdo, a célula sofre modificagbes e alcanga um novo equilibrio, no
qual, embora alterado, ainda se encontra viavel. Ultrapassados os limites da capacidade
adaptativa, ocorre a lesdo celular, que pode variar de ligeira a letal (ROBINS, COTRAN,
KUMAR, 1986).

A natureza e a intensidade do agente agressor ¢ o estado intrinseco da célula
podem determinar a ocorréncia de apenas uma resposta adaptativa ou uma leso reversivel
ou, ainda, uma lesdo irreversivel com morte celular . Um mesmo agente agressor pode

determinar, no tecido, diferentes graus de altera¢do celular.

Tais alteragbes viio desde apenas um aumento na permeabilidade da membrana
celular, causando tumefacdo, lesdo ainda considerada reversivel, passando por um estagio
mais avangado, com a formagio de grandes vacuolos no citoplasma, denominado
degeneracio vacuolar, até chegar a uma fase irreversivel, com necrose celular (PAOLA,
1977, ROBINS et al., 1986).

As células, quando sofrem agressio, reagem com uma seqiéncia de

transformagGes morfologicas para limitar o0 dano e promover a restauragio tecidual.

A restauragdo dos tecidos ou reparagio tem uma importancia fundamental em
cirurgia. E imprescindivel ao cirurgiio o conhecimento do processo da reparagio, do
comportamento de cada tecido ¢ da influéncia de fatores intrinsecos e extrinsecos no
resuttado operatorio (BEVILAQUA, CHAP CHAP, ALMEIDA, 1981).
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A reconstitui¢io dos tecidos lesados ocorre de uma forma dinimica e se

processa basicamente em trés fases:

- Fase de necrose
- Fase de demarcagio e reabsor¢io

- Fase de reparagio

Na fase de necrose, o agente agressor determina uma solugdo de continuidade
no tecido através da destruigfio das células e do suprimento vascular local, com acimulo de
sangue € material desvitalizado entre os labios da ferida. Esta fase serve de estimulo para a
seguinte, chamada de demarcagdo e reabsorgdo, fase caracterizada por reagdo inflamatéria
que se distingue pela hiperemia, exudagiio e migragio leucocitéria e pela lise dos elementos
celulares desvitalizados (BOGLIOLO et al., 1987, GONCALVES, 1988).

Imediatamente ap6s uma agressio local aguda, ocorre contragdio tecidual e
vascular momenténea e transitoria , substituida pela vasodilatag3o causada por substincias
quimicas formadas ou liberadas no local, responsaveis pelos fendmenos vasculares,
exudativos e produtivo-reparadores da inflamagéio (DUNPHY, 1960).

A vasodilatagio também provoca diminuvi¢do do fluxo e, consegientemente,
estase vascular seguida do aumento da concentragdo das hemécias e viscosidade sanguinea.
A hemoconcentragio, ¢ aumento da pressdo capilar e a permeabilidade vascular permitem a
passagem de fluido através da parede dos vasos para o tecido onde se acumulam; esta
exudagio provoca o edema local. A estase sangiiinea também €& responsivel pelo
deslocamento dos leucocitos, que normalmente se encontram na porgiio central da corrente
sangiinea, ¢ dai migram para a periferia, através da parede vascular que apresenta a
permeabilidade aumentada. Os produtos do tecido lesado sdo agentes quimiotixicos
importantes na migragio leucocitaria em diregiio ao local danificado. Os peptideos basicos,
cininas ¢ sistema complemento, liberados a partir dos sistemas proteoliticos do plasma e
das membranas , durante a lise celular, atraem principalmente os neutrofilos (EDWARDS
& DUNPHY, 1958; ROBINS ef al.,, 1986; BOGLIOLO ef al., 1987). Os neutrofilos se
movimentam com mais facilidade que outras células, portanto sfo os primeiros a chegar,

nas primeiras 24 horas, seguidos pelos mondcitos. No inicio da reagdo inflamatoria ocorre
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um predominio de neutrofilos, cuja fungdo € a fagocitose de bactérias ou de fragmentos de
tecido; depois se desintegram, liberando fermentos proteoliticos que digerem o tecido
necrotico, fibrina e outras estruturas, produzindo liquefagiio da area. Os macrofagos, que se
originam dos monécitos ou provém das células locais do sistema reticuloendotelial, sio
mais lentos ¢ aparecem mais tarde, entre 24 e 72 horas, embora permanegam mais tempo,
por serem mais resistentes. Eles sdo altamente fagociticos, limpam a 4rea e precedem o
reparo tecidual. As células gigantes sdo multinucleadas, formadas a partir da confluéncia de

macréfagos e encontradas quando existem materiais resistentes 4 absorcfio, por exemplo

corpos estranhos (HAMMAR, 1993).

Paralelamente ao processo de inflamagdo inicia-se a fase de reparago, cuja
funcio € substituir o tecido danificado. Nesta fase, forma-se o tecido de granulagiio,
predominantemente composto por fibroblastos e capilares. Pode-se observar, também,
neovascularizagdo. A proliferagdo de fibroblastos inicia- se no 3° dia e em tormo do 10° dia
de pos-operatorio os mesmos ja representam metade do numero de células presentes na
ferida (HUNT, 1988). Os fibroblastos sio formados a partir de células mesenquimais
autoctones vizinhas.

A medida que o tempo passa, ocorre evolugdo e maturagiio na estrutura
neoformada, anmentando a resisténcia e diminuindo a elasticidade na regifio do tecido que
foi reparado. Isto pode ser confirmado macroscopicamente, pelo aspecto avermelhado e
hipertrofico da cicatriz nas primeiras semanas, passando a fina e deprimida com coloragio
perlacea, apds sua maturagdo. Tais alteragSes sdo verificadas 4 microscopia optica, como
um espessamento das fibras coldgenas, redugiio de fibroblastos e da vascularizacio
(GONCALVES, 1988; ECKERSLEY & DUDLEY, 1988).

O reparo de um tecido lesado pode ocorrer de formas distintas, dependende do
tipo de tecido em questiio (MEDAWAR, 1945; ANDERSON & SCOTTIL, 1976).

Regeneracgio € a substitui¢do das células destruidas por novas células da mesma

natureza ¢ ocorre quando se trata de um tecido em renovagiio ou um tecido estavel.
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Cicatrizagdo ¢ a substituigio, por tecido conjuntivo, do tecido acometido por

extensa lesdo.
O reparo ¢ classificado em : primario, secundario e terciario

No reparo por primeira intengfo ou primario, a perda tecidual é pequena, sendo
possivel a aproximag#o das bordas da lesdo através de sutura. A ferida eletiva ou traumatica
¢ limpa e fechada. O reparo por segunda inteng3o ou secundario € caracterizado por extensa
perda de tecido e impossibilidade de aproximacgio de suas bordas. A ferida limpa, eletiva ou
traumatica permanece aberta. O reparo por terceira intengio ou terciario permanece aberto
inicialmente e, posteriormente, durante a fase de granulagio, suas bordas sio aproximadas

por sutura. Esse tipo de cicatrizac@io acontece com feridas infectadas (ENQUIST, 1970).

Por todos os aspectos mencionados anteriormente, existem alguns conceitos
fundamentais que devem ser considerados durante uma interveng¢io cirirgica, para um bom

reparo tecidual:

- técnica operatoria

- menor manipulagio tecidual

- boa incisdo

~ MEenor maceragdo e isquemia

- boa hemostasia

- menor comaminagio

- remogdo dos tecidos desvitalizados
- boa aproximacio das bordas

- fios adequados

- fatores locais

-fatores sistémicos.

Portanto, para um bom reparo, quanto menor a intensidade do traumatismo e
mais reduzida a quantidade de residuos na ferida, melhor (SILVER, 1984).
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A reparagdo de modo geral acontece desta forma, embora cada tecido apresente
algumas diferengas durante a evolugdio do processo, conforme podemos observar no

muscular estriado, complementando este estudo.

1.4. REPARO DO TECIDO MUSCULAR ESTRIADO

O tecido muscular, por suas propriedades particulares ja citadas, apresenta

peculiaridades quando sofre um dano e promove sua reparagio.

Varios tipos de acometimentos podem determinar uma necrose seletiva das
fibras musculares, com preservagio da limina basal e do endomisio, ou ndo-seletiva, sem
preservagdic das estruturas anteriormente mencionadas. Necrose disseminada isolada das
fibras musculares (também chamada necrose seletiva) ocorre em conseqiiéncia de reagGes
imunolégicas, disturbios genéticos, nutricionais e inflamatérios. Infartos (necrose ndo-
seletiva de todas as células do tecido) podem ser causados por trauma ou isquemia

prolongada.

As duas formas de necrose sio fundamentais na determinagio do processo
regenerativo. No primeiro caso, as novas fibras musculares se formam a partir de céhilas
sat¢lites. O endomisio € 1amina basal permanecem intactos, facilitando a regeneragio e
mantendo a arquitetura onginal do tecido (regeneragdo isomorfica). No segundo caso, as
novas fibras sio formadas na presenca de tecido conjuntivo. A falta de endomisio e das
laminas basais provoca desorganizacdio das fibras musculares novas, o que torna a
arquitetura do novo tecido diferente da original. Este processo denomina-se regeneragio
anisomorfica. A reparagiic isomorfica € sempre mais efetiva que 3 anisomérfica
(MASTAGLIA & WALTON, 1982).

