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RESUMO

Os instrumentos cirurgicos térmicos s&o amplamente utilizados em cirurgias de
tecidos moles pela capacidade de promover hemostasia e reduzir a necessidade de
suturas, sendo indicados também para a liberagdo do freio lingual. Entretanto, os
efeitos do aquecimento sobre o tecido e o reparo tecidual local ainda suscitam
guestionamentos. Este estudo, em duas etapas, teve como objetivo avaliar os efeitos
térmicos e o reparo tecidual apds incisdes relizadas no freio lingual com diferentes
instrumentos. Na primeira etapa, ex vivo, 60 linguas suinas foram submetidas a
incisbes com tesoura Iris, eletrocautério, bisturi eletrénico, laser de érbio (em
diferentes parametros) e lasers de diodo de alta poténcia (450 nm e 980 nm, com
diferentes parametros). A temperatura foi monitorada por termografia infravermelha
(FLIR C5) registrando valores durante, ao final e 1 minuto apos as incisées. Observou-
se menor aquecimento no grupo tesoura (5,6 °C) e maiores médias no laser de diodo
de alta poténcia 980 nm (22,6 °C) e no 450 nm (16,7 °C), sendo que o ultimo
apresentou o resfriamento mais rapido (13,6 °C em 1 minuto). Na segunda etapa, a
escolha dos instrumentos foi realizada de acordo com os resultados da primeira etapa.
Foram escolhidos dois instrumentos de laser de diodo de alta poténcia no modo
pulsado, que apresentavam o mesmo tipo de ponta na fibra, com 600 micrometros de
diametro, mas com comprimentos de onda diferentes. Esta etapa foi conduzida in vivo
com 30 ratos Wistar jovens que se encontravam na faixa etaria antes da puberdade,
distribuidos em trés grupos: tesoura (controle), laser de diodo 450 nm e laser de diodo
980 nm, ambos no modo pulsado. Foram realizadas analises termograficas e
histolégicas nos periodos imediato e pds-operatério (dias 0 e 7). O laser diodo 980 nm
apresentou um caso de sangramento controlado durante o procedimento, enquanto o
grupo laser diodo de 450 nm nao apresentou nenhum caso de qualquer sangramento,
entretanto, apesar de apresentarem resultado de reparagdao tecidual clinico
semelhantes, no sétimo dia; o grupo laser 450 nm, apresentou menor quantidade de
feixes de colageno desorganizados com aspecto fibrosado em relagao ao uso do laser
980 nm, e mais semelhante ao uso da tesoura cirurgica. Ambos os instrumentos
térmicos apresentaram caracteristicas clinicas, térmicas e histolégicas semelhantes e
podem ser empregados de forma segura para incisées na regiao do freio lingual
apresentando padrées semelhantes de aquecimento e de reparo tecidual. Espera-se
que os resultados auxiliem na compreensao da seguranga térmica e bioldégica desses
lasers em cirurgia do freio lingual, entretanto € necessario mais estudos histolégicos
e clinicos que confirmem estes achados.

Palavras-chave: Laser de alta poténcia; freio lingual; termografia; frenectomia;
infiltrado inflamatério.



ABSTRACT

Thermal surgical instruments are widely used in soft tissue surgeries due to their
ability to promote hemostasis and reduce the need for sutures; they are also
indicated for lingual frenectomy. However, the effects of heating on the tissue and
local tissue repair still raise questions. This two-stage study aimed to evaluate the
thermal effects and tissue repair after incisions performed on the lingual frenulum
using different instruments.

In the first stage (ex vivo), 60 porcine tongues underwent incisions with Iris scissors,
electrocautery, electronic scalpel, erbium laser (at different parameters), and high-
power diode lasers (450 nm and 980 nm, at different parameters). Temperature was
monitored via infrared thermography (FLIR C5), recording values during, at the end
of, and 1 minute after the incisions. The lowest heating was observed in the scissors
group (5.6 °C), while the highest averages were found in the 980 nm high-power
diode laser (22.6 °C) and the 450 nm laser (16.7 °C); the latter showed the fastest
cooling (13.6 °C within 1 minute).

In the second stage, the instruments were selected based on the results of the first
stage. Two high-power diode laser instruments in pulsed mode were chosen,
featuring the same fiber tip type (600 micrometers diameter) but different
wavelengths. This stage was conducted in vivo with 30 young pre-pubescent Wistar
rats, distributed into three groups: scissors (control), 450 nm diode laser, and 980 nm
diode laser, both in pulsed mode. Thermographic and histological analyses were
performed in the immediate and postoperative periods (days 0 and 7).

The 980 nm diode laser group presented one case of controlled bleeding during the
procedure, while the 450 nm diode laser group presented no cases of bleeding.
Although both showed similar clinical tissue repair results on the seventh day, the
450 nm laser group exhibited a smaller amount of disorganized, fibrotic-like collagen
bundles compared to the 980 nm laser, appearing more similar to the surgical
scissors group. Both thermal instruments presented similar clinical, thermal, and
histological characteristics and can be safely employed for lingual frenulum incisions,
showing similar heating and tissue repair patterns. It is expected that these results
will aid in understanding the thermal and biological safety of these lasers in lingual
frenulum surgery; however, further histological and clinical studies are necessary to
confirm these findings.

Keywords: High-power laser; lingual frenulum; thermography; frenectomy;
inflammatory infiltrate.



DESTAQUES

1. Avaliagado do aquecimento tecidual gerado por diferentes instrumentos cirurgicos:
tesoura iris, eletrocautério com ponta de niquel-cromo (1220 °C), bisturi eletrénico de
alta frequéncia (6 W), lasers de diodo DMC e D-Storm (modos continuo, pulsado e

superpulsado) e laser de Erbio.

2. Investigagao dos efeitos do aquecimento tecidual sobre o reparo no freio lingual
em modelo animal jovem, controlando a influéncia da puberdade sobre a

cicatrizacéao;

3. Registro termografico padronizado da temperatura durante a incisdo e um minuto
apos, possibilitando mensurar o pico de aquecimento e o tempo de resfriamento

local;

4. Avaliagao histolégica do processo inflamatorio e do reparo tecidual em dois pontos

de tempo (dias 0 e 7), correlacionando achados térmicos com resposta bioldgica;

5. Contribuicdo para a definicado de protocolos clinicos mais seguros e eficazes no uso
dos instrumentos térmicos em cirurgias do freio lingual, com potencial impacto na

pratica odontolégica e médica.



HIGHLIGHTS

1. 1Evaluation of tissue heating generated by different surgical instruments: Iris
scissors, electrocautery with a nickel-chromium tip (1220 C°), high-frequency
electronic scalpel (6 W), DMC and D-Storm diode lasers (continuous, pulsed,
and superpulsed modes), and Erbium laser.

2. Investigation of the effects of tissue heating on the lingual frenulum repair in a
young animal model, controlling for the influence of puberty on healing

3. Standardized thermographic recording of the temperature during the incision
and one minute after, making it possible to measure the peak heating and the
local cooling time.

4. Histological evaluation of the inflammatory process and tissue repair at two time
points (days 0 and 7), correlating thermal findings with the biological response.

5. Contribution to the definition of safer and more effective clinical protocols for the
use of thermal instruments in lingual frenulum surgeries, with potential impact

on dental and medical practice.



RESUMO PARA LEIGOS

O freio lingual, conhecido como “lingua presa”, € uma pequena membrana que liga a
lingua ao fundo da boca. Quando ¢€ alterado, sendo muito curto ou grosso, pode
atrapalhar fungdes importantes como falar, mastigar e, principalmente em bebés,
durante a amamentacdo. Nessas situagdes, muitas vezes é preciso fazer uma
pequena cirurgia para liberar a lingua. Tradicionalmente, essa cirurgia é feita com
tesoura, mas hoje existem outros instrumentos, como os térmicos, e especialmente
os lasers, que ajudam a controlar o sangramento e podem evitar a necessidade de
pontos pos cirurgia. Embora o laser seja considerado seguro e ja usado em bebés e
criangas, ainda existem duvidas sobre se o calor que ele gera sobre o corte, afetar a
cicatrizacdo. Este estudo esta sendo realizado com animais jovens em laboratorio
para entender melhor como diferentes instrumentos, a tesoura e dois tipos de laser
podem influenciar a cicatrizagao depois da cirurgia no freio da lingua. Numa primeira
etapa foi realizado um estudo sobre lingua de porco ex vivo para a escolha dos
instrumentos e depois em animais de laboratério (ratos Wistar). Durante o
procedimento, a temperatura do local foi medida e registrada, e as amostras de tecido,
analisadas em dois momentos: logo apds a cirurgia e uma semana depois. O objetivo
foi verificar se o calor produzido pelo laser pode trazer algum efeito sobre a
cicatrizagdo. Observamos que a cicatrizagdo das cirurgias realizadas com o uso da
tesoura, o grupo apresentou integridade total dos tecidos na observacéo do sétimo dia
ap6s a cirurgia, apesar de, em trés animais ter ocorrido sangramento excessivo
durante o procedimento cirurgico. Entretanto, com o uso dos lasers foi observado um
reparo tecidual clinico com caracteristicas semelhantes de tecido endurecido no local
da incisao em 3 animais dos grupos do uso de laser; apesar de nao haver
sangramento excessivo em nenhum dos grupos, apenas no grupo do laser de diodo
980 nm houve um caso de sangramento controlado durante a cirurgia. Apesar destes
resultados semelhantes, o grupo do laser 450 nm apresentou um resultado melhor em
relacdo a avaliacdo do feixe de fibras colagenas desoragnizadas com aspecto
fibrosado quando comparado com o grupo do laser 980 nm no sétimo dia. Com os
resultados deste estudo, espera-se oferecer informagdes mais seguras para orientar
os profissionais de saude e ajudar pais e familias a terem mais confianga nos
tratamentos que envolvem o freio lingual.
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1. CONTEXTUALIZAGAO

Atualmente, os cirurgides tém buscado cada vez mais o aprimoramento de
técnicas que promovam maior eficacia, seguranca e conforto ao paciente durante o
procedimento cirtrgico.” Nesse contexto, o uso de instrumentos cirlrgicos térmicos,
como lasers e bisturis elétricos e eletrdnicos, para melhorar a hemostasia, capacidade
de coagular pequenos vasos sanguineos simultaneamente ao corte cirurgico, tem se
tornado uma alternativa promissora.? O uso desses instrumentos visa minimizar a
perda sanguinea durante o procedimento, otimizar o campo operatorio e, em muitos
casos, eliminar a necessidade de suturas, reduzindo o tempo cirurgico e o risco de
infecgbes pos-operatodrias.?3

A frenectomia/frenotomia lingual € um procedimento cirurgico para liberagéo do
freio lingual, uma estrutura que, quando alterada, pode restringir a mobilidade da
lingua. Tal condigdo, conhecida como anquiloglossia, quando afeta neonatos e
lactentes, pode causar dificuldades na amamentacéo, no desenvolvimento orofacial
e, futuramente, na fala."*% A frenectomial/frenotomia lingual ¢ tradicionalmente
realizada com tesoura, bisturi de lamina fria, bisturi elétrico ou eletrénico.® Além
desses, podem ser utilizados instrumentos térmicos como os que utilizam laser.

Os lasers operam em diferentes comprimentos de onda, cada um com
caracteristicas unicas. Ao interagir com o tecido, a luz laser pode passar por quatro
fendmenos: absorgcdo, penetracdo, transmissao e difusdo. Na Odontologia, a
absorcao € o evento mais desejavel, pois € ela que garante a interagao efetiva com o
tecido alvo para o tratamento.' 367 O laser de diodo de alta poténcia, em particular, é
uma ferramenta segura, eficaz e capaz de realizar uma incisdo que apresente
sangramento minimo, menor dor pos-operatoria e recuperagéo mais rapida.8-1°

Porém, a utilizagdo de instrumentos térmicos levanta questdes importantes
sobre a geracéo de aquecimento tecidual local e 0 seu impacto biolégico nos tecidos
atingidos durante o procedimento cirlrgico.?3%7 A resposta tecidual varia conforme o
tipo de instrumento, tipo de tecido, a poténcia utilizada e o comprimento de onda do
laser, tornando cruciais a compreensado e o conhecimento profundos sobre a sua
utilizacdo, dosimetria e parametros, além dos efeitos de cada dispositivo."

A medigao e o registro da temperatura do tecido que sofre a inciséo e que pode
gerar o aquecimento pelo instrumento cirdrgico sdo uma das possibilidades de avaliar

0 aquecimento e assim controlar possiveis danos térmicos. Existem dois tipos de



17

avaliacao termografica: a passiva e a dindmica. Na passiva sdo captadas imagens
radiométricas com medidas estaticas da superficie em tempo real e em um
determinado instante. Na dindmica, a termografia mede a temperatura de uma
superficie sujeita a mudancas de temperatura. A termografia passiva pode ser
realizada pela camera termografica, um método pouco invasivo para medir a
temperatura local.'?

A similaridade genética existente entre os ratos e os seres humanos permite que
estudos sejam realizados com estes animais, simulando a situagcdo em humanos, e
podendo viabilizar resultados potenciais nas pesquisas, em especial em areas de
saude. Mas, deve ser sempre fundamentada em conceitos éticos, utilizando-se de
todos os meios possiveis para minimizar a dor e sofrimento do animal. Os ratos
pertencentes a linhagem Wistar (Ratonorvegico) sao frequentemente escolhidos por
serem de pequeno porte, de baixo custo de criagdo, possuirem proletario numeroso e
ciclo biolégico curto, além de serem considerados doceis e colaborativos a
manipulagdo.’3-15

A lingua humana, assim como a do rato, € um hidrostato muscular, composto
por musculatura esquelética, e € dividido em trés regides: dorso, bordas laterais e
ventre lingual. Normalmente, a lingua apresenta 2/3 da regido anterior livres € com
mobilidade, enquanto a regido posterior esta inserida. A superficie ventral da lingua
do rato é composta por mucosa, freio lingual, e carunculas sublinguais, e apresenta
vascularizacdo simples, uniforme e abundante, constituida por um plexo vascular
superficial e veias raninas. A mucosa oral € bem desenvolvida para detectar varios
estimulos quimicos com sensibilidade consideravel e requer um nivel requintado de
sensibilidade a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos, a fim de detectar as
propriedades dos alimentos e prevenir a ingestdo de materiais nocivos. Em ratos
Wistar, foi descoberto que 46% das fibras sdo mecanorreceptores de baixo limiar nao
nociceptivos e 54% das fibras s&o classificadas como nociceptivas.'®

O epitélio da mucosa ventral da lingua do rato se mostra mais delgado que a
mucosa do dorso e do apice, € permeavel, além da auséncia de queratina.’

