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O que € sucesso?

“Rir muito e com frequéncia; ganhar o respeito de pessoas
inteligentes e o afeto das criancas; merecer a consideragao
de criticos honestos e suportar a traicdo de falsos amigos;
apreciar a beleza e encontrar o melhor nos outros; deixar o
mundo um pouco melhor, seja por uma saudavel crianca, um
canteiro de jardim ou uma remida condicéo social; saber que
ao menos uma vida respirou melhor porque vocé viveu.

Isto e ter sucesso!”

(Ralph Waldo Emerson)



RESUMO

Benaglia MB. Estudo morfologico comparativo da crioterapia com nitrogénio
liguido e gas refrigerante propano-butano na mucosa bucal de ratos. Campo
Grande; 2014. [Dissertagéo — Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul].

Crioterapia ou criocirurgia € uma modalidade terapéutica ou técnica cirargica que
consiste na aplicacdo de substancias criogénicas em temperaturas extremamente
baixas com a finalidade de se conseguir a destruicdo tecidual. Esta substancia
provoca uma destruicdo controlada e nédo seletiva, sendo utilizada no tratamento de
diversas lesdes da regido orofacial. A técnica de crioterapia pode ser realizada através
do sistema fechado, no qual ndo ha contato direto dos criogenos com os tecidos,
utilizando-se de sondas para sua aplicacao, e também através do sistema aberto, no
qual ha contato direto do agente criogénico com os tecidos, utilizando-se hastes de
algodao ou sprays. A criocirurgia apresenta diversas vantagens, tais como auséncia
de sangramento, baixo risco de infeccdo, minimo desconforto e baixo custo. Além
disso, € uma técnica simples, eficaz e conservadora. Atualmente, o nitrogénio liquido
€ 0 padréo-ouro na crioterapia, porém outras op¢des mais viaveis de cridbgenos séo
necesséarias. Pensando nisso, o presente trabalho teve como objetivo estudar e
comparar os efeitos clinicos e histolégicos da crioterapia com nitrogénio liquido e gas
refrigerante propano-butano na mucosa bucal de ratos. Foram utilizados 30 ratos
machos da linhagem Wistar, adultos jovens, clinicamente sadios, com peso médio de
400 g, provenientes do Biotério Central da UFMS. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em cinco grupos, com 6 animais cada, de acordo com o periodo
estipulado para eutandsia de 1, 3, 7, 14 e 21 dias. Cada grupo foi subdividido em
grupo-teste, utilizando o géas refrigerante propano-butano (Endo-Frost®) na mucosa
interna do labio superior direito de cada animal; e grupo-controle, utilizando o
nitrogénio liquido no lado contralateral. Foi realizado dois ciclos de 10 segundos, com
intervalo de 2,5 minutos com cada material testado. Apos o periodo experimental 0s
animais foram sacrificados e laminas histologicas representativas de cada espécie
foram obtidas. O Endo-Frost® e o nitrogénio liquido apresentaram resultados
estatisticamente iguais ou equivalentes para todos os critérios macroscopicos e
histoldgicos. Concluiu-se que os dois protocolos utilizados foram capazes de produzir
crionecrose, porém com menor morbidade no grupo-teste, no qual o edema foi menor
e cicatrizacdo completa mais precoce.

Palavras-chave: crioterapia, nitrogénio liquido, gas refrigerante, mucosa bucal



ABSTRACT

Benaglia MB. Comparative morphological study of cryotherapy with liquid
nitrogen and refrigerant gas propane-butane in the buccal mucosa of rats.
Campo Grande, 2014. [Dissertation — Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul].