O agente agressor determina, no tecido muscular, destruigdo das células e do
suprimento vascular local, provocando necrose da regiio afetada, que se reflete
morfologicamente através da hialinizagdo do sarcoplasma, o qual 'se torna homogeneizado,
eosinofilico e vacuolizado (DANIEL & STRICH, 1979).Ocorre também a contracio das
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fibras musculares, com a presenga de edema entre as mesmas, perda das estrias. Os micleos

tornam-se picndticos, podendo até desaparecer.

Essas transformagBes sdo seguidas por uma reagdo inflamatoria que se
caracteriza por hiperemia, exudagio e migragdo leucocitéria, com a presenca de mondeitos
¢ macréfagos midfagos, nos dois primeiros dias, os quais ajudam na remogfio e destruigio

do material degenerado.

Parajelamente ao processo inflamatorio, apds o terceiro ou quarto dia, percebe-
se a presenca de fibroblastos e mioblastos, indicando o inicio do processo de cura das
lesdes induzidas pelos agressores. Este processo resulta no reparo € na substituigio das
célutas danificadas por outras sadias (GARRETT et al., 1984; TICHY et al., 1988c).

No musculo ocorre proliferagio de fibroblastos e células endoteliais a partir do
endomisio, em meio ao volume de células responsaveis pela remogiio do tecido necrotico.
Nos limites das areas lesadas verificam-se brotamentos de tecido muscular novo, partindo
de cotos de musculos remanescentes vivos (FARIA, 1988). O tecido muscular neoformado
apresenta células jovens com sarcoplasma baséfilo, sem estrias e com micleos centralizados
e globosos, com nucléolos proeminentes (MASTAGLIA & WALTON, 1982). A medida
que o tecido muscular neoformado vai amadurecendo, o sarcoplasma forma estrias, perde
basofilia, torna-se mais alongado e o micleo vai migrando para a periferia e adquirindo um

formato fusiforme, assemelhando-se, assim, ao tecido muscular normal.
A recuperagiio muscular depende da extensdio do dano causado ao tecido.

Quando a lesdo € grande, ocorre perda de tecido mais extensa entre as bordas
do mesmo. Para que ocorra a regeneragfio, € necessario que o espago seja preenchido por
uma quantidade maior de tecido de granulagdio ¢ fibroblastos, propiciando a aproximagio
das bordas e facilitando o fechamento da ferida. Nestes casos ocorre um predominio de
tecido conectivo sobre as células musculares regeneradas e, conseqiientemente, maior
fibrose tectdual.

Destrui¢do de pequenas porgbes entre as bordas da lesdo facilita a regeneragiio
muscular, pecessitando de menor volume de fibroblastos e possibilitando que o proprio
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tecido muscular, neoformado a partir dos brotamentos, preencha esse espago. Nestes casos,
a reparagdo do tecido se faz com um predominio de células musculares , conseqlientemente
mais préxima ao tecido original e, portanto, de melhor qualidade (GAY & HUNT , 1954;
MASTAGLIA & WALTON, 1982),

1.5. REPARO TECIDUAL APOS UTILIZACAQ DO LASER CO2

A intera¢do do laser CO2 com o tecido propiciou seu uso como instrumento

cimirgico € € esse efeito que nos interessa neste trabalho.

Quando um novo instrumento ¢ introduzido em cirurgia ¢ muito importante
conhecer seu modo de atuagdo, bem como a methor forma de aplicagio em diferentes
tecidos e em relagdo as diversas técnicas operatorias. Algumas vezes é necessario remover
volumes extensos de tecidos em camadas mais superficiais, onde nio se encontram
estruturas delicadas como nervos e vasos mais importantes, o que comumente ocorre em
Dermatologia, na remogio de manchas, tatuagens ¢ “pellings”. Outras vezes € preciso
cortar mais profundamente tecidos repletos de estruturas delicadas que precisam ser
preservadas, e onde se faz necessario que o dano tecidual propague-se o minimo possivel.

Estas duas situacdes requerem modos diversos da utilizacio do laser.

O laser foi comparado com os mais diversos tipos de instrumentos utilizados
em cirurgia para verificar os diferentes comportamentos de inciso, qualidade e tempo de

cicatrizagfio, com o desenvolvimento de muitas outras pesquisas.

O fato de comparar diferentes instrumentos dificulta a homogeneidade do dano
provocado no tecido e, conseqiientemente, sua reparagdo. Houve divergéncias entre os
resultados obtidos em alguns trabalhos. As diferencas foram atribuidas 3 dificuldade de
padronizar a agdo de cada instrumento, os niveis de energia entregue ao tecido, a forma de
transferéncia desta energia, a técnica utilizada e muitos outros pardmetros que interferem na

aplicagiio do laser e sua interagdo com os diferentes tecidos.

Introdugdo 22



Muitas sdo as varidveis envolvidas quando se utiliza um laser conforme descrito
anteriormente: comprimento de onda, didmetro do ponto, formato do raio, duragio do

pulso, tempo e poténcia.

Compondo estas variaveis, pode-se conseguir uma grande diversidade de
efeitos imediatos. Esta afirmacio pode ser confirmada pela diferenca entre as lesdes
encontradas por NICOLA (1984), aplicando laser de CO2 em mucosa oral de cdo, em
varios grupos. Nesta situagdo mantinham-se constantes: comprimento de onda (CO2 10600
nm), didmetro do ponto, distdncia focal (10 mm), tipo de tecido (mucosa oral de cgo) e
energia final. As variéveis foram: tempo e poténcia. Lesdes obtidas com maior poténcia e
menor tempo eram mais profundas, verticalizadas, com menor perda de tecido na porgio
central, levando a uma cratera estreita, um halo de necrose menor ao redor da lesio. O
oposto foi verificado se quando utilizou menor poténcia e maior tempo, com lesdes
superficiais, horizontalizadas, com pequena ou nenhuma perda de tecido central e grande
halo de necrose ao redor da lesdo. (NICOLA, 1984).

Os achados imediatos deste trabatho motivaram a continuagio do estudo,
analisando o comportamento das lesdes ao longo do tempo, durante o processo de reparo

lesional.

Introdugdo 23



2. OBJETIVOS




Este estudo tem como objetivos:

- Avaliar 0 comportamento, imediato e ao longo do reparo, de diferentes lesdes causadas
pela aplicagio de laser de CO2, em musculo esquelético, com poténcia e tempo variados e

energia final constante.
- Comparar os resultados obtidos nos grupos de APx CT e BPx LT.

- Discutir, através de analise morfométrica das lesGes, as diferengas histologicas

encontradas.

- Tentar comparar, pela analise quantitativa e qualitativa das lesdes, o conceito firmado de

que a utiliza¢@o de altas poténcias em curto tempo apresenta melhor resultado cinirgico.
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3. REVISAO DA LITERATURA



As idéias iniciais referentes ao laser sfio de *EINSTEIN (1917), quando
descreveu pela primeira vez os conceitos sobre emissdo estimulada de radiagdo. Tais
conceitos estimularam outros cientistas como *TOLMAN (1923), que discutiu a
possibilidade de amplificagdo da onda em um meic com algumas condiges especiais.
*FABRIKANT prop0s a obtengéio de emissdo estimulada. A teoria da emissio estimulada
na amplificagio de microondas foi apresentada inicialmente em 1953 por *WEBER (1953).
Em 1954, os pesquisadores americanos **TOWNES & GORDON e os russos **BASOV
& PROKHOROYV, em trabalthos independentes, propuseram os principios das Microondas
Amplificadas pela Emissdo “Stimulated” de Radiagio, palavras cujas iniciais dfio origem a
forma MASER. Em 1958, surgem as primeiras publicagtes sobre LASER, em um trabalho
realizado por ***SHAWLOW & TOWNES, sugerindo que os principios basicos aplicados
4s microondas poderiam também ser adequados 4 luz. Dois anos apds foi construido o
primeiro laser de rubi por **MAINMAM (1960) e a seguir muitos outros lasers foram
desenvolvidos. Em 1961, *JAVAN produziu o de hélio-nednio (He-Ne) e ¥**JOHNSON &
NASSAU desenvolveram o neodymium-YAG (Nd-YAGQG) laser. Em 1964 **PATEL criou
o primeiro laser de CO2 e no mesmo ano surgiram os lasers de argdnio, criptonio e
xendnio. Paralelamente ao desenvolvimento dos inimeros lasers, seus efeitos ¢ aplicages

em diversas areas foram sendo pesquisados.