Mills et al.(2019) descreveram o freio lingual como uma estrutura tridimensional,
com a base aderida ao assoalho bucal ou na crista marginal inferior, formado por tecido
conjuntivo, recoberto por uma camada de fascia que se estende por todo o assoalho
da boca, o qual pode restringir os movimentos linguais.*1”

O tecido conjuntivo correspondente ao ventre lingual (face inferior da lingua)
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apresenta uma camada muscular bem desenvolvida e formada por feixes de musculo
estriado esquelético que se entrecruzam, composta pela fascia, além da presenga de
células endoteliais, fibras espessas, da lamina propria considerada normal. A lamina
prépria contém fibras colagenas, que seguem um curso irregular entre os pontos de
ancoragem e por isso a mucosa pode ser distendida com uma certa extenséo, antes
que tais fibras se tornem esticadas e possam limitar distenses posteriores.'®

Na mucosa oral, o tecido conjuntivo pode ser caracterizado pela abundancia de
matriz extracelular, que consiste em diferentes combinag¢des de fibras colagenas e de
substancia fundamental, apresentando grande variedade de fibroblastos, que séo as
células mais abundantes, além de ser recoberto pela mucosa de revestimento, sendo
uma caracteristica que permite ser flexivel e capaz de suportar distensao.

A liberagéo cirurgica do freio lingual € um dos tratamentos propostos para os
casos de diagndstico de anquiloglossia com pacientes lactentes que apresentem
quadros de dificuldades na amamentagdo.'3® O procedimento considerado menos
invasivo é o que proporciona menor sangramento e mais conforto nos momentos trans
e pos-operatorios e que, de preferéncia, ndo necessite de sutura local, pois a sutura
podera tornar o momento pods-operatério muito desconfortavel para o lactente e
impactar negativamente no processo de aleitamento materno, podendo levar ao
desmame precoce.’31°

Nao existe consenso sobre a melhor técnica cirurgica e sobre os instrumentos
cirurgicos que apresentam o melhor resultado, especialmente quando se trata de
pacientes que se encontram na faixa etaria da primeirissima infancia (periodo da
gestacdo até os 3 anos de idade).! Pensando na odontologia minimamente invasiva
para estes pacientes, a realizagado de uma técnica que seja rapida, confortavel, segura
e nao tenha a necessidade de sutura pos-cirurgia € o mais indicado."3

Por meio do efeito fototérmico o laser de diodo de alta poténcia é capaz de
cortar o tecido por ablagao tecidual seletiva, promovendo o selamento de microvasos.
Instrumentos térmicos sdo muito utilizados por apresentarem facilidade no manuseio
e menor sangramento durante o periodo trans e pds-operatério, facilitando a
visualizacdo do campo cirurgico, e por promoverem o aumento gradativo e controlado
da temperatura, atingindo os limiares térmicos de alteragédo fisico-quimica das
estruturas celulares e teciduais, levando a modificagdes morfolégicas microscopicas
€ macroscopicas dos tecidos. Danos térmicos locais, controlados e seguros, com 0 uUso

correto de instrumentos térmicos, como os lasers de alta poténcia, quando utilizados
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para a realizagdo de procedimentos cirurgicos, facilitam os momentos pré e pos-
cirdrgicos.!!

Os lasers apresentam variados comprimentos de onda, que determinam a sua
classificacdo e aplicacdo clinica, e sédo classificados em baixa e alta poténcia. Os
lasers cirurgicos sdo de alta poténcia e, através do aumento da temperatura,
conseguem remover tecidos duros e moles, possuindo efeito antimicrobiano
associado a sua acao térmica. Entre os lasers de alta poténcia, podemos citar os de
diodo, argbnio, diéxido de carbono (COZ2), neodimio (Nd:YAG), érbio (Er:YAG), entre
outros.®

O laser de diodo de alta poténcia €&, atualmente, o instrumento térmico mais
recomendado para a cirurgia de liberagcdo do freio lingual, em pacientes da
primeirissima infancia, por ser um instrumento de precisao de corte, que ndo necessita
sutura local na maioria dos casos, menor ocorréncia de sangramento no trans e pés-
operatorio, promovem efeito térmico de descontaminacgao local, apresentam baixa
alteracdo nos tecidos adjacentes, além de ndo necessitar refrigeragdo por jatos de
agua. O laser diodo de alta poténcia atua por conversao de energia elétrica em luz
monocromatica, colimada e coerente, gerada em um semicondutor do tipo arseneto
de galio e aluminio (AsGaAl) e promove reducédo do tempo cirlrgico, maior preciséo
de corte, menor sangramento e dor, maior conforto pds-operatorio pela dispensa de
sutura e melhor reparo tecidual local.™

Este laser € um instrumento de custo acessivel, pratico e portatil, além de nao
utilizar jatos de agua durante o procedimento, havendo melhor visualizagado do campo
operatdrio e menor risco de aspiragao em bebés e criangas de baixa idade. Lasers
nao visiveis de diodo infravermelho préximo (800 nm, a 1100 nm) apresentam
absor¢cdo pelos cromoforos melanina, hemoglobina, proteinas, apresentando
predominio de espalhamento e absorcdo em profundidade nos tecidos moles bucais
e pele, gordura, musculos, vasos sanguineos e linfaticos, nervos, ganglios linfaticos,
medula dos 0ssos, polpa, tecido cariado, dentina e 0ss0.2°

A principal diferenca entre usar um laser de diodo de alta poténcia no espectro
azul e no infravermelho para corte de tecidos moles esta na forma como a energia da
luz € absorvida pelo tecido. O comprimento de onda e a poténcia do laser sao
parametros que influenciam a profundidade de penetragdo e o grau de aquecimento
do tecido: grandezas relacionadas ao aquecimento e ao dano térmico. Os lasers

podem operar em modos continuo e interrompido (argbénio, diodo vermelho e
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infravermelho, diéxido de carbono) e pulsado ou pulsos ultracurtos (diodos, érbio) -
repercussao direta no acumulo de calor e dano térmico aos tecidos adjacentes. O
laser pulsado (e superpulsado) pode alcangar picos de poténcia mais altos do que um
laser continuo, mas com uma entrada de calor total menor. A rapida ativacao e
desativagao dos pulsos permitem a aplicacdo da quantidade certa de calor, sem um
aumento excessivo da temperatura geral. Nos lasers de diodo de alta poténcia ou de
neodimio:YAG, com sistemas de entrega com fibra 6tica, a energia é depositada em
contato ou quase contato em varredura no tecido-alvo, sendo condigdo muito
importante ter essa intermiténcia para no gerar dano térmico.2:3.6:7.21-23

Entretanto, alguns casos que utilizam o laser de alta poténcia, podem
demonstrar uma cicatrizagado pos-operatoria alterada, e com alto indice de recidiva,
dependendo dos parametros que forem utilizados.3

Portanto, a recomendacao é que para a utilizagao deste instrumento em cirurgia,
0 operador tenha um amplo conhecimento sobre os parametros do laser de diodo
escolhido, a fim de obter o melhor resultado de reparacao tecidual. A interacdo do
laser diodo com os cromoéforos do tecido-alvo e os parametros deve ser segura e
efetiva, baseada em literatura prévia, além de conhecer o funcionamento do
equipamento, realizar treinamentos, para dominar suas particularidades, modos de
emissao (continuo, interrompido/pulsado, superpulsado), modo de irradiagao, riscos e
normas de seguranga.’8.924.25

O processo de reparacéao tecidual € uma organizagao celular equilibrada em
constante mudanca, € considerado bastante complexo e depende de varios fatores,
como a idade do paciente, condi¢do de saude, metabolismo, medicamentos utilizados,
nutricao, estresse, componentes da saliva, condicdo pessoal, além da assepsia local,
escolha do instrumento cirurgico, técnica e habilidade do operador e cuidados pds-
operatdrios, além de que 0 neonato ou lactente apresenta movimentos mais simples
e basicos com a lingua quando comparados a um adulto. Os horménios sexuais
influenciam as taxas de cicatrizacdo de feridas, possivelmente por meio de seus
efeitos moduladores na inflamagdo. Os estrogénios geralmente tém efeitos anti-
inflamatorios, enquanto a progesterona pode promover inflamagao e a testosterona

impacta negativamente a cicatrizag&o.825-28
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Algumas consideragdes devem ser analisadas quando se trata de infiltrado
inflamatdrio e reparacao tecidual, a saber: Tecido Estromal constitui o arcabougo de
suporte estrutural para as células de um 6rgéo, sendo caracterizado pela presenga de
tecido conjuntivo, vasos sanguineos e ductos. No contexto da reparacédo tecidual, a
infiltracdo de células inflamatérias (macréfagos) no estroma promove o debridamento
da lesao e a secrecao de fatores que culminam na angiogénese. A reconstrugao do
tecido é mediada pela acao dos fibroblastos, que sdo responsaveis pela producao e
remodelamento do colageno e demais proteinas da Matriz Extracelular (MEC),
essenciais para a resisténcia cicatricial. Os miofibroblastos, ndo apenas sintetizam
colageno, mas também efetuam a contragao da ferida.

Finalmente, a maturacdo do tecido cicatricial € alcangcada pela apoptose do
excesso celular (incluindo miofibroblastos e elementos inflamatérios), promovendo a
transicdo para um estado de maior estabilidade. Neutréfilos, leucdcitos (tipo de
gloébulo branco) derivados da medula 6ssea, constituem a resposta imune primaria
contra infecgdes bacterianas e fungicas. Sua fungcédo € migrar para o sitio da lesao,
onde realizam a fagocitose de microrganismos e particulas, além de liberarem agentes
quimicos (enzimas e radicais livres) que promovem o desbridamento da ferida e
iniciam a reparacao. A presencga neutrofilica deve ser autolimitada para evitar o
comprometimento da cicatrizagcao. Assim, entre 2 e 5 dias, sua populagao no ferimento
€ reduzida.

Segue-se a chegada de mondécitos, que se convertem em macrofagos para
realizar a limpeza remanescente e, iniciando a fase proliferativa mediante a secregao
de fatores de crescimento. Monécitos, globulos brancos de defesa, sao células
circulantes que se transformam em macréfagos — células que combatem infecgdes e
participam da reparacéo tecidual. Durante a resposta inflamatéria, os macrofagos
secretam citocinas e fatores de crescimento que recrutam outras células de defesa e
aumentam a permeabilidade vascular, e ativam as fases de reparo tecidual como a
angiogénese e a fibroplasia. Em uma etapa posterior, os macréfagos suprimem a
inflamacéao, promovendo a apoptose de miofibroblastos (células contrateis da ferida)
e restaurando a homeostase tecidual. Por sua fungdo multifacetada, qualquer
disfuncdo macrofagica pode levar a uma cicatrizagdo deficiente. Linfécitos
Pequenos sdo essenciais para a defesa imunoldgica. Morfologicamente, destacam-
se pelo seu nucleo grande e denso, envolvido por um citoplasma escasso e azul-

palido. Na cicatrizagao, estas células (T e B) tem papel na modulagao da resposta
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inflamatéria e no reparo tecidual. Inicialmente, os linfécitos T helper (Th1)
desencadeiam a inflamacgao e a eliminagdo de patégenos através da producgéo de
citocinas. A presencga dessas células de defesa na area lesada € um evento normal
que pode culminar na formacéo de tecido endurecido na cicatriz. Plasmécitos sao
células efetoras do sistema imune adaptativo, derivados de linfécitos B e dedicados
a sintese de imunoglobulinas.O dano tecidual induzido pela incisdo ativa o sistema
imune inato e resulta na producéo elevada da citocina Interleucina-6 (IL-6). A IL-6
desempenha uma fungao critica de sinalizagdo, pois atua como um mensageiro que
promove a diferenciagao e proliferacdo de plasmdcitos para o combate a ameacgas,
regula e ativa os mecanismos moleculares necessarios a cicatrizacado e a
reconstrucao tecidual.'82°:30

Angiogénese é o processo regenerativo pelo qual novos vasos sanguineos
sao formados, sendo indispensavel para a reparacao de lesdes cirurgicas. O trauma
cria um ambiente de hipdxia local, que age como gatilho para a liberagao de fatores
de crescimento, como o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF). O VEGF
estimula a migragao e proliferagao de células endoteliais dos vasos proximos, que se
organizam em brotos para formar uma nova microvasculatura sobre a ferida. A nova
rede vascular fornece o aporte necessario de oxigénio e nutrientes para a proliferacao
celular, o crescimento do tecido de granulagéo e o sucesso na cicatrizagéo da ferida.®

Ectasia Vascular define-se como a dilatacdo vascular anormal que se
desenvolve depois de um procedimento cirurgico. Embora seja observada em varias
condi¢cbes, sua relevancia clinica reside no potencial de causar hemorragia ou
colegdes liquidas no sitio operatério. Acantose pés-inflamatéria € uma condicao
benigna caracterizada por depdsitos de glicogénio nas células da mucosa, que
aparecem como placas brancas, discretas e levemente elevadas.Este efeito € uma
resposta direta a inflamagdo e ao trauma tecidual inerentes ao processo de
cicatrizacdo pos-operatoria. Histidcitos (macrofagos teciduais) séo células
indispensaveis no sucesso da cicatrizagdo. Sua presenga em um sitio cirurgico reflete
uma resposta inflamatoéria/reparadora normal, sendo responsaveis pela defesa
imunoldgica e pela remogao de detritos celulares. Os histidcitos regulam a inflamagao
e estimulam o reparo ao secretarem fatores de crescimento que induzem a formacéao
de colageno e a angiogénese, componentes essenciais para a restauragao tecidual.
Mastocitos, células residentes do sistema imune, estdo concentradas em tecidos

conjuntivos e mucosas adjacentes a vasos e nervos e contém granulos ricos em
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mediadores como a histamina, sua ativacéo e degranulagdo desencadeiam respostas
inflamatdrias e reagdes de hipersensibilidade. No processo de reparo, exercem uma
influéncia decisiva em todas as fases da cicatrizagdo. Sua secrec¢ao de fatores facilita
o recrutamento imune, estimula a angiogénese e a sintese de matriz extracelular pelos
fibroblastos, contribuindo para o crescimento do tecido conjuntivo e o fechamento da
ferida. A liberacdo de mediadores como a triptase e a histamina é, portanto, um fator
que modula diretamente a contragao tecidual e a maturacéo da cicatriz.