Cryotherapy or cryosurgery is a therapeutic modality or surgical technique that consists
in the application of cryogenic substances at extremely low temperatures with the
purpose of reaching the tissue destruction. This substance causes a controlled
destruction and non-selective, being used in the treatment of various lesions of the
orofacial region. The technique of cryotherapy can be performed through the closed
system, in which there is no direct contact of cribgenos with tissues, using probes for
their application, and also through the open system, in which there is direct contact
with cryogenic agent with the tissue, using cotton swabs or sprays. The cryosurgery
has several advantages, such as the absence of bleeding, low risk of infection,
minimum discomfort and low cost. In addition, it is a simple technique, effective and
conservative. Currently, the liquid nitrogen is the gold-standard for cryotherapy,
however other options more viable criogenos are necessary. With this in mind, the
objective of the present study was to evaluate and compare the clinical effects and
histological of cryotherapy with liquid nitrogen and refrigerant gas propane and butane
in the buccal mucosa of rats. Were used 30 male Wistar rats, young adults, clinically
healthy, with average weight of 400 g, were obtained from the Central Animal
Laboratory of the UFMS. The animals were randomly divided into five groups, with 6
animals each, in accordance with the stipulated period for euthanasia of 1, 3, 7, 14 and
21 days. Each group was subdivided into group-test, using the refrigerant gas propane-
butane (Endo-Frost®) in the mucosa inside the upper lip right of each animal; and the
control group, using the liquid nitrogen on the contralateral side. Two cycles of 10
seconds was performed with an interval of 2.5 minutes with each tested material. After
the experimental period the animals were sacrificed and representative histological
slides of each species were obtained. The Endo-Frost ® and the liquid nitrogen
presented results statistically equal or equivalent for all criteria macroscopic and
histological. It was concluded that the two protocols used were capable of producing
cryonecrosis, however with lower morbidity in test-group, in which the edema was less
and complete healing more early.

Key words: cryotherapy, liquid nitrogen, refrigerant gas, buccal mucosa
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1 INTRODUCAO

Crioterapia € a aplicacdo de baixa temperatura capaz de modificar o meio
celular. Esta foi primeiramente utilizada nos tecidos com objetivos anestésicos, para
coibir hemorragias e no controle de edemas pos-traumas (SANTOS; SANT ANA-
FILHO, 2002).

Uma das modalidades da crioterapia é a criocirurgia, na qual se utiliza
temperaturas extremamente baixas para provocar uma isquemia regional, levando a
um dano tecidual e, consequentemente, & morte celular (BELTRAO, 2003).

O uso de baixas temperaturas como opc¢ao terapéutica data da antiguidade,
com impressdes em papiro realizadas por Edwin Smith em 3.500 a.C. (LEOPARD,
1975). Desde entéo, relata-se o uso do frio como forma de tratamento.

Segundo Gage (1998), o uso do nitrogénio liquido teve seus primérdios a partir
de 1950, no periodo Pés-Segunda Guerra Mundial, superando os ja consagrados ar
e oxigénio liquefeitos, em virtude do potencial explosivo deste ultimo.

A crioterapia local moderna teve inicio em 1959, com o neurocirurgido norte-
americano Dr. Irving Cooper que utilizou esta técnica para tratar a doenca de
Parkinson. Ele projetou e construiu um aparelho que possibilitava o uso nitrogénio
liqguido em baixas temperaturas e com maior controle. Devido ao éxito obtido, o
pesquisador resolveu estudar os efeitos do congelamento na periferia de lesbes
superficiais, observando que a zona congelada sofria necrose e desaparecimento das
células neoplasicas. Este processo ficou conhecido como crionecrose (BARNARD,
1980; BANSAL et al., 2012).

Na década de 60, surgiram os primeiros relatos sobre a utilizacdo desta técnica
na odontologia. Durante as décadas de 70 e 80, a criocirurgia foi aprimorada e
difundiu-se entre os cirurgibes-dentistas.

A criocirurgia € um meétodo efetivo de destruicdo tecidual por congelamento,
pois leva a destruicdo controlada e ndo seletiva (EMMINGS et al., 1967; LEOPARD,
1975).

Existem duas formas para a realizagédo da crioterapia local: através do sistema

fechado e pelo sistema aberto. No sistema fechado n&o ha contato do cribgeno com
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os tecidos, diferentemente do sistema aberto que a crionecrose se da por contato
(LEOPARD, 1975; YEH, 2000).

Vérias substancias podem ser usadas como agentes criogénicos. Os mais
comuns sdo o dioxido de carbono (-79C°), o 6xido nitroso (-90C°), liquido de
fluorcarbono (-60C°), gas refrigerante tetrafluoretano (-47C°) e o nitrogénio liquido (-
196C°), destacando-se o papel deste ultimo que € considerado o gas ideal para
criocirurgia (THAI; SINCLAIR, 1999; KUMAR et al., 2013).

A criocirurgia apresenta diversas vantagens, tais como auséncia de
sangramento, baixa incidéncia de infeccdo, dor e desconforto minimo, cicatrizacao
favoravel e, além disso, € uma técnica de baixo custo, simples e conservadora
(POGREL, 1993; SANTOS; SANT’ANA-FILHO, 2002).