Na Medicina, o laser surgiu como um novo instrumento cirirgico e foi
empregado em experimentos para avaliar seus efeitos nos tecidos biologicos e a melhor
maneira de wutilizd-lo nas cirurgias. As pesquisas iniciais foram fundamentais para o
conhecimento das diferencas na absorgdo tecidual, com o uso de diferentes comprimentos

de onda dos lasers
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Yark Gordon and Breach, Science Poblishers, 1971, p. 385,

**MATNMAM, T;. TOWNES, C. H & GORDON ¢ BASOV, N. G. & PROKHOROY, M. A: JOHNSON & NASSAU; PATEL, C. K _apod BELLINA,
ILH: FICK, A.C.; JACKON, 1D - Laser in Gynecology: an historical/ developmental overview. Lasers Sarg, Med., 5: 1-22, 1985,

*SHAWLOW, A L. & TOWNES, C. H apud NICOLA, E- M. . - - Caracterizagio de micro lesdos produzidas por laser CO;, nt mucosa oral do cics,
am fimglo da vatiagio de parimetros infrinsecos do oquipumesto. Campinas - 5.P., 1934, (Tese - Dontorado - Facaldade ds Cifncias Médicas da
Unversidade Estaduat de Campinas)
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Inicialmente o laser de rubi foi empregado com sucesso em Oftalmologia,
gragas a sua boa transmissdo por tecidos transparentes ¢ grande absor¢io pela retina. O
laser de argbnio, desenvolvido em 1964, veio ocupar o lugar do laser de rubi na
oftalmologia pois, além de sua boa transmisséo, absorcio pela retina e pelos pigmentos de
hemoglobina, operava em modo continuo que permitia um melhor controle da dosagem de
energia. Em 1965 iniciaram-se os experimentos utilizando o laser de CO2 como bisturi. Os
bons resultados encontrados motivaram o desenvolvimento de um gabinete mdvel que
continha a fonte do laser, os controles e onde foi adaptado um brago articulado com um
instromento manual que contém uma lente de focalizagio. Isto facilitou ainda mais o uso
em cirurgias. QOutros acessorios foram desenvolvidos e permitiram sua adaptagio ao
endoscopio rigido e ao microscopio. ****HALL (1968) iniciou uma série de investigagdes
dos efeitos imediatos do laser de CO2 nos tecidos e da evolugfio cicatricial. A reparagio das
les@es cirurgicas causadas pela utilizag@o do bisturi de 1dmina fria, elétrico e pelo laser de
CO2 foi analisada e comparada por HALL (1971). Os resultados da aplicagio em pele ¢
parede abdominal foram colhidos no pos-operatorio imediato, 8, 12, 17, 20 e 40 dias. Ficou
constatado um atraso na reparagdo da pele quando se utilizou bisturi elétrico e laser,
atribuido 4 formacdo de escaras na superficie da pele, que retardavam o inicio da
regeneragiio. O reparo somente se processava quando todo o tecido necrotico era eliminado.
O atraso ndo foi verificado no miisculo, onde a reparagio tinha inicio concomitante com o

processo inflamatério, inexistindo a formacgao da escara (HALL, 1971).

Em seu trabalho publicado na revista Nature, HALL (1971) estudou o
comportamentc das lesdes resultantes da aplicacdo do laser desfocado e focado. A
aplicagio do laser desfocado no tecido produzia lesdo superficial com caracteristicas de
queimadura: edema, eritema, formacdo de bolhas ¢ carbonizacio. As lesdes obtidas com o
laser focado eram mais profiindas, dependendo da poténcia e tempo utilizados. Essas lesdes
foram examinadas através da cinematografia colorida de alta velocidade

*=HALL, R R apsd POLANYI T.G. - Laser physics. Otolaryngol. Clin- North Am., 16 : 753~ $4, 1983,
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Em 1976, MISHASHI, JAKO, STRONG estudaram os aspectos histologicos
das lesdes induzidas pelo laser de CO2. Analisaram os efeitos imediatos com a formagio de
cratera resultante da rapida vaporizagio da agua e ejegio do componente solido do tecido e

o comportamento das lesdes durante a evolugéo cicatricial.

Varios trabalhos foram publicados, a partir desta €poca, a respeito de laser CO2
e cicatrizagdo.

Contrariamente ao encontrado por HALL (1971), a reparag¢io das lesdes
produzidas por bisturi convencional, elétrico e laser CO2, em pele de porcos, foi analisada
por COCHRANE et al. (1980), de acordo com a macroscopia € resisténcia da incisdo apds

7 dias, os resultados obtidos nic mostraram diferenga significativa.

BELLINA et al. (1984) compararam os efeitos do laser CO2 com os do
eletrocautério em tecido peritonial e o processo de reparagdo. Encontraram estes autores
diferengas importantes entre os dois métodos, avaliando o dano tecidual, aderéncias e
tempo de cicatrizagdo. Em todas as situagBes, o laser mostrou resultados superiores aos

encontrados com o eletrocautério.

Em contrapartida, os resultados obtidos por LUCIANO et al (1987),
comparando também o laser de CO2 e o eletrocautério em trato reprodutivo de ratas,
diferem dos estudos realizados por BELLINA et al. (1984), ndo havendo diferencas entre

os dois métodos.

KAMAT er al. (1986) analisaram a evolugdo cicatricial de lesdes produzidas
em pele humana pele laser CO2, aplicado com mesma poténcia, variandeo tempo de
exposicdo e, conseqiientemente, energia final. Verificaram que as lesSes apresentavam
aspectos diferentes quanto i profundidade e largura da cratera, e volume de tecido
danificado ao redor, em fungio dos quais constataram variagdes da cicatrizagio.

TICHY et al. (1988) fizeram um estudo sobre o comportamento dos diferentes
tecidos com lesGes produzidas pelo laser de CO2. A analise foi baseada na histologia da
cicatrizac@o da pele, lobo de orelha, misculo estriado, figado e bago. Em todos os casos, a

presenca de tecido carbonizado determinou maior fibrose ¢ atraso na cicatrizagio.
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A comparagfio entre laser cirirgico, eletrocautério e bisturi convencional, feita
por SCHRODER et al. (1989), mostrou pequenas diferengas cicatriciais com o uso dos
instrumentos. Na rapidez, durante a incis#io, os lasers e eletrocautério foram superiores ao
bisturi convencional. Considerando a incisio efetuada linear, sem a realizagdio de
hemostasia, afastamento das bordas e manipulagdo tecidual, observamos um menor dano
tecidual na seguinte ordem, do menor para o maior: bisturi convencional, seguido pelo laser
CO2 em modo superpulso, eletrocautério, laser CO2 em modo continuo e Nd-YAG laser de
contato. O resultado observado em 14 dias mostrou uma diferenga pouco significativa,

entretanto melhor com o bisturi convencional, em comparagdo aos outros meétodos.

FILMAR et al. (1989) compararam os efeitos do laser CO2 e do eletrocautério,
segundo alguns pardmetros histologicos: extensdo da cicatriz, quantidade de particulas de
carbono, fragmentos necréticos, nimero de polimorfonucieares leucécitos, linfocitos,
histibeitos e células gigantes; extensio do edema, exudato e colageno na cicatriz. Os
resultados encontrados quanto a extensfio e quantidade de colageno na cicatriz foram os
mesmos. Quanto a reagio de corpo estranho, células gigantes em fungéo do maior volume
de particulas de carbono, os resultados foram mais pronunciados com o eletrocautério e

retardaram a cicatrizago.

Comparando a cicatrizac@o de lesSes produzidas pelo aspirador cirdrgico ultra-
sénico com a de outras causadas pelo laser CQ2, RADER ef al (1992)obtiveram
resultados equivalentes para os dois instrumentos.

Pode-se perceber, em todos estes trabalhos, que nfio houve diferenga substancial
em termos de qualidade cicatricial, entre as lesGes produzidas pelos diversos instrumentos.
Mesmo ocorrendo um retardo na cicatrizagio, sendo utilizados bisturi elétrico e laser CO2,
que apresentavam comportamentos semelhantes na carboniza¢do do tecide, o resultado
final mostrava-se analogo aquele obtido com bisturi convencional.

No Brasil, o inicio da utilizagio do laser de CO2 como instrumental cirirgico
ocorrer em 1975, com a equipe do Departamento de Otorrinolaringologia da F.C. M./
UFRGS, desenvolvendo trabalhos em papilomatose laringea (KUHL, MALINSKY,
FERNANDES, 1977; KUHL & KUHL, 1977).
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Trabalhos experimentais tiveram inicio em 1977 com a equipe de cirurgia da
Escola Paulista de Medicina, que reatizou estudos na area de Gastroenterologia, visando
avaliar a atuacio do laser CO2 em cirurgia hepética, hemostasia de lesdes gastricas
sangrantes, bem como seus efeitos como instrumento cirdrgico em geral. Tratando-se de
um instrumental que estava sendo introduzido no meio médico, naguela época, muitas
pesquisas foram desenvolvidas comparando o laser CO2 com bisturi convencional e
clétrico e também sua eficicia imediata e ao longo do tempo na atuagio sobre o tecido
biologico (GOLDENBERG ez al.,, 1977).

Em 1979, prosseguindo as pesquisas experimentais com lesdes gastricas
sangrantes, foram comparados laser CO2, instilagio de solugdo de adrenalina e
eletrocauténo. Os procedimentos transcorreram sem dificuldades, de forma segura, sem
complicagBes e niio houve recorréncia do sangramento. Os resultados mostraram eficacia
de todas as técnicas, entretanto o laser de CO2 foi o que mais rapidamente fez cessar o
sangramento (GOLDENBERG ef al., 1979).