A reparacdo tecidual passa por processos complexos e deve se manter no
maximo do equilibrio celular por todo o periodo. A falta de oxigenagao ou irrigagao
tecidual pode comprometer este processo.O excesso de aquecimento tecidual ou
incisbes grosseiras podem provocar um reparo tecidual comprometido e levar a
recidiva e a necessidade de reabordagem cirurgica. O profissional que realizara a
cirurgia deve se preocupar com a reparagao tecidual ao escolher o instrumento e
tecnica cirurgica e portanto, se o profissional for utilizar o laser de alta poténcia, deve
estar capacitado e escolher um instrumento conhecido, dominar a técnica cirurgica e
com instrumentos térmicos escolher os melhores paradmetros que poderdao gerar o
minimo de dano térmico, isto €, promover o efeito fototérmico de incisao, coagulagao,
hemostasia, vaporizagao, de forma segura e efetiva para o tecido alvo e os tecidos
adjacentes, buscando minimizar as condicbes desfavoraveis a fim de conquistar o
melhor processo cicatricial possivel para cada paciente.?11.252831-33

O objetivo deste estudo foi de avaliar os efeitos fototérmicos do laser de diodo
de alta poténcia com diferentes comprimentos de onda por meio de analise térmica do
aquecimento e resfriamento, através de uma camera termografica, e a avaliagao da

reparagao tecidual, através da analise histolégica do tecido local.
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2. OBJETIVOS

21  Objetivo Geral

Avaliar a relagao entre o aquecimento produzido durante a incis&o cirurgica por
diferentes instrumentos (tesoura cirurgica, laser de diodo 980 nm e o de diodo 450
nm) e os desfechos de reparo tecidual no freio lingual, por meio de termografia

padronizada e analise histolégica em tempos definidos.

2.2 Objetivos Especificos

e Etapa ex vivo: quantificar o aquecimento tecidual durante a incisdo em linguas
suinas com multiplos instrumentos, e selecionar dois instrumentos térmicos e
controle de lamina fria para a fase in vivo;

e Etapa in vivo: comparar o perfil térmico (mesmas variaveis) entre tesoura xlaser
diodo 450 nm x laser diodo 980 nm (ambos no modo pulsado) no freio lingual
de ratos Wistar pré-puberes;

e Correlacionar as variaveis térmicas com os desfechos histoldgicos
(necrose/coagulagao térmica, edema, infiltrado, organizagao de colageno);

e |dentificar parametros operatorios mais seguros, minimizando dano térmico

sem perda de eficacia de corte/hemostasia.

2.3 Hipédtese Central

A geracdo de aquecimento tecidual causada por instrumentos cirdrgicos
térmicos, em especial pelo laser de diodo de alta poténcia, pode modificar o processo
de reparacgao do freio lingual, refletindo-se em alteragdes nas caracteristicas celulares
da cicatrizagcdo, quando comparada a incisao realizada por instrumentos de lamina

fria, como a tesoura cirurgica (controle).

24 Hipoétese Secundaria

A magnitude do dano térmico e a resposta tecidual variam de acordo com o

comprimento de onda do laser de diodo utilizado. O laser de 450 nm (espectro azul),
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por ser altamente absorvido pela hemoglobina e melanina e pouco absorvido pela
agua, tende a concentrar a energia em componentes sanguineos, permitindo cortes
precisos e com menor dano térmico aos tecidos adjacentes ricos em agua. Ja o laser
de 980 nm (espectro infravermelho), mais absorvido pela agua e com maior
penetracao tecidual, apresenta maior risco de aquecimento dos tecidos circundantes,
podendo resultar em cicatrizagdo mais lenta e aumento da dor pos-operatoria. Ambos
os instrumentos foram comparados a tesoura cirurgica (ldmina fria) como grupo

controle.

2.5 Justificativa

A absorgdo do calor pelo aguecimento do tecido, gerado durante procedimento
cirurgico, varia conforme a composi¢ao e vascularizagdo do tecido, sendo maior em
estruturas com elevado teor proteico. Temperaturas acima de 40 a 45 °C por periodos
prolongados sobre o tecido, podem alterar o processo cicatricial, provocando
enrijecimento tecidual, reducédo da oxigenacéao e irrigagao local e desorganizagao da
matriz extracelular, aumentando o risco de formagao do tecido cicatricial fibrosado,
espesso e/ou enrijecido, recidiva ou necessidade de reoperagido.’”> O modo de
emissao do laser (continuo, pulsado ou super pulsado) impacta diretamente o
depdsito de energia e o efeito térmico nos tecidos, podendo modificar a resposta
inflamatdria e reparadora. Os resultados deste estudo poderao auxiliar na escolha de

alguns parametros para a realizagao desta cirurgia em recém-nascidos e lactentes.

2.6 Desfecho primario

Medir a temperatura do aquecimento gerado pelo instrumento térmico inicial e
de resfriamento durante a incisédo sobre o tecido do freio da lingua dos filhotes de ratos
da linhagem Wistar, e avaliar a condi¢ao histoldégica do processo de cicatrizagéo e
possivel inflamacao imediatamente apds a realizacdo da incisdo cirurgica com laser

de diodo de alta poténcia no dia 0 e do processo de reparacéo no 7° dia apds a incisao.

2.7 Desfecho secundario

Na analise da medigao de temperatura, os autores percebram que a variacéo

entre 0 momento inicial e o final nao foi tdo siginificativa na comparacéo entre os
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instrumentos térmicos, entretanto a avaliagdo histoldégica apresentou diferengas
celulares na utilizagao dos instrumentos e este fator pode impactar no reparo tecidual
pos-operatorio, além da avaliagdo clinica ter apresentado caracteristicas

significativas.
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3. METODOLOGIA

3.1 Desenho Do Estudo

Este estudo experimental foi conduzido em duas etapas complementares: a
primeira ex vivo, com a finalidade de analisar o comportamento térmico de diferentes
instrumentos cirurgicos, e a segunda in vivo, destinada a avaliar os efeitos térmicos
e histologicos no tecido do freio lingual em modelo animal. As duas fases foram
previamente aprovadas por Comités de Etica no Uso de Animais (CEUA) e seguiram
as diretrizes do checklist ARRIVE.

3.1.1. Etapa 1 — Estudo ex vivo (linguas suinas)

Aprovacao ética: CEUA/UNINOVE n° 5822290523

Checklist ARRIVE: Apresentado no Anexo 1

Objetivo da etapa

Avaliar, em modelo ex vivo, o aquecimento tecidual promovido por diferentes
instrumentos cirurgicos térmicos e selecionar os mais apropriados para posterior
aplicacado em modelo animal in vivo.

Procedimento experimental

Foram utilizadas 60 linguas suinas obtidas de frigorifico certificado (“Entreposto da
Carne Rei do Boi LTDA”, Itapecerica da Serra, SP). As pecas foram descongeladas,
mantidas a temperatura ambiente (20 °C a 23,5 °C) e distribuidas aleatoriamente em
12 grupos (n = 5 por grupo), conforme o instrumento utilizado (vide figura 1).

A incisao foi realizada na regiao do freio lingual com angulacédo padronizada de 45°
entre o instrumento e a superficie tecidual, utilizando movimentos de varredura. Os
instrumentos testados incluiram:

Tesoura cirdrgica iris (grupo controle — lamina fria)

Eletrocautério com ponta de niquel-cromo (Cautermax — 1200 °C)

Bisturi eletronico (Be 3000 — 6W)

Laser de érbio (LiteTouch, com e sem irrigacao)

Lasers de diodo de alta poténcia (DMC — 450 nm e 980 nm, continuo e pulsado)
Laser de diodo de alta poténcia D-Storm (modos continuo, pulsado e super pulsado)
Os parametros de uso de cada instrumento foram escolhidos de acordo com a
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recomendacao do fabricante na maioria dos instrumentos e estao descritos na
Tabela1.

Registro termografico

O aquecimento tecidual foi monitorado por meio de cdmera termografica infravermelha
FLIR C5 (Teledyne FLIR Systems), operando na tecnologia MSX®, com resolugao de
160%120 pixels, e a camera ficou estatica com o medidor principal sobre o local da
incisdo. As medi¢des foram realizadas em trés momentos:

Durante a incisao

Imediatamente apos o término

Um minuto apos o término

As imagens foram registradas com camera digital e armazenadas para analise

comparativa.
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Figura 1 - Procedimento experimental da etapa 1 e instrumentos utilizados

A) Aincisdo na lingua de porco; B) Laser Diodo de alta poténcia 980 nm DMC; C) Laser Diodo
de alta poténcia 450 nm DMC; D) Laser D Storm; E) Litetouch; F) Bisturi elétrico alta frequéncia
Be 3000; G) Tesoura cirurgica iris; H) Eletrocautério.

Fonte: Acervo Pessoal (2025).

No momento da incisdo, as pecas ndao foram manipuladas com a mao do
operador, a fim de evitar transmitir calor para a pecga, foi realizada com pinga. Os
pesquisadores utilizaram todas as EPIs (equipamentos de protecao individual) e
biossegurancga, necessarios para nao interferir nos resultados. Ao manusear as pegas,
o cirurgido (que foi sempre o mesmo) ndo tocou nas pegas sem pinga. A mucosa foi

elevada com pinga clinica Dietrich Golgran (Figura 2) para a realizagéo da inciséo.

Figura 2 - Pinga clinica Dietrich Golgran

Fonte: Dental Speed

A incisdo foi realizada com varios instrumentos conforme a tabela 1 abaixo. Os
momentos de medigéo e registro de temperatura local foram padronizados com a
medigao realizada durante a incisao, ao final e um minuto apés o término da inciséo.
A sala encontrava-se com a temperatura em torno de 20°C a 23,5°C. O aquecimento

das pecas incisionadas foi medido por uma camera termografica descrita abaixo e as
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imagens foram registradas por um aparelho de celular | phone 14 Pro max. Ambos os

aparelhos ficaram estaticos num pedestal registrando a temperatura e imagem em

tempo real (vide figura 1A).

Tabela 1- Caracteristicas dos instrumentos cirdrgicos térmicos/parametros

Caracteristicas dos instrumentos cirtirgicos térmicos

Tipo fonte (laser/LED)

Laser Lite Laser diodo alta Laser D-Storm/Sistema de
touch P Laser diodo alta resfriamento: refrigeragao - . s gz
Parametros | Er:YAG ﬁg‘tenma DMC azul/ 450 poténcia DMC 980 nm Temperatura recomendada Eletrocautério | Bisturi elétrico
(Erbio- da sala: 20°C-30°C
YAG)
Com e sem | continuo | Pulsado Continuo | Pulsado Continuo | Pulsado | SUPET | Continuo Continuo
agua pulsado
ggrgﬁgg"e”m 2940 nm | 450nm 450 nm 980 nm 980 nm 980 nm | 980nm | 980 nm | Bipolar Bipolar
Tamanho
do ponto filamento
Tamanho da |distal na 600 600 600 600 niquel cromo 600nm
ponta extremidade | micrometros | micrometros | micrometros | micrometros fino/comp
da ponta - 18cm
0,2-1,3 mm
na
mao/Laser-
Controle in-Handpiec | pedal pedal pedal pedal pedal pedal pedal na mao pedal
e pedal
(carrinho)
Tenséo de
. alimentagéo do
Iégr%%rt?al 2?{13')(0 de 1 +460 nm +460 nm circuito primario:
P 11/220 volts 60
Hz
Modo de Tenséo do
S . . . super circuito
greﬁ:g;g/ Pulsado continuo pulsado continuo pulsado continuo | pulsado pulsado seoundario: 35
perag volts
A ... | até 8.4
Poténcia util watts 9w 9W +/-20%
Poténcia 1200°C
radiante 2W 1,5W 1w 1,5-2W 1-1,5, W 2Wi# W aw poténcia tnica W
média [mW]
Poténcia pico
[mW]
Densidade
de poténcia
na abeytura
[W/em']
Area do feixe | aprox. 1cm? | aprox. aprox. aprox. aprox. aprox. aprox. aprox.
no alvo [cm'] 1cm? 1cm? 1cm? 1cm? 1cm? 1cm? 1cm? aprox. lem? aprox. 1em?
Irradiancia
no alvg
[W/em']

Ciclo util (%)
(para fontes
pulsadas)

Duragao da
exposicao
util [s]

Duragao da
exposigao [s]
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25

Duragéo do g -~ f
pulso [s] 90-95s 90-95s LnHCOFOni(:g

Intervalo do
pulso [s] 5,0 ms

Comprimento 50 Hz- | 50 Hz- 8
de pulso 10 - 100ms 8 Hz Hz

Periodo [s]

Frequéncia
de repeticao

60Hz
?;a‘r):l%?]tes 10-50 Hz Radiofrequencia
pulsadas

Frequéncia 20Hz 10 Hz, 10 Hz 8Hz 8Hz -~ 7 MHz

Exposicéao
radiante
[Jlem]

Densidade
de energia
na abgrtura
[J/cmb§]

Energia
radiante [J]

Modo de modo modo modo

irradiagéo modo modo modo modo contato | contato | contato | Medo contato | modo contato

contato contato contato contato

Critérios para selegao dos instrumentos da Etapa 2
Com base nos dados térmicos obtidos na Etapa 1, foram selecionados dois
lasers de diodo de alta poténcia com caracteristicas idénticas de ponta (600 um),
modo pulsado, porém com diferentes comprimentos de onda:
450 nm (espectro azul): menor temperatura final e resfriamento mais rapido.
980 nm (espectro infravermelho): maior temperatura final.
Ambos foram comparados ao grupo controle (tesoura cirurgica) na etapa in vivo.