Diversas patologias orofaciais ja foram tratadas pela técnica da crioterapia.
Dentre estas, destacam-se as leucoplasias, hiperplasias, granulomas, mucoceles,
ranulas, hemangiomas, fibromas, liquen plano, queilite actinica, verruga vulgar,
papilomas, estomatite nicotinica, ceroacantomas, lesbes por HPV, doencas
periodontais, ameloblastomas e ceratocistos. (EMMINGS et al., 1967; LEOPARD,
1975; POGREL, 1993; THAI; SINCLAIR, 1999; COSTA et al., 2010; MENDONCA et
al., 2011; BANSAL et al., 2012).

Até o momento, o nitrogénio liquido é considerado o principal agente
crioterapico no tratamento das lesdes da cavidade bucal. Entretanto, este criogeno
apresenta algumas desvantagens, tais como o0s custos dos equipamentos
(criocautério, contéiner proprio para armazenamento, ponteiras e acessorios) e a alta
taxa de evaporacdo quando em uso ou quando armazenado por longos periodos.

E inegavel o desejo de se empregar técnicas e recursos terapé@uticos mais
conservadores e menos onerosos no tratamento das lesdes orofaciais. Desta forma,
surgiu-se a ideia de procurar um criégeno alternativo ao nitrogénio liquido, que
agregasse as vantagens deste, e ainda fosse de facil acesso ao cirurgido-dentista.
Pensando nisso, propos-se testar o gas refrigerante propano-butano (Endo-Frost®),

utilizado na odontologia para testes de vitalidade pulpar, como agente crioterapico.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conceito

O prefixo “crio”, do grego kryos, significa frio e o radical “terapia”, do grego
therapéia, significa "tratamento”. Assim, a crioterapia consiste na utilizacdo do frio
como medida terapéutica. A criobiologia estuda os efeitos produzidos nos tecidos e
nas ceélulas quando submetidos a temperaturas abaixo de zero grau Celsius
(TURJANSKY; STOLAR, 1992).

A crioterapia descreve em sentido amplo, o uso frio como modalidade
terapéutica, sendo a criocirurgia, ou também denominada de crioablacdo, uma forma
de crioterapia, que se utiliza de baixas temperaturas para provocar uma destruicao
celular em um tecido vivo de forma localizada, ou seja, in situ (TURJANSKY; STOLAR,
1992; GAGE, 1998).

Denomina-se criolesdo o efeito localizado do congelamento no tecido
(BARNARD, 1980). A leséo criogénica é caracterizada por uma necrose circunscrita
gue corresponde ao volume de tecido previamente congelado (GAGE; BAUST, 1998).
Os criégenos, agentes criogénicos ou agentes crioterapicos sao substancias os gases
capazes de atingir baixas temperaturas, sendo utilizados com finalidades terapéuticas,
para a destruicdo de tecidos, ou como agentes congelantes, para conservacao de
substéancias biologicas ou alimentares (TURJANSKY; STOLAR, 1992).

2.2 Historico

O uso do frio na area da saude vem de longa data. De acordo com o relato no
papiro de Edwin Smith 3.500 a. C., que traduziu para o inglés por Breasted, em 1930,
a aplicacédo de baixas temperaturas ja era utilizada pelos egipcios com objetivo de
produzir anestesia (LEOPARD, 1975).
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S&o encontrados relatos semelhantes, tanto na lliada de Homero - século IX
a.C -, guanto em citagbes de Hipocrates - século V a.C -, que descreviam sua
utilizacdo em reducdo de edema pos-trauma e estancamento de hemorragias
(WHITTAKER, 1986).

O Dr. James Arnott foi o primeiro a relatar o uso de baixas temperaturas como
opcao terapéutica para lesbes malignas, usando uma mistura de gelo e sal, visando a
necrose tecidual de um neoplasma de mama (LEOPARD, 1975; WHITTAKER, 1986;
GAGE, 1998).

Em 1870, durante a guerra franco-prussiana, os médicos do General Napoledo
Bonaparte recomendavam o congelamento, com neve, de membros de soldados que
seriam submetidos a amputacdes, visando a anestesia e a hemostasia (LEOPARD,
1975).