Estudos para avaliar a cicatrizagio, utilizando laser de CO2, também foram
realizados por esta mesma equipe em 1980. A cicatrizagdo gastrica de cdes foi analisada do
ponto de vista macroscopico € microscopico, utilizando-se o bisturi convencional e o laser
de CO2, apoés 5 e 15 dias. Na apreciacfo realizada pelo grupo, os resultados macro e
microscopicos obtidos com o bisturi convencional superam os do laser. Os autores
atribuiram as diferencas & intensa reagio inflamatoria, maior edema e ao aparecimento de
zonas de necrose. H4 uma maior demora na reparag¢fo, pela presenga do tecido necrdtico,
que necessita ser removido, retardando o processo. Apos 15 dias ndo se observou diferenga
entre as duas técnicas. Os resultados encoatrados mostram que nio houve vantagem na
utilizagdo do laser CO2, quanto ao aspecto cicatriza¢do (GOLDENBERG et al., 1980,
1981).

GOLDENBERG (1986) publica um editorial com uma série de resultados
encontrados em suas pesquisas e conclui, com base em sua vivéncia clinica e experiéncias
com ¢ laser CO2, “.. ndo haver vantagem na utilizagdo do laser de CO2 em cirurgias do
aparelho digestivo. Quando muito podera ser um instrumento auxiliar, complementar, caso
o cirurgido julgue vantajoso.
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FAGUNDES (1990), em sua tese de Doutorado, compara o laser de CO2 com
bisturi elétrico na cicatrizagdo de anastomoses célicas. Os resultados mostraram-se
satisfatorios para as duas técnicas, embora do ponto de vista de microscopia Optica e de

polarizag@io houvesse vantagens na utilizagio do bisturi elétrico.

Na UNICAMP, o primeiro trabalho empregando o laser de CO2 na 4rea médica
foi realizado em conjunto pelos Departamentos de Otorrinolaringologia e Anatomia
Patologica da F.C.M. e pelo laboratério Prodelco do Departamento do Estado Sélido do
Instituto de Fisica Gleb Wataghin, em 1980. O trabalho experimental mostrou o efeito da
radiagdo do laser CO2 nacional em mucosa oral de cobaias, comparado com o de uso de
lentes com diferentes disténcias focais ( NICOLA et al., 1981).

Este trabalho motivou a continuidade de pesquisas na &rea, com a construgio de
um laser de diéxido de carbono nacional por LIMA, NICOLA, NICOLA (1983), para
utilizagdo cirirgica, e com a criagio de um grupo multidisciplinar de Cirurgia
Experimental, com laser instalado no Laboratério de Laser do Nicleo de Medicina e
Cirurgia Experimental da F.C.M. - UNICAMP (NICOLA, 1984). Neste laboratdrio foram
desenvolvidos inimeros trabalhos utilizando o laser de diéxido de carbono. NICOLA
(1984) desenvolveu sua tese de Doutorado caracterizando microlesdes produzidas pelo
laser CO2 na mucosa oral de cdes, variando os pardmetros intrinsecos do equipamento.
Com base nestes estudos, onde foram avaliados os aspectos imediatos de lesBes produzidas
pelo laser CO2, foi desenvolvido um trabalho relacionando a extensio do dano tecidual
com a evolugdo cicatricial de outras, produzidas em pele de rato pelo mesmo laser de CO2
(COUTINHO, NICOLA, NICOLA, 1994b).

A existéncia deste laboratorio também permitiu o treinamento e familiarizagiio
com o equipamento, fundamentos essenciais e imprescindiveis a aplicagdo clinica realizada
em pacientes do HC. da UNICAMP. A Unidade Multidisciplinar de Medicina Laser
nstalada no H.C. - UNICAMP foi criada em 1989, onde sdo realizados procedimentos
cirargicos de nivel ambulatorial, sob anestesia geral ¢ local.

O desenvolvimento de trabalhos clinicos foi favorecido pelo carater
muitidisciplinar desta Unidade. O entrosamento das disciplinas Bucomaxilofacial e
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Otorrinolaringologia resultou em um trabatho comparativo entre a cirurgia convencional e
cirurgia com laser de CO2, na remogio da hiperplasia gengival (NICOLA et al., 1994a;
COUTINHO ei ai., 1994a).

Com base em trabalhos experimentais sobre a difusdo de calor em tecidos
bioldgicos, foi iniciado um estudo referente a atuagio do laser de CO2 no tratamento de
hemangiomas sintométicos da cavidade oral, utilizando uma técnica cirirgica muito
conservadora, desenvolvida no Servico (NICOLA, JUNQUEIRA, BUSATO, 1994b;
JUNQUEIRA, PINOTTIL, NICOLA, 1994; NICOLA et al., 1995, 1997).

A existéncia deste grupo multidisciplinar na UNICAMP tem possibilitado, além
da realizaciio dos trabalhos citados anteriormente, a produgio de virias dissertacBes de
Mestrado e teses de Doutorado sobre a utilizagdo de laser, tanto de CO2 como de outros
tipos.

O desenvolvimento de novos equipamentos, extremamente avangados, tem

estimulado a utilizagdo e aquisi¢do dos mais diversos tipos de laser.

Nos dltimos anos tém sido criadas varias associagBes cientificas de especialistas
(médicos, odontblogos, fisioterapeutas, veterinarios, bidlogos entre outros), com o objetivo
de normatizar os procedimentos que utilizam o laser e divulgar as novas técnicas que estio

sendo cada vez mais desenvolvidas, gerando inimeros trabalhos cientificos em todo pais.
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4. MATERIAL E METODOS




Para comecar o trabalho seguindo a mesma linha de pesquisa do Laboratério
Laser do NM.CE. - F.CM. UNICAMP, era importante conseguir reproduzir as lesdes
citadas anteriormente ¢ que foram obtidas por Nicola (1984), através da aplicacio do laser
CO2 em mucosa oral de cdo, para em seguida avaliar o processo de reparacgiio destas lesdes.
Descartamos imediatamente a possibilidade da aplicagdo em mucosa oral do cdo devido ao
tempo de observagiio do processo reparativo necessario 4 realizagdo deste trabalho e que
iria de encontro ao problema da alimentagio do animal. Seria impraticavel considerar tais
lesdes do ponto de vista qualitativo pois, fatalmente durante a dieta normal, ocorreriam
danos indesejaveis que as descaracterizariam. Manter o animal em jejum por um tempo
prolongado também nio seria possivel. Por estas dificuldades optamos pela reprodugio das
lesBes, em outro tecido e até mesmo em outro animal, tendo escolhido ratos da raga Wistar,
que comumente sio utilizados no Laboratorio, para outros experimentos.

Ao iniciar este estudo, apds a definigdo do animal, decidimos pela realizagdio do
trabalbo em pele, o que posteriormente foi alterado para a aplicagio em miisculo, pelas
razdes expostas a seguir, bem como no anexo I do presente trabalho:

- as lesGes obtidas com os conjuntos de parimetros anteriormente citados, embora
mostrassem diferengas significativas, apresentavam caracteristicas muito proximas,
dificultando a analise dos resultados;

- aumentando os valores de pardmetros como tempo de exposigio e poténcia do laser,
as lesSes ultrapassavam a espessura da pele, impossibilitando a avaliacdo global da

lesd@o e, conseqiientemente, da evolugdo do processo de reparagéo tecidual.

Decidiu-se pela aplicagio do laser em um tecido mais espesso e que
comportasse lesGes mais distintas entre si. O par de musculos gluteus maximus foi
escolhido por se localizar em regifio de facil acesso e manipulagdo, podendo ser ressecado

integralmente.

4.1. EQUIPAMENTO

Laser de di6xido de carbono nacional, TL 1030, fabricado pela Tecno Laser,
pertencente ao Laboratério de Laser do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da
F. C. M. - UNICAMP.
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Este laser apresenta poténcia média de 30W, “spot™ de 0,3 -mm, modo ponto
compacto {TEMOO), aplicacBo temporizada. E provide de um brage articulado com
movimentos dntero-posteriores e laterais e uma “caneta bistun” bastante anatomica, que
permite ao cirurgidio muita liberdade de manuseio, durante sua utilizagio. Na extremidade
da caneta foi adaptado um anel metalico, ajustado para o ponto correspondente ao foco do

laser, mantendo sempre constante a distincia focal (foto 2),

foto 2- Laser CO2 TL 1033, nacional com brago arficulado. caneta bisturi e anel

posicionador, metalico
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O controle da estabilidade do laser foi obtido atraves da medida da poténcia
com “powermeter”, “thermopile”, especifico para medir o comprimento de onda de 10,600

am, do lager CO2 (foto 3)

fote 3: Laser COZ e “powermeter

Ltilizamos um fragmento de acrilico transparente onde foram aplicados pontos

de laser, reproduzindo o formato das lesdes produzidas nos ratos (foto 4)

\mteraa! @ Mdrador 3



foto 4 Fragmento acrilico, com pontos de laser reproduzindo o formato das lesles

4.2. ANIMAL DE EXPERIMENTACAQ

Mo experimento utilizamos ratos da raga Wistar, do sexo masculing, 1sogénicos,
formecidos pelo Biotério da UNICAMP, com idade de trés meses e peso médio de 350 gf
Fez-se a aplicacdo do laser na regido dorsal, sobre os musculos glurens maximus, pela boa

localizagdo, facihdade téenica para aplicagdo e remagio

Os amimais foram anestesiados por via mnalatoria com éter sulfirico e, apos o
procedimento, colocados em gaiolas individuais, alimentados com dieta padrio do
laboratorio (ragio apropnada) e agua ad fibitum e sem antibioticoterapia A utilizacdo das

gaiolas individuais evitava o trauma gque poderia ser causado por outros ratos.
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Testamos diversos conjuntos de lesdes, produzidas com variagdo de poténcia e
tempo, com a finalidade de encontrar as melhores condigdes de operagio do laser

Resultaram lesBes caracteristicas e distintas entre si.