Os instrumentos térmicos que foram utilizados na etapa 2 da pesquisa, foram
selecionados por apresentarem a mesma ponta de emissédo do laser, com diametro
de 600 micrometros e mesma flexibilidade durante o uso, ambos de diodo, no modo
pulsado, mas com comprimentos de onda diferentes. A comparagao na utilizacéo
destes instrumentos térmicos, auxiliou na avaliagdo da agdo dos diferentes

comprimentos de onda no uso cirurgico.

3.1.2. 2° 2° Etapa do Estudo

Etapa 2 — Estudo in vivo (ratos Wistar)

Aprovagao ética: CEUA/UNINOVE n° 2578060825
Checklist ARRIVE (22 etapa): Apresentado no Anexo 2
Objetivo da etapa
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Avaliar em modelo animal, os efeitos clinicos, térmicos e histoldgicos da inciséo
cirurgica realizada com tesoura cirurgica (controle), laser de diodo 450 nm e laser de
diodo 980 nm, avaliando os efeitos do aquecimento tecidual e o reparo cicatricial em
curto prazo (dias 0 e 7).

Modelo animal

Foram utilizados 30 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), de ambos os sexos,
com idade entre 22 e 30 dias (fase pré-puberal). Os animais foram alojados em
biotério certificado da UNINOVE, sob condi¢cbes padrao de temperatura,
luminosidade e alimentacao ad libitum.

Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos (n = 10 por grupo):
Grupo 1: Tesoura cirdrgica Iris (controle — lamina fria)

Grupo 2: Laser diodo 450 nm — 1,5 W, 20 Hz, modo pulsado

Grupo 3: Laser diodo 980 nm — 1,3 W, 20 Hz, modo pulsado

Anestesia e preparo cirurgico

A anestesia geral/sedagao foi realizada por via intraperitoneal com a associagao de
cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) ajustados ao
peso de cada animal. A anestesia local foi complementada com lidocaina 2%
infiltrativa, por este ser 0 anestésico utilizado em pacientes da primeirissima infancia
e para que o animal ndo sentisse dor ou qualquer sofrimento, sob o risco de produzir
cortisol que pode impactar negativamente no processo de reparacgao tecidual. Os
animais foram pesados previamente e manuseados com o uso completo de EPIs e
cuidados de biossegurancga (vide figura 3).

Procedimento cirurgico

As incisdes foram padronizadas com dimensao aproximada de 1 mm de diametro x
1 mm de profundidade, na regiao do freio lingual. A lingua foi elevada com pinca
clinica e a incisao realizada com angulacao de 45°sobre o tecido estirado com
movimentos de varredura para os instrumentos térmicos, aplicando o laser ou a
tesoura conforme o grupo. Os procedimentos foram registrados por camera
termografica FLIR C5, posicionada em pedestal fixo, com o localizador sobre o local
da incis&o.

Eutanasia e coleta de amostras

Dia 0: Cinco animais por grupo foram eutanasiados logo apés o procedimento, com

dose tripla do anestésico utilizado de acordo com o peso do animal, conforme o Guia
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Brasileiro de Boas Praticas em Eutanasia (2020)*. Foi retirada a amostra que
contemplou toda a lesdo, com a quantidade em torno de 1mm de diametro.
Dia 7: Os demais animais foram submetidos a nova eutanasia e coleta de tecido na
regido do reparo. A coleta foi retirada de toda a regido da reparagao tecidual, com a
quantidade de 1 mm de diametro aproximadamente.
As amostras foram fixadas em formol 10% e encaminhadas ao laboratério Histocell
para analise histologica.
Analise histolégica
Foram realizados dois tipos de coloragao:
Hematoxilina-eosina (HE): avaliagao do infiltrado inflamatério.
Tricrdbmico de Masson (TM): avaliacdo da desorganizagao e aglomeragao dos feixes
colagenos.
As laminas foram analisadas em microscépio Opticam 0300S com objetivas de 4x,
10% e 40x (aumentos totais de 40%, 100x e 400x%, respectivamente).
Cuidados pds-operatorios
Foi administrado paracetamol diluido na agua das gaiolas para analgesia, conforme
orientagao da veterinaria responsavel.
Um dos ratos do grupo tesoura que apresentou sangramento excessivo, ficou em
gaiola separada por um tempo, pois mesmo depois de acordado apods o efeito da
sedacgao, ndo se encontrava em condi¢cdes de normalidade de comportamento, e foi
colocado junto aos outros animais somente depois de apresentar um comportamento
esperado.

Este estudo foi submetido a publicacéo na revista “Photodiagnosis and
Photodynamic Therapy”.
Os autores se basearam na pesquisa de Faria et al.*', no estudo de Nitz et al.%",
Masi et al*® e de Azevedo?® para definigdo do sexo, niUmero de animais por grupo e
tempo de avaliagao.

Os ratos eram pesados na balanca do biotério antes da anestesia. Apds a
anestesia, foi realizada assepsia com soro fisiolégico na regido do freio lingual e
aplicada anestesia infiltrativa local (Figura 3) com lidocaina a 2% de acordo com o
peso de cada animal, no local da cirurgia. A anestesia infiltrativa tinha como objetivo
evitar qualquer sofrimento animal ou estresse, para evitar sofrimento animal e
liberagédo de cortisol que poderia impactar negativamente no processo de reparagao

tecidual. Os pesquisadores cumpriram todas as etapas de biosseguranca.
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Figura 3 - Anestesia infiltrativa

Fonte: Amanda Vieira

A dimensédo da incisdo, para cada grupo experimental foi padronizada em
aproximadamente 1 mm de didmetro por 1 mm de profundidade, na regido do freio
lingual, e foram realizadas com os instrumentos cirurgicos de cada grupo: O grupo
tesoura, foi o controle e utilizou a tesoura cirurgica de |amina fria iris; grupo laser 980,
utilizou o laser de diodo de alta poténcia com comprimento de onda de 980 nm,
infravermelho, e o grupo laser 450, utilizou o com o laser de diodo de alta poténcia
com comprimento de onda de 450 nm, azul. Em cada experimento, a lingua foi elevada
com uma pinga clinica, evitando que o calor da mao do operador fosse transmitido ao

tecido (Figura 4).

Figura 4 - Lingua sendo elevada com a pinga

Fonte: Amanda Vieira

Durante o experimento, o operador contou com o auxilio de outro cirurgido-
dentista calibrado, que o ajudou a segurar o espécime. A boca foi aberta com fio dental
apoiado sobre os dentes do animal. Cada espécime foi colocado sobre uma bandeja
para a realizagéo do procedimento e foi padronizado um local na bandeja onde todos
ficaram durante cada procedimento cirurgico. A temperatura da sala ficou entre 20°C
e 23,5°C. A lingua foi elevada com uma pinga e depois era feita a incisdo. A inciséo
cirargica no local do freio lingual foi realizada com o instrumento de cada grupo nos 30

animais no primeiro dia de intervengao (Figura 5). A ponta do instrumento era aplicada
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sobre o tecido esticado a aproximadamente 45°, e o corte era feito igualmente pelos

lasers através de movimentos de varredura sobre o tecido.
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Figura 5 — Inciséo cirurgica

A Incis&o cirtrgica com tesoura; B Incis&o cirtrgica com laser 450  C Incis&o cirtrgica com laser 980 nm
Fonte: Amanda Vieira

Apos a incisao, foi coletada a amostra de tecido retirada do local da cirurgia no
freio lingual, em 5 animais de cada grupo, com a quantidade padronizada de
aproximadamente 1 mm de didmetro para estudo histologico (Figura 6), e em seguida
estes animais foram eutanasiados, sobrando 15 animais restantes (5 de cada grupo)

para a analise apos sete dias do procedimento cirurgico.

Figura 6 — Retirada da amostra

B)

A Retirando a amostra; B Local da retirada da amostra

Fonte: amanda Vieira

Durante o procedimento cirurgico, a camera termografica ficou em uma
posicao estratégica e estatica para marcar a temperatura do tecido que sofreu a
incisdo e um aparelho de celular da marca Apple, 14 pro-max, ficou em outra unidade
estatica flmando e fotografando todo o procedimento. No dia 7, apds a incisédo no
local do freio lingual, os 5 ratos restantes de cada grupo, foram eutanasiados e entao
foi coletado mais um material no local da cicatrizagdo com  didmetro de
aproximadamente 1 mm para nova avaliagdo histologica. Apds a eutanasia, os

animais foram devolvidos ao biotério da UNINOVE (as carcagas foram acondicionadas
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em sacos especificos para descarte de residuo biolégico e ficaram armazenadas em
freezer no biotério, onde a coleta das carcagas foi realizada por empresa terceirizada
(Loga), e o destino foi a incineragdo). O material foi retirado e coletado da regido
lesionada do freio lingual, com o auxilio do bisturi de 1amina fria com o cabo n° 3 e
lamina n° 11, foi enviado para o laboratério Histocell. As datas de retirada do material
para analise histoldgica e verificagdo da cicatrizagdo foram baseadas nos estudos
de Azevedo,** que avaliou as amostras de tecidos retirados do dorso da lingua de
ratos nos dias zero, 3, 7 e 14 dias apds as intervengdes, do estudo de Masi et al.,que
avaliaram a cicatrizagdo em ratas no 3°,7° e 10° dias apos a incisdo3°, e do estudo de
Oliveira et al.,que avaliou o processo cicatricial clinico e histolégico no dia da inciséo
e apos 7 dias.3*3¢ No estudo presente, a avaliagéo clinica e histologica foi realizada
nos dias 0 e 7 apds a incisado, para verificar o impacto do aquecimento tecidual logo
apos a incisao e o efeito no reparo tecidual em sete dias.

Na avaliacao clinica, no dia da incisao cirurgica do freio lingual, foi observado
clinicamente se houve ou n&o sangramento, € no 7° dia apds a incisdo, avaliado a
condicao clinica da reparagao tecidual.

A medicao e registro de aquecimento local no tecido, gerada pelo instrumento,
foi realizada no momento da incisdo, com uma camera termografica, modelo FLIR C5,
tecnologia MSX® (Multi-Spectral Dynamic Imaging, fabricada pela Teledyne Flir),
(Figura 1).12

Os riscos, durante os procedimentos cirurgicos, foram controlados através dos
cuidados necessarios na utilizagdo do laser. Foi colocada uma venda preta com lente
apropriada sobre os olhos do rato que estava sob efeito de anestesia. A anestesia do
rato foi realizada com auxilio da veterinaria do Biotério, e a anestesia local foi realizada
pelo cirurgido operador, com lidocaina 2% na quantidade adequada de acordo com o
peso e orientagdo da veterinaria para evitar o sofrimento do animal. O beneficio deste
estudo, é a verificagcdo do aquecimento gerado sobre o tecido lesionado na regido do
freio lingual pelo uso do laser diodo de alta poténcia e a avaliagao histologica tecidual
no processo de reparagao tecidual para auxiliar na escolha do instrumento mais

apropriado em cada procedimento.
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3.2 Camera

A camera termografica utilizada nas duas etapas da pesquisa para o registro

térmico apresentava as seguintes caracteristicas:

Camera termogréafica: FLIR C5sc

Precisao: 0 °C a 100°C: +3°C / 100°C a 400°C: 3%
Faixa de temperatura de objetos: - 20 °C a 400°C
Resolugédo térmica: 160 x 120 (19.200 pixels)
Tamanho da tela: 3,5

Dimensdes da camera (C x L x A): 138 x 84 x 24 mm

Faixa de temperatura operacional: -1 0°C a 50°C

Faixa de temperatura de armazenamento: -40°C a 70°C

Paletas de cores: Iron, Gray, Rainbow, Arctic, Lava, Rainbow HC
Camera digital: 5 MP

Foco da camera digital: Fixo

Ajuste da Imagem: Level/Span automatico, Level/Span manual, 1-Touch
Level/Span

Frequéncia da imagem: 8,7 Hz.

Modos de imagem: Imagem de infravermelho, Imagem
visual, MSX (detalhes visuais realgados na imagem
térmica), Picture-in-picture (area de infravermelho na
imagem visual).

Distancia focal minima: Térmico: 0,1 m, MSX: 0,3 m.
Correcao de medigdes: Emissividade;

fosco/semifosco/semibrilhante + valor personalizado,

Temperatura aparente refletida, Compensacgao atmosférica
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4. RESULTADOS

Na primeira etapa do estudo, as pegas anatdémicas (lingua de porco ex vivo) no
grupo de 60 linguas, foram distribuidas em 12 grupos de 5 pegas cada, sendo que um
dos grupos utilizou a tesoura cirdrgica iris como controle, por ser de lamina fria e ndo
apresentar aquecimento significativo sobre o tecido (Tabela 2). Os outros 11 grupos
utilizaram instrumento cirdrgico térmico com os parametros escolhidos de acordo com
a recomendacao do fabricante para a realizagdo desta cirurgia (Tabela 1). A incisdo
cirurgica foi a mesma para todos os grupos e com a mesma angulagao (45°) sobre o
tecido local esticado, feita com todos os instrumentos térmicos,com movimentos de
varredura, e na regido do freio lingual do porco ex vivo, em todas as pecas.

A temperatura do tecido foi medida por uma camera termografica FLIRCS5,
antes da incisdo, no término e um minuto depois. Nos resultados desta etapa, os
instrumentos cirurgicos apresentaram variagao de temperatura entre eles (vide tabela
3). Notou-se que com o uso da tesoura ndo houve diferenga significativa entre as
temperaturas pré, trans e pos-incisdo. Os aparelhos que apresentaram maior
aquecimento no tecido foram eletrocautério, bisturi elétrico, laser diodo D-Storm
continuo e long pulse e Thera Lase continuo, enquanto os outros instrumentos laser
diodo D-Storm super pulse, de érbio Lite Touch e laser diodo infra vermelho Thera
Lase pulsado e laser de diodo azul Thera Blu apresentaram temperaturas
semelhantes (Figura 10). No entanto, todos tiveram um resfriamento aceitavel,
chegando quase a estar préximos da temperatura inicial no minuto medido apés a
incisao. Na percepcao clinica, notou-se que com o uso do equipamento laser de diodo
azul Thera Blu, a area de aquecimento sobre o tecido apresentava um resfriamento
tecidual da temperatura local mais rapido, apesar de no momento do procedimento
parecer tr aquecido mais a regiao superficial.