Também no século XIX, cientistas observaram que gases atmosféricos, quando
comprimidos, agueciam e se tornavam liquidos. Quando estes fluidos eram liberados,
expandiam-se e resfriavam-se. Usando este principio, o oxigénio foi o primeiro ar a
ser liquefeito, e, posteriormente, todos os gases “permanentes”, como o oxigénio, o
nitrogénio e o hidrogénio, puderam ser liguefeitos (GAGE, 1998).

A primeira aplicacao clinica de gases liquefeitos para uso médico foi relatada
por A. Campbell White em 1889, Nova York. Este pesquisador utilizou o gas
refrigerado no tratamento de diversas doencas de pele, que incluiam herpes zoster,
cancro mole, nevos, llpus eritematoso sistémico, Ulceras varicosas de pernas e
epiteliomas. Logo em seguida, em 1892, James Dewar desenvolveu um recipiente a
vacuo, no qual os gases liquefeitos podiam ser armazenados, estabelecendo, assim,
0 comeércio dos gases e 0 termo agente criogénico passou a ser utilizado (GAGE,
1998).

O melhoramento das técnicas de congelamento s6 foi possivel em 1907,
guando William Pusey popularizou o uso do diéxido de carbono - CO: - (gelo seco)
como agente criogénico no tratamento de hemangiomas de queloides. Afirmando
entdo que este produto poderia atingir temperaturas mais baixas (GRIMMETT, 1961,
LEOPARD, 1975; GAGE, 1998).

Com o avango tecnoldgico em equipamentos e a maior disponibilidade de
gases liguefeitos, o0 método de congelamento das lesfes, inicialmente utilizado por
dermatologistas, tornou-se possivel em diversos ramos da cirurgia (LEOPARD;
POSWILLO, 1974). Em 1920, o oxigénio passou a ser 0 gas mais utilizado, porém,
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por ser altamente inflamavel, o diéxido de carbono o substituiu amplamente, seguido
pelo hidrocarbono fluorado, conhecido como gés freon (LEOPARD; POSWILLO, 1974;
GAGE, 1998).

Apés a segunda Guerra Mundial, o nitrogénio liquido tornou-se comercialmente
disponivel, e por ser mais seguro e atingir temperaturas mais baixas como -196°C,
este gas, gradualmente, ganhou a preferéncia nos tratamentos cirargicos (GAGE,
1998).

O desenvolvimento da criocirurgia como técnica terapéutica recebeu maior
estimulo ap6s o aparecimento de uma aparelhagem propria, que permitia o
congelamento in situ com o nitrogénio liquido de forma mais pratica, utilizando pontas
de aplicacédo e comandos de controle para regulacéo da temperatura desejada. Assim,
além dos dermatologistas, esta técnica passou a ser apreciada pelos neurocirurgiées,
ginecologistas, ortopedistas, urologistas, oftalmologistas, cardiologistas e
oncologistas (GAGE, 1998; ZIMMERMAN, CRAWFORD, 2012).

A criocirurgia foi a primeira técnica pouco invasiva utilizada para o tratamento
de tecidos neoplasicos, fato este que propiciou seu grande desenvolvimento na
década de 60 (GAGE, 1998).

Em 1961, o nitrogénio liquido passou a ser considerado, pelos dermatologistas,
muito Gtil no tratamento de leucoplasias, liqguens, granulomas, cicatrizes hipertoficas,
acnes e, principalmente, no tratamento da verruga vulgar, sendo utilizado em grandes
centros médicos (GRIMMETT, 1961).

Em Odontologia, encontram-se relatos do uso da criocirurgia desde a década
de 1960, sendo ela utilizada para tratamento de lesbes intradsseas e lesdes de
mucosa oral (EMMINGS et al., 1967). Esta terapéutica foi bem difundida nas décadas
de 70 e 80 (EMMINGS et al., 1967; GAGE, 1998).

Entretanto, a propria natureza pouco invasiva da criocirurgia criou obstaculos
para o preciso controle deste procedimento, principalmente em les6es de grandes
dimensdes ou em oOrgaos internos. Nestas condi¢cdes, a falta de preciséo foi decisiva
para o decréscimo da utilizagcdo da técnica na década de 80, restringindo o seu
emprego a lesbes menores e nao associado aos orgaos internos (HOFFMANN;
BISCHOF, 2002).