Variando os parimetros fisicos e mantendo energia final constante, chegamos
a0 seguinte conjunto de combinages de tempo x poténcia que melhor s¢ adaptava aos
objetivos do presente estudo

20W x 0,5 seg. = 10J
10W x 1,0 seg. = 10]
05W x 2.0 seg. = 10]

4.3. METODOS

A aplicagio /n vivo era precedida do controle da estabilidade do laser pelo
“powermeter” e da reprodugio dos mesmos parimetros em um acrilico transparente, que
permitia a visualizagio do formate, profundidade e contorno das lesdes. Assim, as lesdes
produndas podiam manter um padrao constante.

Os ratos foram anestesiados com éter sulfilrico e fixados, em posigio ventral,
em uma prancha A tricotomia foi realizada com maquina elétrica na regiio dorsal do

amimal

A assepsia das mios do airurgifio se fez com sabdio povidine e dlcool iodado ¢ a
paramentacio, com avental esterilizado em autoclave e colocagiio de luva estéril. Foi feita
anti-sepsia local com aleool iodado ¢ colocagdo de campo fenestrado estéril. Os campos e
instrumental utilizados na cirurgia tiveram esterilizagio em autoclave,

A aplicagio do laser CO2 foi realizada em lotes com 6 ratos, e em cada cirurgia
utilizamos novo conjunto de instrumental e luvas,
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Fizemos a incisdio da pele com bisturi convencional e laminas descartaveis n’
23, em forma de mes-lua no dorso, proximo a cauda, medindo em tomo de 8 cm, A pele
foi divulsionada com tesoura de Metzenbaum, rebatida e reparada com pincas Kelly,

ficando os masculos bem expostos (foto 5).

foto 5 Pele da repdio dorsal rebatida ¢ exposigio dos masculos giufens maximus

Sobre o musculo direito foram fertos trés pontos centrados, distando | cm entre

s1. dispostos em seqiéncia linear longiudinal, com as combinagdes acima citadas

O musculo esquerdo foi deixado como controle, sem aplicagdo do laser Em
seguida, sobre cada midsculo, usamos um fragmento de plastico esténl e a pele foi
recolocada no lugar, suturada com pontos continuos de algodio 3-0 ¢ mantida sem curativo
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foto 6 Exposigiio do musculo direito, onde foram aplicados pontos de laser CO2 e musculo

esquerdo, deixado como controle. Interposigao de fragmento plastico

s dois musculos foram ressecados integralmente no pos-operatorio imediato
apos 1,4, 7, 15 e 21 dias

Todos os animais foram sacrificados. imediatamente apos a retirada dos
musculos, com superdosagem de eter sulfurico

() fragmenio de tecido muscular contendo os 3 pontos bem como o fragmento
de musculo controle foram fixados em formaldeido a 4%, por 24 horas, ¢ depois em alcool
707 Cada ponto aplicado no fragmento muscular representava uma situagdo de tempo €
poténcia, respeitando a ordem seguinte, de cima para baixo

*Alta poténcia (AP) x curto tempo (CT)-20 W x 0,5 seg = 10 ]

-Media potencia (MP) x medio tempo (MT)-10 W x 1 O scg = 10]

*Baixa poténcia (BP) x longo tempo (LT)-05 W x 2.0 seg, = 0]

Usamos bisturi de lamina fria para seccionar os fragmentos de musculos em 3

porgies menores, contendo cada qual um dos pontos acima citados. seccionamos também o
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fragmento de musculo controle, porem em apenas 2 pequenas pares. Enviamos os cinco
fragmentos ao Laboratorio de Anatomia Patologica do Nucleo de Medicina e Cirurgia
Experimental da F. C. M. UNICAMP, tendo realizado o mesmo procedimento para cada
um dos ratos.

O material foi rotineiramente desidratado em solugbes de concentragio
crescente de aleool 70%, 80% ¢ 90%, sendo uma hora em cada. A seguir foi diafanizado
em xilol durante uma hora, por trés vezes, banhado duas vezes em parafina e introduzido
em parafina (paraplast) a 607, Com a solidificagio, obtiveram-se blocos de parafina que
foram cortados com um microtomo, da seginnte maneira: com a navalha fizeram-se cortes
perpendiculares a superficie do fragmento, desbastando o bloco até que ficasse justaposto a
lesdo, depos foram feitos 625 cortes seriados, tendo cada um a espessura de 4 micra. Para
cada 25 cortes, um fo corado com hematoxilina e eosina e um outro guardado como
reserva. Ao final do processo foram obtidas 5 liminas, comtendo 5 cortes cada uma. coradas
com H'E, e 5 laminas com igual nimero de cortes, nio-coradas ¢ mantidas como reserva, A
partir das duas fragbes extraidas de cada musculo controle, confeccionaram-se 3 liminas
com 5 gortes corados ¢ outras 3, sem corar.

Foram coradas 504 liminas com 5 fragmentos cada, o que resultou num de
2520 fragmentos. Deste total de liminas coradas, 360 liminas provinham de musculo onde
havia sido aplicado laser de CO2, totalizando, portanto, 1800 fragmentos com pontos de
laser. As restantes 144 liminas (720 fragmentos) eram de mosculo controle,
conseqlentemente ndo continham pontos de laser, mas também foram analisadas sob
microscopia optica. Em cada caso procuramos a les@o mais profunda através de cortes
seriados, onde se notava perfeitamente a progressdo da injuria tecidual em diregiio ao ponto
central da lesio e, depois deste, a regressio do dano tecidual, mostrando que o centro da
lesdo ja havia sido ultrapassado,

Nos trés grupos, AP x CT, MP x MT e BP x LP, as lesles com maior
profundidade foram analisadas morfometricamente com um micrémetro na ocular de um
microscopic OLYMPUS BH-2, segundo os parimetros: profundidade total e extensio
superior ¢ inferior da cratera, profundidade total (cratera + dano marginal) e extensio
superior e inferior da lesdo, tecido de regeneragio,
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A figura 9 mostra os parametros morfométricos avaliados sempre na lesdo
imediata ¢ de maior profundidade - ES = extensdo horizontal da cratera causada pela
vaporizagio do tecido, medida na borda superior da lesdo, ES total: extensio honzontal
total medida na borda superior, incluindo a irea vaporizada ¢ a necrose ao redor; El =
extensio horizontal medida no fundo da cratera, somente a drea vaporizada, EI total
medida da area vaporizada mais a necrose ao redor da cratera,_craP: profundidade da

cratera, Total - medida, na vertical, somando a area vaporizada e a necrosada.

E.5. TOTAL

TOTALP

I
E.L. TOTAL

Figura 9 - Parimetros morfométricos avaliados na lesio imediata.
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O parimetro, tecido regenerado, Tec reg., era avaliado nas lesdes em
reparagdo, ao longo do tempo, sempre naquela de maior profundidade, como mosira a
figura 10,

figura 10 - Parimetro morfomeétrico analisado nas lesdes em reparagio

Analise estatistica : Como em cada rato foram provocadas trés lesoes diferentes
simultaneamente , precisamos comparar ¢stes valores em cada animal, para cada parimetro
morfométrico. O teste que mais se aplica a esta situagio € o de Friedman, pois entre os
elementos dos grupos nio podemos esperar uma distribuigio normal. Os calculos foram
feitos atraves do programa WINSTAT 3.1
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5. RESULTADOS



Verificamos diversos graus de carbonizaglo durante a anilise do material No
grupo AP x CT, fragmentos de tecido carbonizado eram menos freqiientes e apresentavam
coloragio marrom . Na BP x LT pudemos cbservar mais frequentemente fragmentos

carbonizados de cor preta

A carbonizagio apresentou-se numa progressdo crescente de AP x CT para
BP x LT, com um grau intermediario em MP x MT.

Nas lesdes AP x BT observamos que a cratera formada atingiu camadas mais
profundas do misculo e a fenda entre as bordas era estreita, apresentando um halo delgado
de musculo necrotico com homogeneizagio e eosinofilia citoplasmaticas e com perda das
estrias musculares. Apos aplicac@o do laser MP x MT, a cratera foi mais larga e superficial
¢ 0 halo de destruigio muscular, ao redor, mais largo. Na situagio de BP x LT a eratera foi
superficial . mais larga e rasa, a fenda formada foi também maior e o halo circundante ainda

mais volumoso que nas outras.

Em todos os grupos, apos 24 horas, foi possivel perceber a presenca de intenso
edema entre os fasciculos musculares que ndo haviam sido carbonizados pelo laser.
Ocorreu também a migragio de granulocitos para regido lesada, demarcando as areas
queimadas e grande concentragdo dos mesmos em locais mais carbonizados.

Com 4 dias j4 podiamos notar a presenga de macrofagos, fibroblastos e
neovasculanzacio nos trés grupos. Os granulocitos ainda eram abundantes, encontravam-se
celulas musculares regenerativas, os mioblastos, que nesta fase se apresentavam como

celulas globosas, com numerosos nicleos vesiculosos ¢ basofilia citoplasmatica.