Através destes resultados, o instrumento podera ser utilizado em seres vivos,
com maior conhecimento a respeito do aquecimento gerado sobre o tecido, e utilizado

de acordo com as necessidades de cada caso.
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Figura 6 — Graficos de variacdo de temperatura durante os tempos (C°)
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Fig 7. Grafico de variagcao de temperatura durante os tempos

Na segunda etapa, os resultados foram avaliados quanto a variagdo de
temperatura durante os procedimentos cirurgicos com lasers de diodo de alta poténcia,
realizando a mensuracao da temperatura com a camera termografica FLIRC5 durante
a incisao e 1 min depois; e avaliagao histologica através da analise histolégica apos a
realizagcado da incisdo com os instrumentos cirurgicos escolhidos, em ratos Wistar, na
regiao de freio lingual, com os espécimes na faixa etaria entre 22 e 30 dias, antes da
puberdade, no dia 0 e avaliagao do processo de reparagao tecidual em 7 dias apds a
incis&o.

Na avaliacao térmica, os pesquisadores observaram que nao houve diferenca
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significativa de temperatura entre os instrumentos (Tabelas 2,3 e 4),e que mesmo com
0 uso da tesoura que é considerada um instrumento de lamina fria, teve um pequeno
aquecimento no inicio do procedimento cirurgico. Os autores observaram que nenhum
instrumento, conforme a utilizagédo, gerou aquecimento acima de 40°C-42°C (que seria
uma temperatura que poderia causar dano térmico ao tecido através da desnaturagao

e coagulacgao irreversivel de proteinas citoplasmaticas).

Tabela 2 - Grupo da tesoura- medicao de temperatura em °C durante o inicio da incisao
(temp incicial) e um minuto apds (temp final).

Animal Peso Temperatura inicial Temperatura Final
Macho 90g 35.5 36.4
Macho 80g 34.7 34.1
Fémea 75¢g 36 36.8
Macho 1509 36.7 37,2
Fémea 80g 34.2 37
Fémea 85¢g 35 35.9
Macho 95¢g 37 38.1
Fémea 75¢g 36.8 39
Macho 90g 36.9 38.2
Fémea 75¢g 37 37.6

Tabela 3 - Grupo do Laser diodo de alta poténcia 980 nm- medi¢cao de temperatura em °C
durante o inicio da incis&o( temp incicial) e um minuto apos (temp final).

Animal Peso Temperatura inicial Temperatura Final
Macho 80g 34.6 35.3

Fémea 659 25v 29

Macho 759 27.7 29.1

Macho 70g 34.2 35

Fémea 659 27.2 27.5
Macho 85¢g 28 29

Macho 759 35 37.6

Macho 70g 33.3 35.5

Fémea 60 33 36.8




42

Tabela 4 - Grupo do Laser diodo de alta poténcia 450 nm- medi¢ao de temperatura em °C
durante o inicio da incisdo( temp incicial) e um minuto apés (temp final).

Animal Peso Temperatura inicial Temperatura Final
Fémea 60g 34.4 35.1
Macho 70g 34.7 35.6
Macho 80g 34.9 35.7
Fémea 75g 35 36.1
Fémea 80g 34.1 35
Macho 60g 34.1 36
Macho 70g 341 35.9
Macho 60g 35.4 36
Fémea 60g 34 35.7
Macho 50g 34.3 35.5

E importante ressaltar que todos os animais apresentaram comportamento
dentro do esperado em normalidade nos dias seguintes a cirurgia. Em relagdo ao
peso, todos apresentaram ganho de peso depois do procedimento, em torno de 20 a
30 g. Na avaliagdo clinica, os pesquisadores notaram que no grupo que utilizou a
tesoura Iris como instrumento cirtrgico, houve trés casos de sangramento excessivo
(vide figura 8) e nao controlado durante o procedimento, mas o reparo tecidual apos
sete dias encontrava-se dentro do padrao de normalidade tecidual em todos os casos,
percebendo-se o local da incisdo com pouca ou nenhuma alteracao tecidual clinica.
No grupo que utilizou o laser de diodo de alta poténcia de 980 nm, os pesquisadores
perceberam que houve sangramento controlado em somente um dos casos durante o
procedimento cirurgico,e a cirurgia foi realizada em somente 9 animais, pois um dos
animais nao conseguiu ser sedado. No grupo laser diodo 980, na avaliagéo clinica da
reparacgao tecidual, apds sete dias do procedimento cirurgico, 3 casos apresentaram
reparo tecidual com aspecto fibrético. No grupo que utilizou o laser diodo de alta
poténcia 450 nm, ndo houve nenhum tipo de sangramento durante o procedimento
cirurgico, porém, na percepgao clinica, durante o procedimento notou-se que este
laser corta mais rapido, e com a sensagao de maior destruicao tecidual superficial; e
apo6s sete dias, entretanto, a reparagao tecidual observada clinicamente, foi de 3
casos que apresentaram cicatrizagcao alterada com aspecto fibrético, muito

semelhante ao grupo diodo 980( Figura 9).
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Figura 8 - Casos de sangramento excessivo

Fonte: Adriana Mazzoni

C)

i

A) Cirurgia realizada com tesoura; B) Cirurgia realizada com laser 450; C) Cirurgia realizada
com laser 980
Fonte: Adriana Mazzoni

As amostras foram retiradas do local na regido do freio lingual que sofreu a
incisao e foram colocadas na lamina na sua totalidade, sem retirar nenhuma parte,
conforme a figura 10, e o corte do bloco onde a peca foi incluida foi realizado de forma
horizontal.

Em relagdo aos cortes histolégicos, as amostras foram coradas com HE
(hematoxilina-eosina) e analisadas em microscépio Opticam 0300S, objetivas 4x, 10x
e 40x, aumentos totais de 40x, 100x e 400x para avaliagéo do infiltrado inflamatério

(vide anexo 5).

Figura 10- Pecas incluidas no bloco

Fonte: Histocell

Os pesquisadores notaram que no grupo da tesoura, no dia zero, as amostras
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apresentavam presenca de discreto e difuso edema extracelular, presenca de
preservagaol/integridade de epitélio superficial, presenga discreta de angiogénese,
com ectasia vascular, presengca de raros monodcitos, plasmécitos e pequenos
linfocitos. Um caso apresentou pequenos linfocitos - infartando de maneira discreta a
camada muscular. Dois casos apresentaram pequeno foco hemorragico, e um caso
apresentou ectasia vascular leve e tecido reacional, corroborando com a observagao
clinica de sangramento excessivo. Apos sete dias, no reparo tecidual notou-se que
quase todas as amostras apresentaram discreta angiogénse, poucos plasmacitos,
mondcitos e pequenos linfocitos, e duas amostras apresentaram a presenca de
angiogénese e ectasia vascular, além de poucos plasmacitos e discretos mondcitos/
histiocitos e pequenos linfocitos - raros mastécitos e infiltrado leve e difuso em camada
muscular, e uma destas amostras apresentou presencga de focos com perda parcial
da integridade de epitélio superficial, com acantose corroborando com os casos
percebidos clinicamente de sangramento durante o procedimento cirurgico (vide
anexo 5).

Com o uso do laser diodo de 980 nm percebeu-se que as amostras no dia zero,
continham presenca de tecido estromal com discreto edema extracelular, presenca
moderada de preservagao de epitélio superficial, presenca de discreta quantidade de
neutrofilos, presenca discreta de mondcitos e pequenos linfocitos. Um caso
apresentou presenca de discreta hemorragia superficial, condizente com a
observagéo clinica de um caso de sangramento controlado durante a incisédo e apos
sete dias, no reparo tecidual, os pesquisadores observaram a presenca de tecido
estromal com moderado e difuso edema extracelular, presenca de preservagao de
epitélio superficial, com ligeira acantose, presencga discreta de angiogénese, presenga
de raros mondcitos e pequenos linfocitos, e em trés casos notaram a presenca
discreta de angiogénese e tecido reacional, focos superficiais de degeneracéao, que
podem explicar os casos em que o reparo tecidual se apresentou clinicamente com
aspecto fibroso.

Nas amostras do dia zero dos casos que utilizaram o laser diodo de alta
poténcia 450 nm, observou-se que houve presenca discreta de angiogénese, de
poucos mondcitos, plasmacitos e pequenos linfécitos, raros mastocitos em todos os
casos, e em dois casos, além destas células, também notou-se que um caso houve e
ectasia/ dilatagao vascular e outro apresentou alguns vasos dilatados/ ectasiados e

reatividade em estroma, e um terceiro mostrou congestao vascular (vide anexo 5).
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Nas amostras do grupo laser 450 do sétimo dia, depois da cirurgia,os
pesquisadores perceberam a presenca discreta de angiogénese e dilatagao vascular,
presenca de poucos mondcitos, plasmécitos e pequenos linfocitos, com raros
neutrofilos em todas as amostras, porém trés amostras apresentaram a presenca de
degeneracgao celular, macréfagos e leve reatividade em estroma que atestava os
casos de reparacgao tecidual com aspecto fibrosado (vide anexo 5).

Na avaliagdo clinica do sitio cirurgico, os pesquisadores notaram que no grupo
que utilizou a tesoura iris como instrumento cirurgico, houve dois casos de
sangramento excessivo e um caso de sangramento abundante controlado apés o
procedimento, mas o reparo tecidual apos sete dias ficou proximo do padrdao de
normalidade tecidual em todos os casos. No grupo que utilizou o laser de diodo de
alta poténcia de 980 nm, os pesquisadores perceberam que ndo houve sangramento
excessivo em nenhum dos casos durante o procedimento cirurgico e que somente um
caso apresentou sangramento controlado durante a incisdo. Entretanto, na reparagao
tecidual apds sete dias, houve 3 casos que apresentaram reparo tecidual com aspecto
fibrético. No grupo que utilizou o laser diodo de alta poténcia 450 nm, ndo houve
nenhum tipo de sangramento em todos os casos durante o procedimento cirurgico.
Apos sete dias, a reparacéao tecidual observada clinicamente foi semelhante ao grupo
laser 980, apresentando tecido com aspecto fibrético em trés casos .

Algumas intercorréncias durante o experimento como, sangramento excessivo
em trés casos do grupo tesoura, e no grupo laser 980 nm sangramento controlado e
um dos espécimes nao conseguiu ser sedado e foi descartado.

Os autores perceberam que houve aparecimento de macréfagos somente em
algumas laminas do grupo laser 450 nm, diferente do observado em outros estudo,
provavelmente porque este experimento foi realizado na mucosa do ventre lingual que
se apresenta com epitélio pavimentoso nao queratinizado, diferente do dorso da
lingua apresentado na maioria dos estudos que trata-se de um epitélio estratificado
queratinizado.

Além da andlise feita com HE (hematoxilina-eosina), os autores resolveram
avaliar as amostras coradas com TM (Tricrémico de Masson) para a verificagdo do
aparecimento de feixes de fibras colagenas desorganizados e com aspecto fibrético
que igualmente foram analisados em microscépio Opticam 0300S (objetivas 4x, 10x e
40x; aumentos totais de 40x, 100x e 400x) (vide anexo 6). Nesta avaliagdo foi

considerado a presenca de feixes de fibras colagenas desorganizadas e o parametro
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associado ao maior potencial de fibrose tecidual, empregando os seguintes escores:
ausente = 0; leve = 1; moderado = 2; acentuado = 3. Enfatizou-se que o foco da analise
nao é a deteccdo do colageno, mas sim, o grau de desorganizagcdo das fibras
colagenas, indicador de reparo cicatricial com caracteristicas fibrosadas.

Os resultados por grupo e periodo de analise foram:

» Tesoura — No periodo inicial (dia zero), observou-se pequena quantidade de
fibras colagenas desorganizadas (predominantemente escore 1). No sétimo dia,
manteve-se o padrao leve (escore 1) na maior parte das amostras, com um unico caso
apresentando escore moderado (2).

* Laser diodo 980 nm — No dia 0, verificou-se predominancia de escores leves
(1), com um caso apresentando escore moderado (2). Apos sete dias, a maioria das
amostras manteve escore leve (1), porém foi identificado um caso com escore
acentuado (3), compativel com aspecto fibrosado observado macroscopicamente.

* Laser diodo 450 nm — No dia 0, os escores variaram entre auséncia (0), leve
(1), moderado (2) e acentuado (3). Entretanto, no sétimo dia, observou-se reducéo
expressiva na desorganizagao colagena com aspecto fibrético, com quatro amostras
classificadas como leve (1) e uma amostra sem sinais de desorganizacédo (0),
caracterizando um padrao de reparo menos fibrosado em comparagao ao laser de
diodo 980 nm, e mais préoximo aos resultados com o uso da tesoura.