Ja na década de 90, o avanco de modelos matematicos e o desenvolvimento

de técnicas de imagem, como a ultrassonografia, tomografias computadorizadas e
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ressonancia magnética, propiciaram o “renascimento” e novas indicagbes para
aplicacao do frio em medicina (HOFFMANN; BISCHOF, 2002).

2.3 Agentes criogénicos

Os agentes criogénicos ou cribgenos sao gases que podem ser convertidos ao
estado liquido e tém a capacidade de extrair calor de tecidos vivos. Diferentes gases
atingem distintas temperaturas e pontos de ebulicdo. Essas caracteristicas ditam sua
adequacao ao uso na criocirurgia, pois o tecido alvo deve chegar rapidamente a no
minimo -20°C (LEOPARD, 1975; TAL, 1982; GAGE et al., 2009).

Os cribgenos podem ser utilizados com fins médicos para conservagao ou
destruicdo de tecidos, ou ainda, como agentes congelantes para preservar
substancias bioldgicas ou alimentos (GAGE et al., 2009).

O cribgeno mais empregado na medicina € 0 nitrogénio liquido, cuja
temperatura potencial é de -196°C, sendo considerado o gas ideal para criocirurgia
devido as suas propriedades fisicas. Este cribgeno € inodoro, atéxico, nao inflamavel,
de facil transporte e como se trata de um elemento que se encontra em maior
propor¢cdo no ar atmosférico, é de facil obtencéo, atinge baixas temperaturas e,
sobretudo, € um dos mais econdmicos (TURJANSKY; STOLAR, 1992; GAGE, 1998;
THAI; SINCLAIR, 1999).

Entretanto, varias substancias podem ser usadas como agentes criogénicos,
como o diéxido de carbono, também conhecido como gelo seco ou neve de dioxido
de carbono, que atinge -79°C; o Oxido nitroso, que atinge -90°C; e o liquido de
fluorcarbono, que atinge -60°C (THAI; SINCLAIR, 1999).

A maioria das pesquisas, até o0 momento, utilizou o nitrogénio liquido como
principal agente crioterapico no tratamento das lesdes da cavidade oral, sendo
considerado o padrédo-ouro nesta modalidade de tratamento (PRASAD et al., 2009;
BANSAL et al., 2012; VYASARAYANI et al., 2014). O custo do nitrogénio liquido é
relativamente baixo, porém o custo da aparelhagem (contéiner proprio, criocautério
com valvula, ponteiras abertas e fechadas, entre outros) para criocirurgia ainda é
considerado elevado para o padréo de muitos consultérios e hospitais (BANSAL et al.,

2012). Alem disso, este criogeno tem uma vida Util curta devido a sua evaporacao
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rapida e continua, mesmo quando armazenado em recipientes fechados, dificultando
seu armazenamento por longos periodos (KUMAR et al., 2012).

O gas refrigerante tetrafluoretano atinge a temperatura -47°C, apresenta ponto
de fuséo de -101°C e ponto de ebulicdo - 20°C (MOURA-NETTO et al., 2007; SINGH
et al., 2012). No Brasil é comercializado pela DremaFreeze®. Este gas é incolor, ndo
produz residuo e apresenta seguranca clinica comprovada, sendo utilizado na
dermatologia e na veterinaria, para tratamento de lesdes benignas de pele, e na
odontologia apenas para realizacdo dos testes de vitalidade pulpar (MOURA-NETTO
et al., 2007; SINGH et al., 2012).

Atualmente, os gases refrigerantes comecaram a ser utilizados no tratamento
criocirargico das pigmentacGes melanicas da gengiva (KUMAR et al., 2012; SINGH et
al., 2012; KUMAR et al., 2013;) e como parte do tratamento de tumores benignos da
cavidade oral (MENDONCA et al., 2011).

O gas refrigerante propano-butano (Endo-Frost®, Roeko, Langenau, Alemanha)
€ amplamente utilizado na odontologia para se realizar os testes de vitalidade pulpar.
Este gas € inodoro, atoxico, inflamavel quando exposto ao calor, ndo produz CFC e
atinge a temperatura de -50C°, sendo geralmente aplicado na coroa dentéria para o
teste de resposta ao frio da polpa dentaria (MOURA-NETTO et al., 2007). Entretanto,
nao existem pesquisas publicadas, até 0 momento, utilizando este gas refrigerante na

mucosa oral ou em qualquer lesdo de pele ou mucosa para provocar crioleséo.