Em 7 dias observivamos malor quantidade de fibroblastos e mioblastos, uma
diminuigiio no numero de capilares e um aumento de tecido fibroso determinando maior
pahdez tecidual. Vernificamos ainda, alguns granuldcitos.

Passados 15 dias, ocorreu um aumento do nimero de fibroblastos, que se
apresentavam mais densos. Os mioblastos adquiriram aspecto fusiforme e seus micleos
migraram para a periferia. Notamos a presenga das células gigantes mutinucleadas ao redor
de tecido carbonizado.
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Transcormndos 21 dias, venficamos tecido conjuntive bastante denso ¢
mioblastos bem mais alongados que se assemelbavam ao miscule normal. Havia ainda

algumas células gigantes presentes.

Embora tenham sido medidas do ponto de vista qualitativo e guantitativo as
lesGes dos trés grupos citados anteriormente, faremos descrigio somente dos achados nos
grupos extremos, AP x CT e BP x LT, salientando que, de acordo com o esperado, os

resuftados do grupo intermediario apresentavam caracteristicas parciais dos dois outros.

Os masculos deixados como controle foram analisados e ndo apresentaram do
ponto de vista imediato, nenhum tipo de lesdo. No primeiro dia pos-operatério observamos
um processo inflamatorio ativo, leve, superficial, que nfio ultrapassava a fascia. Esta reacio
tecidual, devida ao descolamento da pele no ato cinirgico, desenvolveu-se com um leve

processo inflamatono e evoluiu para resolucdio sem deixar seqiielas,

Durante a aplicagio do laser de CO2 com AP x CT foi possivel notar contragio
muscular (fasciculagio) intensa, facilmente visualizada.

Descrevemos a seguir os resultados inerentes a cada fase do processo de reparo
tecidual, encontrados na andlise microscopica das lesbes dos grupos de AP x CT e
BP x LT, segundo a evolugdo cronologica dos seguintes tempos: imediato, apds 24 horas, 4,
715 e 21 dias,

Nas lesbes obtidas com BP x LT, ressecadas imediatamente apos a aplicagio,
verificamos uma cratera cilindrica cujas margens mostram tecido muscular e conjuntivo
carbonizados, constatando graus diferentes de carbonizacio, e vactolos dentro da
musculatura e do tecido conjuntivo. Observamos sangramentos em graus varidveis,
normalmente leves {foto 7).
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foto 7 - Aspecto microscopico da lesio de BP x LT imediatamente apos  a  aplicagio  do
laser de CO2 (5,0W x 2,05) com Objetiva - 1,6

Ao analisar a lesdo de BP x LT, apos 1 dia, encontramos exudato granulocitario
nas margens da cratera, as vezes muito denso, também permeando as dreas necroticas
carbonizadas da margem e os musculos destruidos. Pode-se visualizar melhor a necrose nas
margens da lesiio. A eosinofilia e homogeneizagio destacam-se mais. Em muitas fibras
musculares o citoplasma comega a se fTagmentar intensamente, com granulocitos

infiltrando-se nessas areas (foto 8 ).
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foto 8 - Aspecto microscopico da lesdo de BP x LT, apos | dia da aplicaglio do laser
(3,0W x 2.05), com Objetiva - 1.6.

Apos 4 dias, verificamos na BP x LT a redugiio no tamanho da cratera, A
reagio granulocitaria na margem da cratera continua intensa, principalmente entre a
musculatura carbomzada. Ha uma maior presenga de maerdfagos entre os granulocitos,
muitos fibroblastos e brotos de capilares. Pode-se perceber o inicio do processo reparativo,

onde se identifica tecido de granulagio jovem, ainda com atividade mitotica (Foto 9),
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foto 9 - Aspecto microscopico da lesdo de BP x LT, 4 dias apos a aplicagio do laser CO2
(5,0W x 2,08), com Objetiva - 1,6,

Passados 7 dias da aplicagio BP x LT, ocorre diminuigdo do tamanho e
profundidade da cratera de forma mais acentuada. Verificamos tecido de granulacdo em
transigio  para tecido  cicatricial com  fibroblastos, fibrocitos, células  redondas

multinucleadas, restos de tecido carbonizados, poucos granulocitos e mioblastos {foto 10)
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foto 10 - Aspecto microscopico da leslio de BP x LT, 7 dias apds a aplicagio do laser de
COZ (5,0W x 2,0s), com Objetiva - 1,6,

O tecido carbonizado residual na BP x LT, apos 15 dias, apresenta-se
circundado por células gigantes, tipo corpo estranho. Nesta fase a fibrose ¢ menos extensa e
muitas fibras estio em regenera¢io (foto 11).
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foto 11 - Aspecto microscopico da lesdo de BP x LT, 15 dias apos a aplicagdo do laser de
CO2Z (5,0W x 2,05), com Objetiva - 1,6.

A analise da situagio de baixa poténcia e longo tempo, apos 21 dias da
aplicagdo, evidencia uma redugio bastante acentuada da cratera e a presenga de muitos
fragmentos carbonizados circundados pelas  células  gigantes Ha  ainda  células
inflamatorias: linfocitos, plasmocitos e macrofagos residuais. Notamos dreas de fibrose
misturadas com zonas de regeneragio muscular contendo mioblastos com  nicleos

vesiculosos e centrais (foto 12),
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ﬂ]t{r 12 - Aspecto da lesio de BP x LT, 21 dias apds a aphcai;.au do laser de CO2
(5,0W x 2,0s), com Objetiva - 1,6.

Nas lesdes obtidas com AP x T, ressecadas imediatamente apos a aplicagio,
observamos um canal com escassas areas carbonizadas, finas e discretas, nas margens, Na
maioria dos casos, as partes superiores estio deslocadas do centro, horizontalmente, em
fungio do deslizamento dos fasciculos por contragio muscular durante a aplicagio
Percebemos, além da carbomizagdo das fbras musculares adjacentes, uma perda da
arquitetura citoplasmatica com homogeneizagio do citoplasma, que atinge uma colora¢do
de tom mais alaranjado-eosinofilico. Observamos um liquido seroso preenchendo a cratera
{fota 13)
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foto 13 - Aspecto microscopico da lesio de AP X CT imediatamente apos a aplicagio do
laser de COZ (20W x 0,55), com Objetiva - 1,6,

Notamos que também na AP x CT o exudato granulocitario € abundante nas
margens da cratera. As fibras musculares encontram-se homogeneizadas e eosinofilicas. Ha
igualmente fragmentagdo dos musculos ¢ edema intersticial entre as células (foto 14),
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foto 14 - Aspecto da lesio de AP x LT, | dia apos a aplicagio do laser de CO2 (20W x
0,3s), com Objetiva - 1,6

Na analise da lesdo de AP x LT, chama a atengdo a intensidade da regeneragio

muscular. A cratera encontra-se em involugdo (foto 15)
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foto 15 - Aspecto da lesdo de AP x CT, 4 dias para a aplicagio do laser de CO2
(20%W x 0,55), com Objetiva - 1,6

A cratera da AP x LT encontra-se diminuida apds 7 dias, com poucas areas
carbomzadas residuais. Ewidencia-se que a fibrose intersticial é menos extensa A
regeneragdo muscular e mais acentuada, observando-se na periferia muitos mioblastos ja

em amadurecimento avangado (foto 16).
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foto 16 - Aspecto da lesio de AP X LT, 7 dias apﬁs a aplicagio do laser de E{'ﬂ (an X

0,55), com Objetiva - 1,6.

Na AP x CT, apos 15 dias, drea de fibrose é minima, com pouquissimos
residuos de tecido carbomzado e com muitas fibras musculares atingindo o calibre e as

caracteristicas de matridade (foto 17).
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foto 17 - Aspecto da lesio AP x CT, 13
(20W x 0,55), com Objetiva - 1,6,

Passados 21 dias da aplicaciio de AP x CT, a fibrose intersticial desaparece e

poucas areas apresentam tecido carbonizado cireundado por células gigantes {foto 18).
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foto 18 - Aspecto da lesiio AP x CT 21 dias apos a aplicagdo do laser de CO2 (20W x 0,5s),
com Objetiva - 1,6
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Tabela 2 ; Teste Friedman

e posles midios N F
womparag@o da profondidede des
walaras (oa )
BFxLT 129167 12
MF % BT L160ET 12 o077
AP xCT 154167 12
smmmparsEie & medida hormzonmial o
superficie dn ormers [E5)
BF x LT 1, 79167 12
MF x MT 141667 iz 0, 02096
APxCT 1. 79167 1z
comperagdio da exzensAo bor somal
mferor da crmers (El)
BF % LT 181818 L1
MPx MT 2463630 11 0, Dr2REs
AP x CT 154545 ]
Eimparagio da profm dedade tolal da
lesfie (Tots] F
BFxLT 137500 12
AP x MT 10167 12 003957
AP R CT 133333 12
Comparagie da exdensio horizonal
superiof da lesio (ES 1al)
BF xLT FRELLLH 12
MF x MT 2, 08333 1z (52004
AP x AT L9pen7 L
Comparagio da ext ensio horizontal
mfericer da leslo (E1 tataly
BFLT 107300 0
M x AT 227500 an 013033
APxCT 159000 20
comparadls do lecda de
regenernglo (Tec. reg.)
BPFx LT LXTTTE ¥
AP« MT 2 ITTTE 4 003778
AP ECT 144444 b

Os graficos a seguir mostram a evolugio dos 3 pardmetros da tabela acima, para
0s quais o resultado do teste de Friedman foi significativo,

- Profundidade da cratera - grafico 1
- Profundidade total da lesio - grafico 2
- Tecido de regeneragiio - grafico 3
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profundidade da cratera (mm)

Grifico 10 Profundidade da cratera medida em mm ao longo dos dias, durante a reparagio

tecidual
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A MPxMT
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profundidade total (mm)
#
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Grdfico 2. Profundidade total da lesfo medida em mm ao longo dos dias durante o reparo

tecidual
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Grafico 3 Tecido de regeneragdo medido em mm ao longo dos dias durante o reparo

tecidual
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6. DISCUSSAO



O laser de CO2Z mostrou excelentes resultados operatorios, confirmando a
expectativa de ser um instrumento cirirgico extremamente util e que deve ser utilizado
cada vez mais em diferentes procedimentos. O conhecimento de sua atuagio no
transoperatono e também o comportamento pos-operatorio das lesbes por ele produzidas
determinam maior segurange para utilizagio em regides mais delicadas, produzindo

melhores resultados.