Assim, a quantificacédo da desorganizagao das fibras colagenas com aspecto
fibrotico, demonstrou que, embora ambos os lasers apresentem capacidade de reparo
tecidual com aspecto semelhante, o laser de diodo 450 nm apresentou tendéncia a
menor fibrose, quando avaliada no sétimo dia depois do procedimento cirurgico,
evidenciada pela reducdo dos escores ao longo do tempo, aproximando-se do
comportamento observado no grupo tesoura, porém sem o0s episédios de

sangramento associados ao instrumento convencional. (vide anexo 6).
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5. PERIODICO PREVISTO PARA SUBMISSAO DO(S) ARTIGO(S)
CIENTIFICO(S)

A primeira etapa deste estudo foi convertida em artigo e submetido a publicagao
na revista “Photodiagnosis and Photodynamic Therapy” que esta classificada como:
Impact Factor: 2.6, 5-Year JIF: 3.1, SJR (SCImago Journal Rank): 0.724, Quartile:
Q2.
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6. DISCUSSAO

Os instrumentos térmicos sao muito utilizados atualmente por apresentarem
facilidade no manuseio e menor sangramento durante o periodo trans e poés-
operatorio, facilitando a visualizagdo do campo cirlrgico.'%3233 A escolha do
instrumento a ser utilizado em cada procedimento cirurgico € sempre um desafio, uma
vez que ainda € necessario que sejam feitas pesquisas mais robustas e objetivas
sobre este tema. Esta pesquisa concorda com a sugestdo do Documento Cientifico
elaborado pela Sociedade de Pediatria de Sao Paulo sobre anquiloglossia em recém-
nascidos e lactentes jovens sobre a necessidade de que o cirurgido operador conhega
e domine a utilizacdo do instrumento eleito para cada procedimento, a fim de que
consiga um melhor resultado do procedimento executado.’-524

No que diz respeito a utilizagao de laser, € fundamental que o operador tenha
conhecimento profundo sobre este tema, para que execute um procedimento mais
assertivo e com a escolha de parametros e dosimetria adequados para cada caso. Os
instrumentos térmicos deste estudo apresentaram situacdes semelhantes em relagao
a geracao de aquecimento tecidual. Os lasers de diodo de alta poténcia com
comprimentos de onda de 450 nm e 810 nm - 980 nm tém se mostrado eficiente e
confiavel, tanto no modo continuo, quanto no modo pulsado em cirurgias de tecidos
moles.

Os procedimentos utilizando lasers cirurgicos de alta intensidade apresentam
inumeros beneficios quando comparados a outros instrumentos cirurgicos, o que é
explicado pelas propriedades unicas inerentes ao laser. Cada tipo de laser deve ser
utilizado de forma que seja absorvido ao maximo, garantindo sua efetividade ao
mesmo tempo em que evite danos aos tecidos adjacentes. O laser de diodo n&o é o
unico recomendado como o principal laser para cirurgia de tecidos moles, porém sua
adaptabilidade e caracteristicas favoraveis a cirurgia na regido do freio lingual em
pacientes da primeira infancia nos levaram a seleciona-lo para estudo.®

O laser de diodo é um laser semicondutor e existe em diferentes comprimentos
de onda: no espectro infra vermelho, de 810- 980 nm, que possui maior capacidade
de corte e fibras que n&o precisam ser ativadas, e atualmente, em 450 nm, no espectro
azul, que pode ser utilizado como cirurgico. Esta pesquisa concorda com Derikvand
N et al.,” que o laser diodo de alta poténcia é bastante versatil na sua utilizagdo
podendo ser utilizado no modo continuo ou pulsado; entretanto segundo Michalik et



49

al. 4° que ao testarem o laser de diodo nos modos continuo e pulsado para
procedimentos laringologicos e dermatologicos em pacientes, demonstraram que na
utilizacdo no modo pulsado houve maior conforto para o paciente e menor dano
térmico no local da inciséo, e Mazzoni et al, 24, que notaram que o uso do laser diodo
de alta poténcia no modo continuo em cirurgia de liberagdo do freio lingual em
pacientes de 0-3 meses de idade, favoreceu um processo de reparagao tecidual
desorganizado com aspecto fibrosado, e como consequéncia, a lingua perdeu a
movimentagdo conseguida no dia da cirurgia, levando a quadros de recidiva.3®

Os lasers de alta poténcia, estao diretamente relacionados com a maior energia
entregue e absorvida pelas células e pelos tecidos, maior tempo de interagado e maior
poténcia, que consequentemente levam a um maior efeito térmico, atingindo
temperaturas acima do limiar térmico dos tecidos biolégicos, podendo gerar dano
térmico e modificagdo permanente do tecido.*' Baseado nesta questio, o protocolo
adotado nesta investigagcdo buscou explorar o uso do laser diodo de alta poténcia no
modo pulsado a fim de gerar o menor aquecimento possivel sobre o tecido durante a
incisdo cirurgica.

Para pacientes da primeirissima infancia que apresentam diagnédstico de
anquiloglossia com indicacdo de tratamento através da cirurgia, o procedimento
minimamente invasivo através dos instrumentos térmicos pode ser uma opcgao
desejada 244! E necessario que o instrumento cirdrgico escolhido para esta cirurgia
proporcione cortes delicados, e em pacientes recém-nascidos e até 3 meses de idade,
que nao necessite jato de agua e/ou ar para resfriamento, uma vez que nesta faixa
etaria, estes pacientes possuem caracteristicas especiais, como o fato de ainda nao
apresentarem seu sistema de degluticdo amadurecido e ndo poderem se arriscar aos
engasgos ou a aspiragao de quaisquer objetos.

Em acordo com o Ministério da Saude do Brasil, na Nota Técnica 52/2023,° em
pacientes recém-nascidos e lactentes jovens, que se submetem a cirurgia de liberagao
do freio lingual, € necessario um resultado de reparagao tecidual rapido no momento
pos-cirurgico, porque a fungdo da lingua com amplitude de movimentos, sera
necessaria nos momentos seguintes para a amamentagio*? para que o paciente
consiga os movimentos linguais necessarios ao realizar o aleitamento efetivo logo
apés a cirurgia e permanecer em sequida com a movimentagdo lingual
conquistada.’524

Neste estudo, na primeira etapa, os autores optaram em realizar uma analise
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descritiva dos instrumentos somente para escolha dos que seriam utilizados in vivo
na segunda etapa. Notaram que apesar de alguns tipos de lasers gerarem
aquecimento tecidual com alta temperatura, nenhum instrumento utilizado
ultrapassou a temperatura acima de 40-42°C, que segundo os estudos de Uliana et
al 2 poderia causar dano térmico ao tecido através da desnaturagdo e coagulagéo
irreversivel de proteinas citoplasmaticas, carbonizagao e impactar negativamente no
processo de reparacdo tecidual.4344 E necessario afirmar que neste estudo, durante a
utilizacao dos laser de diodo de alta poténcia ndo houve nenhum tipo de carbonizacao
tecidual.

Nesta investigagdo, os autores perceberam que alguns instrumentos
apresentaram alto aquecimento tecidual inicial e rapido resfriamento, como o laser de
érbio com ar e com agua e o laser de diodo no espectro azul com comprimento de
onda de 450 nm no modo pulsado, entretanto, a op¢éo do instrumento utilizado nos
ratos Wistar, simulando a cirurgia em humanos, como instrumento cirurgico térmico,
foi o laser de diodo de alta poténcia, que atualmente € o instrumento de eleicao
utilizado em cirurgias de anquiloglossia em pacientes da primeirissima infancia, por
nao necessitar de jatos de agua e ar para refrigeragcao; e no modo pulsado, pois este
parametro pode gerar menor aquecimento tecidual local uma vez que a energia €
fornecida em pulsos curtos e de alta intensidade, minimizando o tempo de exposi¢céo
térmica e a zona afetada pelo calor, favorecendo um melhor reparo tecidual. O laser
pulsado pode alcancar picos de poténcia muito mais altos do que um laser continuo,
mas com uma entrada de calor total menor. A rapida ativacdo e desativacdo dos
pulsos permitem a aplicagao da quantidade certa de calor, sem um aumento excessivo
da temperatura geral.*!

A taxa de aumento da temperatura desempenha um papel significativo no
reparo tecidual pés-operatério e depende de diversos fatores, como o resfriamento do
local cirdrgico e a capacidade do tecido circundante de dissipar o calor. Essa absor¢ao
determina a eficiéncia do corte, o aguecimento do tecido e o controle da hemorragia.*®

A principal diferenga entre usar um laser de diodo de alta poténcia no espectro
azul e no infravermelho para corte de tecidos moles esta na forma como a energia da
luz é absorvida pelo tecido.46-52

Os lasers azuis s&o altamente absorvidos pela hemoglobina e pela melanina.
A agua, que é o principal componente dos tecidos moles, ndo absorve muito a luz azul.

A energia é focada nos componentes sanguineos, permitindo um corte muito preciso
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e minimizando os danos térmicos aos tecidos adjacentes, ricos em agua. Por ser tao
bem absorvido, o laser azul ndo penetra profundamente no tecido, e talvez seja esta
a razéo pelo rapido resfriamento percebido clinicamente no tecido lesionado.5® Os
autores optaram na utilizagdo do laser pulsado no espectro infra vermelho, para a
verificagdo da atuagdao do parametro de comprimento de onda diferentes. O laser
infravermelho 980 nm é bem absorvido pela agua e, em menor grau, pela
hemoglobina, penetrando um pouco mais no tecido do que os lasers azuis. Embora
também promova hemostasia, a energia ndo é tao focada na hemoglobina.'831.54

O laser azul promove maior precisdo e controle de sangramento e pode ser
usado em procedimentos que ndo necessitam de profundidade no corte cirurgico,
enquanto o laser infravermelho pode ser considerado uma opg¢do para alguns
procedimentos cirurgicos que necessitam de aprofundamento durante o corte cirdrgico
por apresentar maior penetracdo durante a incisdo, mas com o risco de maior dano

térmico.3842475556 A variabilidade de parametros, pode modificar a resposta

inflamatdria e reparadora. Este conhecimento contribui para reforcar a importancia do
dominio técnico na selegao e ajuste de parametros.

A escolha entre os instrumentos depende do procedimento a ser realizado, do
conhecimento do operador, do tipo de tecido, do estado geral de saude e da idade do
paciente. No caso da liberagao cirurgica do freio lingual, € possivel utilizar um
instrumento que n&o tenha um corte tado profundo, mas que possa promover a melhor
reparacao tecidual. Neste estudo os pesquisadores optaram pela utilizacdo de dois
lasers, ambos de diodo de alta poténcia, entretanto com comprimentos de onda
diferentes, porem, apresentando caracteristica do equipamento iguais, como o
diametro da ponta de 600 micrometros e sua flexibilidade, pois a ponta da fibra pode
alterar o resultado co corte. Os lasers escolhidos foram o diodo de alta poténcia no
espectro azul e no espectro vermelho, conforme descritos anteriormente, ambos da
mesma empresa e com as caracteristicas da ponta da fibra iguais, além de atuarem
no modo contato e serem pulsados; e como grupo controle, os autores mantiveram a
escolha da tesoura cirurgica. Para a verificagdo da resposta de reparagéao tecidual, a
escolha da data de observagdo da analise histoldgica, e clinica do processo de
reparacgao tecidual foi baseada nos estudos de Azevedo et al®®, Oliveira, et al.%%, e
Masi et al. 3° que avaliaram histologicamente o processo de cicatrizagédo por 14 dias

de areas operadas por diferentes instrumentos em ratos e perceberam maior alteracao
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celular por volta do 7° dia e quase nenhuma alteragdo no 14° dia.3*

Kim et al. numa analise imunohistoquimica, encontraram maior concentragao
de mondécitos e macréfagos entre o 7° e 14° dia de pos-operatério em ratos operados
com laser diodo, quando comparado com incisdes realizadas com lamina fria de
bisturi, porém neste estudo, os autores encontraram um resultado um pouco diferente,
pois perceberam apari¢cao de alguns macrofagos somente no dia zero das amostra do
grupo do laser de diodo de alta poténcia 450 nm, em dois casos e no dia sete depois
da cirurgia em 3 casos, além de uma presenca discreta de tecido reacional e focos
superficiais de degeneragao, poucos mondcitos, histidcitos e pequenos linfécitos que
apareceram no dia zero e no sétimo dia igualmente nas amostras dos grupos de laser
diodo 980 nm, 450 nm e da tesoura cirurgica, sem nenhuma diferenga entre os grupos
(vide anexo 5).%” Entretanto, em relagdo a avaliagdo do aparecimento dos feixes de
colageno desorganizados com apescto fibrético, os pesquisadores, no estudo atual,
perceberam que nos grupos dos lasers 980 nm e 450 nm foram encontrados, a
quantidade moderada e acentuada de feixes de colageno desorganizados com
apsecto fibrético na avaliacdo do dia zero em varias amostras,e em contrapartida ao
grupo laser 980, no sétimo dia do grupo laser 450 foi encontrado menor quantidade
de feixes colagenos desorganizados com aspecto fibrosado nestas amostras em
relacdo ao laser 980 nm e préximo ao que apresentou a tesoura Iris, denotando melhor
organizagao celular na reparagao tecidual quando comparado ao sétimo dia do grupo
laser 980 (vide anexo 6). Esse achado pode estar relacionado ao fato de que o laser
de 450 nm tende a produzir uma incisdo mais superficial em comparagao ao laser de
980 nm, mesmo que aparentemente, com aspecto clinico mais grosseira, resultando
em menor aquecimento dos tecidos profundos durante o corte®7.810.40.53. A gbsorcéo
do laser azul pode aquecer locais, valorizando a vascularizagao e aumento do fluxo
sanguineo, podend apresentar efeitos fotdnicos terapéuticos menos profundos,
porém mais eficientes®®. Tais efeitos, podem representar uma possibilidade
promissora na busca por instrumentos que favoregam o reparo cicatricial com menor
enrijecimento tecidual local.