2.4 Aparelhagem

O desenvolvimento da criocirurgia como recurso terapéutico recebeu maior
estimulo ap6s o advento de uma aparelhagem apropriada, que permitia o
congelamento in situ, com o uso do nitrogénio liquido de maneira mais pratica,
empregando pontas de aplicacdo e comandos de controle para regulacdo da
temperatura desejada (GAGE, 1998).

Segundo Bansal et al. (2012), os sistemas disponiveis para uso da criocirurgia
podem ser classificados em abertos ou fechados. Os sistemas abertos caracterizam-
se pela aplicacdo direta do agente crioterapico na lesdo com hastes de algodao ou

por spray. As hastes de algodao podem ser confeccionadas de acordo com o tamanho
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da lesdo. E as ponteiras para o spray apresentam orificios centrais com diversos
didametros. O sistema aberto esta indicado principalmente em lesdes proliferativas
espessas e invasivas, cujo controle da profundidade de destruicdo € de importancia
secundaria, bem como no tratamento de lesbes 6sseas (LEOPARD, 1975; BANSAL
et al., 2012).

O sistema fechado, com a utilizacdo de sondas ou probes, oferece um maior
grau de controle, sendo a profundidade do congelamento menos profunda do que com
o sistema aberto (LEOPARD, 1975; BANSAL et al., 2012).

Segundo Leopard (1975), o sistema fechado pode produzir congelamento
através de trés tipos diferentes de fen6bmenos fisicos. Estes fenbmenos séo: a
evaporacao, mudanca de um solido ou liquido para um gas provocando a queda da
temperatura; o efeito Peltier ou efeito termoelétrico, no qual as baixas temperaturas
sdo obtidas pela passagem de uma corrente elétrica que atravessa jun¢des metélicas
diferentes; e o efeito Joule-Thomson ou expanséo gasosa adiabatica, pelo escape de
um gas mantido em alta pressao que produz a queda de temperatura.

Com o crescimento da criocirurgia como terapéutica, houve um grande
desenvolvimento da aparelhagem para a sua aplicagdo. Assim, na década de 80,
sistemas portateis e ndo muito caros foram desenvolvidos (GAGE, 1998).

Borges (2005) relatou a utilizagdo do Cry-Ac 3® da Brymill, frisando ser um
aparelho versatil, pequeno e de custo relativamente baixo, dispondo de diversas
pontas aplicadoras e com diferentes angulacdes.

Outro aparelho semelhante de criocautério utilizado por dermatologistas,
ginecologistas, veterinarios e odontélogos é o Nitrospray®, que também apresenta
pontas variadas. Entretanto, atualmente, o Unico criocautério de nitrogénio liquido que

possui registro na ANVISA é o Nitrospray®.

2.5 Mecanismos de destruicao celular

A crionecrose € a lesao celular direta, que ocorre em resposta a exposicao a
temperatura negativa extrema (BARBOSA; SANVITTO, 1973; COSTA et al., 2010;
BANSAL et al., 2012).
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A natureza da resposta dos tecidos a crioterapia depende da gravidade da
lesdo causada pelo frio. Um congelamento lento e de menor intensidade pode
provocar apenas uma resposta inflamatéria, mas o congelamento rapido e intenso
mata as células e resulta em destruicédo dos tecidos (GAGE, 1998; GAGE et al., 2009).
Entretanto, experiéncias in vivo demonstraram que a taxa de resfriamento, se lenta ou
rapida, ndo seria tdo importante quanto os outros fatores envolvidos no ciclo
congelamento/descongelamento (GAGE et al., 2009).

A aplicacdo dos agentes crioterapicos em tecidos vivos provoca a formacao de
cristais intra e extracelulares pelo congelamento dos liquidos, e consequente,
alteracbes teciduais (EMMINGS et al.,, 1967; LEOPARD; POSWILLO, 1974,
HAUSAMEN, 1975; LEOPARD, 1975; POSWILLO, 1978; GAGE et al., 2009;
MACCINI et al., 2011; BANSAL et al., 2012). Os efeitos deletérios do congelamento
podem ser divididos em diretos e indiretos. Os diretos incluem a desidratacéo e
distarbio eletrolitico da célula, alteracdo do pH, inibicdo enzimética, desnaturacéo de
proteinas e ruptura da membrana celular. Os indiretos referem-se aos efeitos
vasculares e imunologicos (LEOPARD, 1975; GONGLOFF; GAGE, 1983; GAGE et
al., 2009; BANSAL et al., 2012).