A espessura do musculo utilizado mostrou-se eficiente para comportar lesdes
profundas, determinadas pela utilizagio do laser com alta poténcia e curto tempo,
solucionando a dificuldade anteriormente encontrada nas aplicacies em pele de rato,
conforme explicado em Material ¢ Métodos do presente trabalho.

Encontramos algumas dificuldades em trabalho experimental com o musculo
estriado, inerentes as suas proprias carateristicas. O deslizamento entre os feixes
musculares, decorrente da fasciculagio causada pela aplicagio do pulso do laser CO2,
dificultou a padronizacio e interpretacio das lesdes, que apresentavam contornos bizarros,
0 que sempre foi mais evidente nas aplicagbes de AP x BT como ja foi relatado
anteriormente (DANIEL & STRICH, 1979). Este fenfmeno esta relacionado com a
vaponzagio da agua contida no tecido a qual, durante o seu desprendimento, acaba
provocande um  estimulo  suficiente para produzir a fasciculagio muscular A
movimentagdo determinada pelo deslizamento faz com gque as lesdes fiquem deformadas
entre os fasciculos. O fendmeno fica mais aparente em lesdes recentes e durante a evolugio

do reparo tecidual é menos cvidente. (foto 19)

Num tecido sem fibras contrateis, por exemplo a pele, ndio ocorre fasciculagiio ¢

por 1350 as lesbes sio mais uniformes. (foto 20).

Todos os fatores citados acima contribuiram para dificultar a medida de
algumas lesdes que ndo estavam perfeitamente formadas.

Tentamos superar estas dificuldades examinande o material em cortes
histologicos seriados, usando para o exame morfométrico somente os cortes com leslio mais
profinda
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foto 19 - Lesiio disforme ocasionada pelo deslizamento entre os fasciculos musculares

durante a utilizacio do laser CO2.
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foto 20 - Lesiio uniforme provocada pelo laser de CO2 em pele de porco,

A utilizagio do fragmento de plastico colocado entre a pele e o misculo fol
fundamental para evitar os danos causados pela aderéncia formada durante o processo de
reparagdo. Constatamos que pdo houve interferéncia desse elemento, que em nada
modificou o reparo tecidual
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A utilizagdo do anel espacador garantiv uma distincia focal definida e portanio
a certeza de que todos os pontos de laser foram realizados na distdncia focal correta, e

também de que a area de focalizagio foi mantida constante em todas as aplicagoes.

As medidas de poténcia realizadas pelo “powermeter”, precedendo sempre as

aplicagdes, tiveram importincia significativa no controle da estabilidade do laser.

0 pedago de acrilico transparente onde foi testado o laser, antes das aplicacdes
in vive, assegurava a manutengdo da morfologia das lesbes reproduzidas previamente neste

material

O fio de algodio 3-0 mostrou-se bastante resistente, evitando deiscéncia na

sutura e infecgdo no local da aplicagio.

Escolhemos como animal de experimentagio o rato, por ser de facil manuseio e
de grande resisténcia a processos infecciosos. Em nosso estudo, o rebatimento e a reposigio
da pele ndo provocaram processo inflamatorio importante nos musculos onde ndo
aplicamos o laser, que serviram como controle, mesmo na auséncia de antibioticoterapia
Alem disso, os processos de regeneragio e cicatrizagio no rato evoluem rapidamente, o que

encurta o tempo de observacdo pos-operatona.

O laser CO2 produz uma radiagio com comprimento de onda (10,61m), gue é
bem absorvida pelos tecidos biologicos em geral A interagio desta radiagio infravermelha
com agueles tecidos se di com grande eficiéncia de conversio em calor localizado,

podendo este, assim, ser utilizado como um “bisturi cinirgico”
A energia térmica ¢ responsavel pelos seguintes efeitos:
A- efeitos no local da irradiaciio

| fator fisico-mecdnico: em niveis suficientemente altos de energia, a dgua contida em
grande quantidade nas células sofre rapida vaponzagio, causando “explosbes™ destas e
ejegio do componente solido do tecado, o que explica a génese da cratera (HALL er al,
1971, MIHASHI et al., 1976; TICHY et al., 1988b; McKENZIE, 1990).

2. fator fisico-quimico: A desnaturaclio térmica das proteinas no centro da irradiacio pode

provocar carbonizacio.
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Este eferto fon descrito em diferentes tecidos, como por exemplo - figado, bago,
pele, musculo esquelético, tecido adiposo e lobo de orelha, (MIHASHI e al | 1976; TICHY
etal, 1987, 1988ab,c; McKENZIE, 1990).

B- efertos ao redor do local da aplicagio do laser

- & necrose ao redor da cratera ¢ causada pela transmissio de calor e propagagio do dano

termico as células vizinhas

Apos aplicagio AP x CT, observamos menos tecido carbonizado nas bordas da
cratera que nas produzidas com BP x LT | Obwviamente, nas aplicagdes de AP x CT, o curto
tempo em que a energia total ¢ entregue ao tecido nio permite a disseminacido de calor
suficiente para provocar carbonizagio nas proximidades da area atingida, sendo a alta
potencia ou grande quantidade de energia o fator responsavel pela maior profundidade da
cratera (McKENZIE, 1983; TICHY ef af,, 1987,1988a b.c, THOMSEN, 1991: JACQUES,
15992},

Diferengas significativas ndo foram encontradas na observagio do didmetro
total da borda das lesties, nos diferentes grupos. Isto pode ser explicado pelo fato de
estarem os tempos utilizados para o presente trabalho (zero, 1 e 2 sepundos), em termos
absolutos, em uma mesma ordem de grandeza, ndo causando efeitos diferenciados de

propagagdo imediata de calor na superficie do tecido.

Aplicamos o teste de Friedman que € mais adequado para comparagio de
amostras dependentes, em mais de 2 grupos, como € o caso do nosso trabalho, onde
comparamos a reparagio de lesdes produzidas por AP x CT, MP x MT ¢ BP x LT em um

mesmo animal

Nos sete testes estatisticos realizados existe a possibilidade do emmo alfa
sigmficando que alguns dos valores de “p” menores que 0,05 poderio representar
resultados ao acaso. Para nos certificarmos de que ndo incorreriamos no erro alfa e que os
resultados senam realmente significativos, valorizamos somente os testes com “p”™ menor
que 0,05 que também mostravam um crescimento dos postos médios entre a BP x LT e MP
X MT e entre a MP x MT ¢ AP x AT,
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Representamos graficamente os resultados para os parimetros onde os testes
aphcados mostraram-se significativos.

() grafico (1) referente a profundidade da cratera mostra a tendéncia de maior
profundidade para as lesdes obtidas com a aplicagio de laser de CO2 com AP x CT.

No grafico (2) verificamos também que, para a AP x CT, a profundidade total
da lesio mostra-se maior.

O grafico (3), que representa a regeneragio tecidual, mostra que hd uma
presenga mais significativa de tecido regenerado para AP x CT,

0 dano térmico do tecido muscular foi evidenciado pela homogeneizacio e
intensificagiio da eosinofilia do citoplasma, bem como pelos vaciolos citoplasmaticos,
imediatamente apos a aplicagio do laser, indicativos de necrose térmica,

As crateras foram preenchidas predominantemente por liquido intersticial
Chamou atengiio a auséncia de hematomas maiores, em funcio de vasos até 0.5 mm serem
stlados durante aplicagdio do laser CO2 (NICOLA, 1984; NICOLA ef al , 1997}

A reagio inflamatona demarcando as areas de necrose nos primeiros dias foi
semelhante em todos os grupos.

Apos quatro dias, ja se percebe o inicio do processo reparativo com presenga de
tecido de granulagio jovem e mioblastos ¢ as lesdes mostram diferengas na evolugio do
rEparo

A regeneragiio encontra-se mais avangada em AP x CT, onde podem ser vistos
muitos mioblastos, poucos restos de tecido carbonizado, menos tecido de granulagio e,
conseqientemente, escassa fibrose.