No grupo tesoura, somente em um caso no momento pds-cirurgico, os feixes
de colageno desorganizados com aspecto fibrotico estiveram numa quantidade
moderada, enquanto em todas as outras amostras encontravam-se em leve
quantidade (vide anexo 6). Nas amostras provenientes das incisdes realizadas com

tesoura, identificaram-se angiogénese, ectasia vascular, focos hemorragicos, edema
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extracelular, vasos congestos e reatividade do estroma, achados histolégicos
compativeis com as observagdes clinicas, nas quais, trés casos apresentaram
sangramento excessivo durante o procedimento, enquanto nos grupos que utilizaram
lasers ndo houve qualquer manifestacdo de sangramento excessivo, concordando
com a pesquisa de Lizarelli R de FZ et al 53, que no caso do laser azul que opera em
um comprimento de onda capaz de interagir,de forma muito eficaz,com a hemoglobina
e outras proteinas, resulta em grande absor¢cdo de energia pelos tecidos moles,
gerando vaporizagao e coagulacdo, o que permite cortes com alta precisao, baixo ou
nulo sangramento e interagao fototérmica/fotoquimica com os tecidos moles sem
afetar os tecidos adjacentes, sendo ideal para procedimentos pouco invasivos.
Nos grupos lasers, os achados clinicos perceberam em 3 casos de cada grupo,
um reparo tecidual com aspecto fibrosado. Nos achados da avaliacdo do infiltrado
inflamatorio, nao notou-se quaisquer discrepancias em relacdo as descricbes
econtradas em literatura, assim como em relacdo aos achados clinicos, onde foi
obervado ectasia vascular num caso do uso do laser 980 nm, compativel com um caso
clinico depequeno sangrameto, e em amos casos de laser, encontrou-se degenragéo
tecidual, células degeneradas, ratividade no estroma ou perda parcial de integridade
do epitélio, compativel com a avaliagao clinica do laser 450 nm que nodia zero
apresentou uma incisdo com aspecto grosseiro.Portanto, os autores resolveram
investigar a presenca de aglomerado de feixes de fibras colagenas desorganizado
com aspecto fibrosado, onde percebeu-se que no dia zero, as laminas com o grupo
tesoura apresentaram um aspecto leve e um moderado, e no dia sete, todas
apresentram aspecto leve. No uso do laser diodo 980 nm as laminas do dia zero
apresentaram na maioria aspecto leve e um moderado, e no dia sete, apresentaram
na maioria aspecto leve e um aspecto acentuado, entretanto com o uso do laser 450
nm no dia zero, trés laminas apresentaram aspecto leve, um moderado e um
acentuado, compativel com a avaliagao clinica, enquanto no dia sete apresentaram
aspecto leve na maioria € uma lamina aspecto ausente. Estes resultados confirmam
a atuacgao do laser de diodo de alta poténcia no espectro azul, conforme o estudo de

Lizarelli R de FZ et al, 53 e um resultado de reparagdo tecidual bastante satisfatério.
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Tendéncias atuais

A biofotdnica e a odontologia encontram-se em constante evolugao, com o objetivo de
ampliar o conforto do paciente e a eficiéncia dos tratamentos oferecidos. O profissional
de saude que realiza atendimentos utilizando a tecnologia laser deve revisar
periodicamente os protocolos clinicos, conduzir o uso do equipamento com base em
evidéncias cientificas e manter-se atualizado de forma continua. Essa postura é
fundamental para garantir a qualidade dos servigos prestados, com foco em um
atendimento eficiente, seguro e individualizado.

Faz-se necessario o desenvolvimento de estudos aprofundados sobre os parametros
ideais a serem utilizados em cirurgias na regiao do freio lingual, de modo a identificar
as melhores configuragdes do laser de alta poténcia para alcancar resultados clinicos
satisfatérios, especialmente no que se refere ao reparo tecidual no pds-operatorio.
Observou-se, neste estudo, que o uso do laser diodo de alta poténcia promoveu maior
seguranga no controle do sangramento durante o procedimento cirurgico, quando

comparado ao uso da lamina fria.
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7.  CONCLUSAO

Com base nos achados deste estudo, conclui-se que instrumentos térmicos podem
ser utilizados de forma segura para incisdes na regido do freio lingual, apresentando
padroes semelhantes de aquecimento e reparo tecidual. Embora ambos os lasers de
diodo de alta poténcia avaliados (450 nm e 980 nm, modo pulsado) tenham promovido
cicatrizagdo comparavel, o laser de 450 nm evidenciou vantagens especificas, como
a auséncia de sangramento transoperatério e a menor presenga de feixes colagenos
desorganizados com aspecto fibrosado no dia sete de reparagdo tecidual. Esse
padrao resultou em um reparo mais semelhante ao obtido com o uso da tesoura,
porém sem o risco aumentado de sangramento. Considerando ainda a percepgao
clinica de resfriamento mais rapido observada na fase ex vivo, o laser de 450 nm,
apesar de durante a incisdo cirurgica apresentar um corte com aspecto clinico
grosseiro e de maior aquecimento, demonstra potencial como uma alternativa segura
para procedimentos de liberagao do freio lingual, contribuindo para o entendimento da
seguranga térmica e da resposta tecidual em cirurgias com instrumentos que
promovem aquecimento tecidual local. E importante ressaltar que o diametro da fibra
assim como a flexibilidade podem promover diferenca no repao tecidual, sendo
importante mais estudos sobre as caracteristicas do instrumento e outros parametros
para mais conhecimento sobre os aparelhos. No entanto, é possivel afirmar que os
trés instrumentos utilizados na etapa in vivo, demonstraram eficacia na incisdo, sem
carbonizagao tecidual ou dano térmico irreversivel, e com um reparo tecidual
considerado satisfatério, mas certamente os lasers apresentaram maior seguranca na
utilizacdo uma vez que em nenhum caso houve sangramento excessivo. Este estudo
destaca a importancia da realizagdo de novos estudos clinicos e histolégicos para

confirmacgao desses achados.
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ANEXO 1: CHECAGEM ARRIVE:
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preench

etapa:

Experimental procedures @

What is done and haow is it done, when and how often.

Procedures:

This preclinical experimental study was conducted using 80 ax vivo porcine fongues
fram Moura bread (varous sexes, appraximately 45 kg, aged around six months ). The
sangues wene randomly divided inlo twalve groups of fve speamens aach. The groups
were categonzed as folaws: reference group: Iris surgical scissars; thermal sungical
instrument groups: Elkctrocautery, Electronic scalpel, D-Storm continuous mode [2W),
D-Starm pulsed made, D-Starm super-pulsed mode, Live Touch with ar and water, Lite
Touch withaut waser, DMC cantinuaus lasar, DMC pulssd laser, Thara Blu continuous
lager, Thera Blu pulsad laser.

Surgical procaduras:

A standardized incizion technigue was applied acrass all specimens. The surgical
instruments were positionad at an appraximately 45° angle (o the fascia of the fangue
Belly, which was streiched using farceps. Each incision measured ~1 em n kength and
3-4 mm in depth, with seven pandulum strokas perincision, each lasting less than one
second. The ncisians an all carcasses were pedomed by the same operator

Anaesthesia: W wasn't necessary because they ware porcine carcassas
Analgesia: i wasn't necessary because Ih|::,l AR pOCINE CArCASSes
Locations: UMINOVE Laboratony

Acdlimatisation period:

It wasn't necessary because they ware porcine carcasseas

Adverse svents:

Animal care and monitoring &

Mo adverse svents

Humane endgaints:

anly the incision event with the instrumants and temperature measurement with
tharmographic camera

VWelfare monitoring:

It wasn't necessary because they weare porcine Attached clinical Mo
cartasses sszassment form:

Changes in housing
and husbandry &¥:

i wazn't nacessary because ||'IE:|' SAEME PEHTINE CArCAsses

Resfrictions in
veterinary cars:

i wasn't necessary because they ware porcine carcasses. The necessary cane was
taken
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Experimental procedures &

What is done and howr is it done, when and howr often.

Procedures:

This preclinical exparimental study was conducted using 80 &x vivo porcine fongues
from Maoura breed (varous sexes, appraximately 45 kg, aged around six manths]) The
tongues were randomly divided inlo bwvalve groups of five specdmens each. The groups
ware categorized as folaws: reference groug: Iris surgical scissors; thermal sungical
instrument groups: Electrocautery, Elecironic scalpel, D-Storm continuous mode [2W],
D=-Starm pulsed made, D-Starm super-pulsed mode, Lite Touch with ar and waber, Lile
Tauch withaut water, DMC cantinuaus laser, DMC pulsed laser, Thera Blu continuous
lager, Thera Blu pulsed laser

Surgical procadures:

A standardized inciion technigue was appliesd acrass al specimens. The surgical
instruments werne positioned at an appraximately 45° angle o the fascia of the tongue
belly, which was stretched using farceps. Each incision measured ~1 em in lenoth and
J—d mm in depth, with seven pendulum strokes per incision, each lasting less than one
seoond. The incisians an all carcasses were pefommed by the same operator

Anaessthesia: I wa=n't necassary because they were porcine carcassas
Anslgesia: I wasn't necessary because they ware parcine carcassas
Lozations: UMINOWE Laboratory

Acclimatisation period:

I wa=n't necassary because they were porcine carcassas

Animal care and monitoring £

Adverse svents:

Mo adwerse svents

Humane endpaoints:

anly the incision event with the instruments and temperature measuremeant with
tharmographic camera

\Welfare monitaring:

I wasn't necessary because they werne parcine Attached chnical Mo
CACALSAE F5Eessrmant form:

Changes in housing
and husbandry £F:

It wasn't necessary because they wene porcine carcassas

Resirictions n
veterinary cans

H wa=n't nacessary because ||'IE':|' ware porine carcasses The MECRSSAry Clng wWas
taken

m RIVE Section 1

Paotential risk to personnel: There was no risk to the researchars.

Personnel involved in the experiment

Adriana Catia Mazzoni surgeon who pedomed the Trained and competent’
incisiaon

Lara Jasinski Matta surgesn who assisied inmaking  Trained and competent=
tha mcisan
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ANEXO 3. APROVAGAO CEUA N.5822290523 1° ETAPA
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ANEXO 4. APROVAGAO CEUA N. 2578060825 2° ETAPA

5) CEUA N° 2578060825 ‘CRONOGRAMA: 09/2025 a 11/2025 Histérico do Protocolo (clique aqui) DEFINIR ORDEM DE VISUALIZAGCAO v
OPGOES
Titulo: "Avaliacéo do aquecimento gerado pela utilizacdo do laser 1) Termo de Compromisso do Pesqu’ ™ 12) Projelo de Pesquisa PO 3) FormConcea 06.08.2025 POF
de diodo de alta poténcia de diferentes comprimentos de onda
v s : POF
durante a incisdo cirlrgica no freio lingual em filhotes de ratos 4) FormConcea_10.08.2025
Wistar — Estudo pré-clinico "
Responsavel: Adriana Mazzoni
Adriana Mazzoni Adriana mazzoni
Certificado de curso de capac B Autodeclaragdo de experiéncia i)
Comprovante de fitulagdo acad i
Certificado de curso de capac FoE
Comprovante de titulagéo acad i
PROPOSTA INICIAL APROVADO

RECEBIDO EM: O projeto foi analisado em reunido CEUA 27/08/2025, sendo aprovado. (27/08/2025)....(cLiqus aaui) (cLIQUE AU




ANEXO 5: RELATORIO DE ANALISE DE LAMINAS DE MICROSCOPIA

Responsavel pela analise das laminas: M.V. Priscila Sarkozi Pereira da Silva
(CRMV-SP: 35737)
Os cortes histologicos de amostras retiradas de regiao de freio lingual, foram
corados com HE (hematoxilina-eosina) e analisadas em microscopio Opticam
0300S, objetiva 4x, 10x e 40x, aumento total 40, 100 e 400x.

Amostras da cirurgia realizada com a tesoura iris (grupo controle) dia zero

Amostra J: Presenca de discreto e difuso

edema extracelular. Presenca de

Amostra K: Presenca de discreto

Amostra L

Presenca de tecido Amostra M: Presenga de

Amostra N: Presenga de

estromal com moderado edema

discreto edema extracelular.

preservagdo, integridade

edema extracelular. Presenga de
preservagdo, integridade de epitélio
superficial, com ligeira acantose.
Presenca discreta de angiogénese.
Presenca de poucos plasmécitos e
discretos mondcitos/ histidcitos e
pequenos linfacitos

preservagdo/ integridade de epitélio
superficial. Presenga discreta de
angiogénese, com ectasia vascular.

extracelular.

superficial.
Presenca de raros monocitos, angiogénese e

plasmocitos e pequenos linfocitos. Ao ACD.

2 pequenos linfocitos.

Presenga
preservagdo, integridade de epitélio
Presenga discretz de
discreto
Presenca de poucos
plasmécitos, mondcitos, histiocitos

de Presenca de preservacdo de de epitélio superficial,

epitélio  superficial, com com acantose. Presenca
acantose. Presen¢a discreta discreta de tecido
foco de angiogénese, ectasia  reacional. Presenca de
vascular leve e teddo monocitos, plasmacitos,
reacional.  Presenca  de histidcitos e pequenos
discretos mondcitos,  linfocitos - infartanda de
histiocitos o pequenos maneira discreta camada

linfocitos - raros mastdcitos. muscular.

Amostras do dia 7 apés a cirurgia com tesoura iris (grupo controle)

Amostra O: Presenca de
moderado e difuso edema
extracelular, em estroma.
Presenca de preservacdo/
integridade de epitélio superficial.
Presenca discreta de angiogénese.
Presenca de poucos mondcitos,
plasmécitos e pequenos linfocitos

Amostra P: Presenca de discreto
edema extracelular. . Presenca de
preservacdo, integridade de
epitélio superficial. . Presenca de
angiogénese e ectasia vascular.
Presenca de poucos plasmacitos e
discretos monocitos/ histicitos e
pequenos linfdcitos - raros
mastocitos

Amostra Q: Presenca de tecido
estromal com discreto edema
extracelular. .Presenca de
preservagdo, integridade de epitélio
superficial, com acantose. Presenca
discreta de angiogénese. . Presenca
de poucos plasmacitos, mondcitos e
peguenos linfocitos.

Amostra R: Presenca de
tecido estromal com
moderado edema
extracelular. . Presenca
relativa de preservacdo de
epitélio superficial, com
acantose. Presenga discreta
de angiogénese, alguns vasos
congestos e reatividade em
estroma. Presenca de poucos
plasmécitos, mondcitos e
pequenos linfécitos.

Amostra S: Presenca de focos
com perda parcial da integridade
de epitélio superficial, com
acantose. Presenca discreta de
tecido reacional, marcado edema
extracelular. Presenca de
mondditos, plasmacitos,
histidcitos e pequenos linfocitos,
raros mastdcitos - infiltrado leve
e difuso em camada muscular.