Efeitos diretos do congelamento segundo Leopard (1975) s&o: o rompimento
celular, quando a taxa de congelamento é rapida (maior que 5°C/s) e acontece
préximo a sonda, onde a taxa de congelamento antinge -70°C/s, formando cristais
intra e extracelulares; a desidratacdo celular e disturbios eletroliticos, que ocorre nas
areas da bola de gelo, onde a temperatura é de -10°C e a taxa de congelamento é de
-0,5°C/s, formando somente cristais de gelo extracelulares e, com isso, os disturbios
eletroliticos (pela diferenca de concentracdo osmética do liquido intra e extracelular);
a zona de escape, que € a area intermediaria entre o congelamento rapido e o lento,
sendo que nesta regido a taxa de sobrevivéncia celular é relativamente grande se ndo
houver uma nova exposicdo ao frio; a inibicAo enzimatica, pois o frio altera o
metabolismo celular, deixando a célula mais vulneravel aos distirbios metabdlitos; a
modificacdo das proteinas, quando os complexos lipoprotéicos das células e das
mitocondrias desnaturam pelo congelamento, causando danos ao metabolismo
celular; e por fim, os efeitos do descongelamento, porque apds o congelamento, ha
um reaquecimento tecidual, a agua intracelular esta muito gelada (-21 a -22°C) e com
o descongelamento lento ha a entrada de agua extracelular (que degela mais rapido)

nas células, causando ruptura das mesmas.
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A desnaturacdo das proteinas ocorre pela exposicdo ao frio intenso. As
membranas celulares tém ligacdes instaveis e sensiveis ao congelamento. A perda
de fosfolipidios aumenta a permeabilidade da membrana celular, levando a célula ao
aumento de volume e posterior lise. Este processo pode ocorrer tanto durante o
congelamento quanto no descongelamento (GAGE; BAUST, 1998; BANSAL et al.,
2012). Todas as membranas de uma célula, como as das mitocéndrias, microssomas
e nucleo, sofrem danos pelo congelamento, devido a desnaturacdo dos complexos
lipoproteicos (NISHIDA et al., 2011).

Cada tipo de enzima opera em uma temperatura regular média, o
congelamento repentino age como inibidor, modificando o metabolismo celular,
deixando a célula vulneravel a sofrer danos (LEOPARD, 1975).

Segundo Gage et al. (2009), a pedra angular da lesdo celular direta por
congelamento é a formacao de cristais de gelo, que removem a agua das células e
leva a uma sequéncia de eventos deletérios. Investigacdes recentes in vitro e in vivo
identificaram a apoptose, ou morte celular geneticamente regulada, como um
mecanismo de leséo direta. As células da porcéo central da lesdo sofrem necrose
pela acdo criégena e as células da porcéo periférica sofrem apoptose, que em geral
ocorre de 8 a 12 horas ap6s o congelamento. Ainda de acordo com o0s autores, a
apoptose ocorre ao redor da area necrética, mas a fronteira entre estes dois eventos
nao estd bem definida (MACCINI et al., 2011).

Outro evento envolvido € o choque térmico, que se refere a lesao celular
causada pela mudanca brusca de temperatura, que ocorre independentemente dos
outros efeitos diretos do congelamento. O choque térmico acontece pela variacédo de
capacidade de expansado das membranas dos varios componentes celulares, que se
rompem durante essa mudanca de temperatura (NISHIDA et al., 2011; BASAL et al.
2012).

Efeitos Indiretos do congelamento séo os efeitos vasculares, que ocorrem entre
1 e 2 horas ap06s a criocirurgia, o fluxo sanguineo € reduzido e este dano é
intensificado nas proximas 24 horas (LEOPARD, 1975; GAGE; BAUST, 1998; GAGE
et al.,, 2009). A principal alteracdo que ocorre nessa fase € a aglutinacao,
tamponamento e aderéncia de células vermelhas entre si e a parede do vaso
(NISHIDA et al.,, 2011). O resultado dessa estase vascular leva a trombose e a
isquemia, seguidas de hipdxia ou até mesmo anoOxia, mudanca de pH e morte celular
(LEOPARD, 1975; MACCINI et al., 2011; NISHIDA et al., 2011). Logo, o efeito do
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congelamento sobre 0s vasos é claramente importante e, talvez, o fator determinante
na morte celular (GAGE et al., 2009).