Passados 15 dias, ¢ possivel perceber que a regeneragio muscular na AP x CT
supera a BP x LT, com mioblastos mais evoluidos, apresentando diimetros proximos a

fibra muscular madura e micleos mais voltados para a periferia da mesma (foto 2la e 21b).
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foto 21a — Aspecto microscopico da regeneragiio muscular com AP x CT com 15 dias apds
a aplicagio de laser CO2 (20W x (1,55) com Objetiva — 20.
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foto 21b — Aspecto microscopico da regeneragdo muscular com BP x LT com 15 dias apos

a aplicagdo de laser CO2 {05W x 2.0s) com Objetiva — 20

Observar regeneragio do tecido muscular mais avangado a esquerda
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Apos 21 dias, com AP x CT, praticamente todo tecido necrdtico € substituido
por tecido muscular maduro e a fibrose ¢ minima. Verifica-se claramente que, nesta
situagio, o processo de regeneraciio e a maturidade do tecido progrediram muito mais que

na BP x LT (foto 22a e 22b).

foto 22a — Aspecto microscopico da regeneraglio muscular com AP x CT com 21 dias apos
a aplicagdo de laser CO2 {20W x 0,55), com Objetiva - 20.
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foto 22b - Aspecto microscopico da regeneracio muscular com BP x CT com 21 dias apos
a aplicagdo de laser CO2 (05W x 2.0s) com Objetiva - 20.

Dbservar na foto 22a, a presenca de maior niimero de granuloma do tipo corpo estranho.
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7. CONCLUSAO




Mostramos que o ponto principal das diferengas no processo da regeneracdo e
cicatrizagdo € a quantidade de tecido carbonizado presente no local das crateras. Notamos
que nas lesdes com mais fragmentos carbonizados havia um maior nimero de granulomas
do tipo corpo estranho, com células gigantes multinucleadas e fibrose mais intensa. O
processo da reagdio de corpo estranho obviamente retarda a regeneragfio das fibras
musculares, com evidente crescimento mais lento, em comparagio com as fibras

regenerativas nas lesdes obtidas com alta poténcia e curto tempo.
Outras observagdes que merecem destaque sdo:

1- A cratera causada pela aplicagdo de alta poténcia e curto tempo & mais profunda e

contém menos tecido carbonizado nas margens.

2- Durante a reparacdo do dano, as lesdes causadas por alta poténcia e curto tempo mostram
menos fibrose € um menor nimero de granulomas do tipo corpo estranho em relagiio a

baixa poténcia e curto tempo.

3- O processo de regeneragfio muscular € mais intenso nas lesdes oriundas da aplicagio de
pulsos de laser de alta poténcia ¢ curto tempo, evoluindo mais rapidamente e do ponto
de vista qualitativo apresenta-se superior a regeneragio de lesdes obtidas com baixa

poténcia e longo tempo.

Em analogia aos principios gerais da reparagio de tecido apés intervengio

cirirgica podemos considerar:

4- O processo de reparagio, apos a aplicagio de pulsos de laser baixa poténcia e longo
tempo € semelhante ao reparo por segunda intengHo, tendo em vista a perda de maior

volume de tecido, vaporizado, entre as bordas da lesdo.

5- O processo de reparagdo de lesdes causadas por pulsos de laser de alta poténcia e curto
tempo assemelha-se ao reparo por primeira inten¢io, considerando a proximidade entre

as bordas da lesdo e o menor volume de tecido vaporizado por esta forma de aplicaciio

Apos as consideragbes acima mencionadas, podemos concluir que o conceito
vigente na literatura, de que a utilizagéo de pulsos de alta poténcia e curto tempo levam a

um menor dano, coincide com os resultados encontrados em nosso trabalho.
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8. SUMMARY




The aim of our study was to compare biologic effects such as tissue damage and
regeneration in rat skeletal muscle after CO2 laser application with pulses of constant

energy density, but with varying power and exposure time.

We used three different laser conditions: 20W x 0.5s, 10W x 1.0s and 5.0 W x

2.0s, all having the same energy density (10 joules in a constant area).

The animals were sacrificed immediately after laser application, and after 1, 4,
7, 15 and 21 days. Tissue damage produced by the CO2 laser with high power provokes
more profound craters with less tissue damage at the margins, as shown by lesser tissue
carbonization, fewer foreign body giant cell granulomas and less tissue fibrosis and, on the

other hand, an accelerated regeneration of muscle tissue.
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10. ANEXO




Nesta regido aplicaram-se diversos conjuntos de pontos de laser, variando os
parametros poténcia e tempo, sempre mantendo constante a energia final, com a finalidade
de encontrar as melhores condigdes de operagio. O objetivo era obter lesdes com
caracteristicas morfologicas distintas entre si, para poder comparar os comportamentos
durante a evolugdo cicatricial. Sabe-se que poténcias elevadas aplicadas em curto tempo
determinam lesGes mais profundas, verticalizadas, com menos dano tecidual circunvizinho,
enquanto poténcias baixas, aplicadas durante maior tempo, geram lesdes mais rasas,

horizontalizadas e com maior dano (NICOLA, 1984).
Chegou-se ao seguinte conjunto de combinagdes:

1I0Wx0,1ms. =107,
05W x 0,2 ms. = 1,0J;
02W x 0,5 ms. = 1,0J.

Fizemos a aplicagio de 2 conjuntos de trés pontos com a combinagio acima, em
8 ratos, totalizando 4 lotes com 2 animais, e retiramos os fragmentos de pele
imediatamente, apos 7 dias, de um animal ¢ 14 e 21 dias, do outro. Trabalhamos na
ressecgdo dos 4 fragmentos de pele de cada situagio, colocando-os a seguir em formol a
10% e, posteriormente, enviando-os ao Laboratorio de Anatomia Patologica do Nucleo de
Medicina Experimental da F.C.M. - UNICAMP, para processamento. Os fragmentos foram
entdo incluidos em blocos de parafina, os trés pontos juntos; foram feitos cortes seriados,
colocados em 5 idminas cada e corados com H/E. Fizemos analise, sob microscopia éptica,
de um total de 80 1aminas, encontrando resultados significativos, semelhantes aqueles
obtidos por HALL (1971). Nossos resultados motivaram a realizacio de um trabalho
apresentado na forma de pdster, em Congresso (COUTINHO er al., 1994b).

Ainda assim foram encontradas algumas dificuldades:

- 0 espago de uma semana entre a primeira analise e a segunda foi muito longo, perdendo-

se dados importantes. Entdo, decidimos analisar também a reparagiio apds 1 e 4 dias;
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- a espessura delgada da pele do rato era, muitas vezes, ultrapassada pelas lesdes
decorrentes da aplicagdo, de poténcias mais elevadas, de laser CO2. Para solucionar este
problema, que dificultava a analise das lesBes, testamos e optamos pela utilizacio do par

de musculos gluteus maximus, com espessura suficiente para comporti-las.

Fizemos, entdo aplicacBes para testar o comportamento do tecido com o qual
comegavamos a trabalhar o musculo. Para aplicagiio dos pontos, a pele da regido lombar
dorsal foi rebatida sobre a musculatura, de forma que ficasse uma janela expondo
totalmente o par de musculos. Aplicou-se um conjunto de 6 pontos em cada misculo,
totalizando 12 pontos por rato. Apos a aplicagdo, a pele era recolocada de volta e suturada
com fio de algoddo 3-0. Nos primeiros animais verificamos que a pele aderia as lesdes, no
decorrer do processo de reparagdo. A ressecgio dos misculos aderidos a pele acarretava
dano as lesGes, comprometendo-as ¢ prejudicando o resultado final. Este problema foi
soluctonado através da colocagdo de um fragmento de plastico estéril, da propria
embalagem do fio de sutura, que se mostrou bastante satisfatorio, preservando as lesdes.
Utilizamos 12 ratos divididos em 4 lotes com 3 animais, nos quais foram aplicados
diferentes conjuntos de pardmetros de tempo e poténcia. Os musculos foram ressecados
imediatamente e apos 3 e 7 dias. Utilizamos o mesmo método para manufatura das ldminas:

foram 30 por rato, (lote de 12), totalizando 360 13minas. Optamos pelo seguinte conjunto:

05Wx20seg. =107
10 Wx 1,0seg. = 10
20Wx0,5seg. =10J

Todo este estudo inicial serviu de piloto para que fossem solucionadas algumas
dificuldades e fosse atingido o conjunto mais adequado de tecido x tempo x poténcia, com a

definicdo da metodologia utitizada neste trabatho.
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“Jefam quais forem os resulindos, fir o-gue pude”

Pasteur



Anexo 1

- Projeto piloto

As razdes dispostas na metodologia justificam a mudanga do tipo de tecido (de
sele para musculo) que foi utilizado no presente estudo. Previamente desenvolvemos um
trabalho piloto, em pele de rato, que contribuiu muito para elaboragio da tese e serd

descrito a seguir

Os ratos foram anestesiados e fixados em posigio ventral & os pelos da regidao
dorsal do pescoco tricotomizados previamente, com maquina elétrica. Esta regido for
escolhida por ser considerada um local de mais dificil manipulagio para o rato e, portanto,

menos sujeita a traumas (foto 23)

Foto 23. Aplicagdo do laser COZ em pele de rato
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