Amostras do dia zero com a cirurgia realizada com laser diodo de alta poténcia comp de onda
de 980 nm (Grupo laser 980 nm)

Amostra D: Presenca de tecido

Amostra C: Presenca de tecido

Amostra A: Presenca de tecido Amostra B: Presenca de tecido

estromal com  moderada
estromal com discreto edema estromal com discreto edema estromal com marcado edema 5 o
extracelular. Presenca moderada extracelular e com focos de extracelular e com foco g J“’"' °°°_
de preservagio de epitélio degeneracdo.  Presenca  de de cdo ¢

tecidual. Presenga discreta de
focos com preservacio de
epitélio superficial. Presenca
de discreta quantidade de
neutrofilos. Presenca discreta
de monocitos e peguenos
linfdcitos.

tecidual. Presenca discreta de
foco com preservacdo de
epitélio superficial. . Presenca
de discreta quantidade de
neutréfilos. Presenca discreta
de mondcitos € peguenos
linfocitos.

discreta hemorragia superficial.
Presenca de discreta quantidade
de neutrofilos. Presenca discreta
de mondcitos e  peguenos
linfocitos.

superficial. Presenca de discreta
guantidade de neutrofilos.
Presenga discreta de mondcitos e
pequenos linfocitos.

Neste grupo, um dos espécimes ndo conseguiu ser anestesiado, sendo excluido da investigacdo

Amostras da reparagao tecidual 7 dias depois da cirurgia com laser diodo de alta poténcia, comp de
onda de 980 nm (Grupo laser 980 nm).

s

a E P ca de A G: P ca de H: P de I: Presenca de tecido

[ .

Amostra E: Presenga de
tecido estromal com
moderado e difuso edema

12

tecido estromal com estromal com discreto e difuso

moderado e difuso edema

tecido estromal com
moderado e difuso edema

tecido  estromal com

moderado e difuso edema edema extracelular.

Presenga

extracelular.  Presenga  de extracelular. Presenca de extracelular.  Presenca de  extracelular. Presenga de de preservacio de epitélio
preservacio  de  epitélio preservacic de epitélio preservacic  de  epitélio  preservacio de epitélio superficial, com  acantose.
superficial,  com ligeira superficial, com ligeira superficial, com acantose.  superficial, com acantose. Presenca discrets de tecido
acantose. Presenca discreta acantose. Presenca Presenca discreta de Presenca discreta de reacional e focos superficiais de
de angiogénese. Presenca de discreta de angiogdese. angiogénese e tecido  angiogénese, i degeneragdo. Presenca de
raros mondcitos e pequenos Presenca de raros reacional. Presenga de raros vascular e tecido reacional. monécitos, histidcitos e
linfocitos mastécitos e discretos neutréfilos e  discretos  Presenga  de  discretos pequenos linfécitos.
- Gcitos,  histidci a acitas: s 2
linfocitos. pequenos linfocitos. pequenos linfécitos.



Amostras do dia zero com a cirurgia realizada com laser diodo de alta poténcia comp de onda de
450 nm (Grupo laser 450 nm)

Amostra T: Presenga de discreto
edema extracelular, em estroma.
Presenca de preservacdo/
integridade de epitélio
superficial. Presenca discreta de
angiogénese. Presenca de poucos

mondcitos, pl bcitos e

Amostra U: Presenca de discreto

a moderado e difuso edema
extracelular, em estroma.
Presenca de preservacdo,
integridade de epitélio
superficial. Presenca de

pequenos linfocitos, raros
mastocitos.

vascular. Presenca de
plasmécitos e mondcitos/
macrofagos e pequenos
linfécitos - raros mastécitos
dispersos.

énese e ectasia/ dilatacdo

Amostra V: Presenca de
tecido estromal edema
extracelular, focos de
degeneracdo tecidual .
Perda difusa da
preservacdo, integridade de
epitélio superficial.
Presenca discreta de
angiogénese. Presenca de
poucos plasmécitos,
mondcitos/ macrofagos e
pequenos linfécitos, além
de esparsos neutréfilos e

Amostra W: Presenca de tecido
estromal com moderado, difuso
edema extracelular. Presenca

relativa de preservacdo de epitélio
superficial, com acantose. Presenca
relativa de preservacdo de epitélio
superficial, com acantose. Presenca

discreta de angiogénese, alguns
vasos dilatados/ ectasiados e

reatividade em estroma. Presenca
de poucos plasmacitos, mondcitos e

pequenos linfécitos, raros
mastocitos.

P 5t f
Amostra X: Presenca de
focos com perda parcial da
integridade de epitélio
superficial, com
degeneracdo. Presenca
discreta de tecido reacional,
com edema extracelular. .
Presenca de angiogénese e
congestdo vascular. Presenca
de mondcitos, plasmocitos,
histidcitos e pequenos
linfécitos, raros mastdcitos -

raros neutrdfilos.
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Amostras do dia 7 com a cirurgia realizada com laser diodo de alta poténcia comp de onda de
450 nm (Grupo laser 450 nm)

ol AR €
Amostra Y: Presenca de
discreto edema extracelular,
em estroma. Presenga de
preservacao/ integridade de
epitélio superficial, com
acantose. Presenca discreta
de angiogénese e dilatacdo
vascular. Presenca de
poucos mondcitos,
plasmdcitos e pequenos
linfécitos, com raros
neutrofilos

Amostra Z: Presenca de
discreto a moderado e
difuso edema
extracelular, em
estroma. Presenga de
preservaco,
integridade de epitélio
superficial, com
acantose. Presenca de
plasmdcitos e
mondcitos/ macréfagos
€ pequenos linfocitos.

Amostra Z1: Presenca de tecido
estromal edema extracelular,
focos de degeneracdo tecidual.
Presenca de preservacgo,
integridade de epitélio
superficial, com marcada
acantose. Presenca discreta de
angiogénese, com dilatagdo
vascular. Presenca de
plasmécitos, mondcitos/
macrofagos e pequenos
linfécitos, além de neutréfilos e
células degeneradas.

AmostraZ 2: Presenca de
tecido estromal com
discreto/ moderado, difuso
edema extracelular.
Presenca relativa de
preservagdo de epitélio
superficial, com acantose.
Presenca discreta de
angiogénese e leve
reatividade em estroma.
Presenca de poucos
plasmdcitos, mondcitos/
macréfagos e pequenos
linfocitos

Amostra Z3: Presenca relativa de

preservagdo de epitélio

superficial. Presenca discreta de
edema extracelular. Presenca de

mondcitos, plasmdcitos e
peguenos linfécitos.
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Anexo 6: Relatéorio de Analise de laminas de Microscopia

Coloragao: Tricromico Masson — verificagao da quantidade de fibras colagenas

Responsavel pela analise: M.V. Priscila Sarkozi Pereira da Silva (CRMV-SP: 35737) Os cortes
histolégicos de amostras retiradas de regido de freio lingual, foram corados com TM (Tricrédmico
Masson) e analisadas em microscopio Opticam 0300S, objetiva 4x, 10x e 40x, aumento total 40, 100
e 400x.

Obs. Para corar colageno para analise histolégica, utilize métodos tricrbmicos como o

de Masson ou Van Gieson, que tingem especificamente as fibras de colageno (geralmente de verde
ou azul no Masson e vermelho no Van Gieson) e outros componentes teciduais. Outra técnica comum
€ o uso do corante Picrosirius Red, que cora o colageno de vermelho e pode ser observado tanto em
microscopia de campo claro quanto de polarizagéao.

Caracteristicas de tecido conjuntivo com feixes de fibras de colageno desorganizadas
(aspecto fibrosado): Pontuagao: Ausente = 0; Leve = 1; Moderado = 2; Acentuado = 3

Legenda:A classificagdo de tecido fibrético baseou-se mediante a deposi¢cdo exagerada/
espessamento de colageno, formagédo excessiva do mesmo, desorganizagdo de arquitetura e
desregularidade. Todas as pegas apresentaram presenga de colageno, mas especificamos apenas o
colageno que se encontrava depositado de forma irregular.

Amostra grupo tesoura dia zero



https://www.google.com/search?q=Masson&sca_esv=79cd59a69fb724df&sxsrf=AE3TifOw5iSk6rn_vbyYYx_oN4HTLQ9dFg%3A1763912382033&ei=viojaeHgAcXm1sQP6tLg6Qc&ved=2ahUKEwip7p_jzYiRAxVZr5UCHRaSEccQgK4QegQIARAB&uact=5&oq=como+corar+col%C3%A1geno+para+an%C3%A1lise+histol%C3%B3gica&gs_lp=Egxnd3Mtd2l6LXNlcnAiL2NvbW8gY29yYXIgY29sw6FnZW5vIHBhcmEgYW7DoWxpc2UgaGlzdG9sw7NnaWNhMgUQIRigAUjVbVD-Bli5bHAFeAGQAQCYAbEBoAH5IaoBBDAuMjm4AQPIAQD4AQGYAiKgAuIkwgIKEAAYsAMY1gQYR8ICBxAhGKABGArCAgQQIRgVmAMAiAYBkAYIkgcENS4yOaAH12OyBwQwLjI5uAesJMIHCDAuMy4yMi45yAfJAQ&sclient=gws-wiz-serp&mstk=AUtExfAxeZhPC0vMMmPMjVIUXHgYiDSvXB4382twVyMubgllRaon1FsEWU4yPKdQTJTroOJ4rsS4eT5QUH53C4XM7v1HgZjAqK8Ph0wCDEtBO48pYFsWwXbMze4vUPVQQKASO1jLNkq3TqyDTAAO2kkMHXLW3qXLBMCmkWxQZAJh3COshyovjx-Trw_Rr4ufQYJDJpx2LRxeS8WdCcoCmlHQcwXfAsUF3rrmyVZMnHzgV2-cAF71H6cEbw5flDBknAmbofWZl2srx8qYwLct7qtB-oHI&csui=3
https://www.google.com/search?q=Van+Gieson&sca_esv=79cd59a69fb724df&sxsrf=AE3TifOw5iSk6rn_vbyYYx_oN4HTLQ9dFg%3A1763912382033&ei=viojaeHgAcXm1sQP6tLg6Qc&ved=2ahUKEwip7p_jzYiRAxVZr5UCHRaSEccQgK4QegQIARAC&uact=5&oq=como+corar+col%C3%A1geno+para+an%C3%A1lise+histol%C3%B3gica&gs_lp=Egxnd3Mtd2l6LXNlcnAiL2NvbW8gY29yYXIgY29sw6FnZW5vIHBhcmEgYW7DoWxpc2UgaGlzdG9sw7NnaWNhMgUQIRigAUjVbVD-Bli5bHAFeAGQAQCYAbEBoAH5IaoBBDAuMjm4AQPIAQD4AQGYAiKgAuIkwgIKEAAYsAMY1gQYR8ICBxAhGKABGArCAgQQIRgVmAMAiAYBkAYIkgcENS4yOaAH12OyBwQwLjI5uAesJMIHCDAuMy4yMi45yAfJAQ&sclient=gws-wiz-serp&mstk=AUtExfAxeZhPC0vMMmPMjVIUXHgYiDSvXB4382twVyMubgllRaon1FsEWU4yPKdQTJTroOJ4rsS4eT5QUH53C4XM7v1HgZjAqK8Ph0wCDEtBO48pYFsWwXbMze4vUPVQQKASO1jLNkq3TqyDTAAO2kkMHXLW3qXLBMCmkWxQZAJh3COshyovjx-Trw_Rr4ufQYJDJpx2LRxeS8WdCcoCmlHQcwXfAsUF3rrmyVZMnHzgV2-cAF71H6cEbw5flDBknAmbofWZl2srx8qYwLct7qtB-oHI&csui=3
https://www.google.com/search?q=Picrosirius+Red&sca_esv=79cd59a69fb724df&sxsrf=AE3TifOw5iSk6rn_vbyYYx_oN4HTLQ9dFg%3A1763912382033&ei=viojaeHgAcXm1sQP6tLg6Qc&ved=2ahUKEwip7p_jzYiRAxVZr5UCHRaSEccQgK4QegQIARAD&uact=5&oq=como+corar+col%C3%A1geno+para+an%C3%A1lise+histol%C3%B3gica&gs_lp=Egxnd3Mtd2l6LXNlcnAiL2NvbW8gY29yYXIgY29sw6FnZW5vIHBhcmEgYW7DoWxpc2UgaGlzdG9sw7NnaWNhMgUQIRigAUjVbVD-Bli5bHAFeAGQAQCYAbEBoAH5IaoBBDAuMjm4AQPIAQD4AQGYAiKgAuIkwgIKEAAYsAMY1gQYR8ICBxAhGKABGArCAgQQIRgVmAMAiAYBkAYIkgcENS4yOaAH12OyBwQwLjI5uAesJMIHCDAuMy4yMi45yAfJAQ&sclient=gws-wiz-serp&mstk=AUtExfAxeZhPC0vMMmPMjVIUXHgYiDSvXB4382twVyMubgllRaon1FsEWU4yPKdQTJTroOJ4rsS4eT5QUH53C4XM7v1HgZjAqK8Ph0wCDEtBO48pYFsWwXbMze4vUPVQQKASO1jLNkq3TqyDTAAO2kkMHXLW3qXLBMCmkWxQZAJh3COshyovjx-Trw_Rr4ufQYJDJpx2LRxeS8WdCcoCmlHQcwXfAsUF3rrmyVZMnHzgV2-cAF71H6cEbw5flDBknAmbofWZl2srx8qYwLct7qtB-oHI&csui=3
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Amostras do dia zero do laser 450 nm

1
Amostra Y Amostra Z Amostra Z1 Amostra Z2 Amostra Z3
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Amostra Z1: AmostraZ3

V

‘ AmostraZ2

10x
‘10)( 410x

17" N

‘40)( v 40x 440x

OBS: Para garantir maior precisdo e padronizagao na localizagcdo da area de interesse nas
amostras do sétimo dia do grupo laser diodo 450 nm, optou-se por ajustar a lente de aumento
utilizada durante a analise. Dessa forma, os cortes histolégicos provenientes da regido de freio
lingual, corados com TM (Tricromico de Masson), foram examinados em microscopio Opticam
03008, utilizando objetivas de 4x, 10x e 40x (aumentos totais de 40x, 100x e 400x), conforme

demonstrado acima para fins de comparacéao.