A anodxia celular consequente da perda de circulacao € considerada o principal
mecanismo de leséo na criocirurgia (NISHIDA et al., 2011). Apds o descongelamento
dos tecidos, a estase microcirculatéria se desenvolve rapidamente. A resposta inicial
a refrigeracdo do tecido é a vasoconstricdo, reducdo e até interrupcédo do fluxo,
guando o congelamento € completo (GAGE; BAUST, 1998; NISHIDA et al., 2011).

Hoffmann e Bischof (2002) explicaram os eventos teciduais na fase de
descongelamento. Segundo os autores, com a temperatura préxima de 0°C, ha o
retorno da circulacdo. Nesta fase ocorre vasodilatacdo, hiperemia e aumento da
permeabilidade vascular, causando um edema que progride por algumas horas. Na
sequéncia, desenvolve-se uma lesao na juncado endotelial pela destruicdo celular e
distenséo vascular provocada pelo congelamento e liberagédo de radicais livres no
momento da reperfuséo tecidual. Como os tecidos ficam privados de sangue durante
o congelamento, as células liberam fatores vasoativos apés o descongelamento,
causando vasodilatacdo e reperfusdo. As lesdes endoteliais além de agravarem o
aumento da permeabilidade e edema ja presentes, provocam agregacgao plaquetéria,
formando microtrombos e consequente interrupcdo da circulacdo em,
aproximadamente, 30 a 35 minutos a contar do descongelamento. A perda de
suprimento sanguineo priva o tecido de qualquer possibilidade de vida, resultando em
necrose uniforme, exceto na periferia da éarea submetida ao congelamento
(HOFFMANN; BISCHOF, 2002; MACCINI et al., 2011; NISHIDA et al., 2011).

A é&rea deficientemente perfundida é sempre menor que a area congelada e
sera ainda menor se préximo a ela houver uma artéria calibrosa (GAGE et al., 2009).
Histologicamente, todo o processo, desde o congelamento até a necrose isquémica,
assemelha-se a um infarto, havendo apenas uma linha ténue de divisao entre o tecido
normal e aquele congelado. Apenas a microcirculacdo € comprometida, as grandes
artérias vao manter sua funcdo mesmo apos o congelamento (GAGE; BAUST, 1998;
BASAL et al., 2012).

Segundo Leopard (1975), outro efeito indireto € o imunolégico, que envolve a
liberacdo de substancias antigenas no interior das células quando da ruptura das
membranas celulares pelo frio ou pelo fato do gelo produzir alteragdes estruturais que
transformem componentes celulares normais em antigenos. A fase tardia ou

imunologica € de especial interesse no tratamento de neoplasias malignas (NISHIDA
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et al., 2011). Este fenémeno ocorre devido a formacédo de anticorpos antineoplésicos,
pela ativagdo dos linfocitos-T citotoxicos e pela liberacdo de citocinas, resultando na
alteracdo da constituicdo antigénica das células. Desta forma, o sistema imune seria
sensibilizado pelo tecido destruido e estimulado a combater células remanescentes,
que ndo foram destruidas totalmente pelo procedimento criocirurgico (GAGE; BAUST,
1998; HOFFMANN; BISCHOF, 2002; MACCINI et al., 2011).

Segundo Maccini et al. (2011), a liberacdo de mediadores vasoativos resulta
no influxo de células inflamatdrias, principalmente neutréfilos e macréfagos, para o
local da lesdo. Segue-se por um processo de "limpeza" continuo que pode durar de
semanas a meses. Uma necrose por coagulagédo € observada no centro do local da
criocirurgia, com a presenca de neutrofilos na zona periférica.

Outro efeito deletério da hipotermia na periferia da lesdo criotratada seria
provocado pelo aumento da apoptose e pela destruicdo dos clones de células
neoplasicas, ambos os eventos mediados pela resposta imunoldgica (GAGE et al.,
2009). Os mecanismos de apoptose na zona periférica da criolesdo ainda ndo estao
bem estabelecidos (HOFFMANN; BISCHOF, 2002). Uma hipotese atual aponta o
dano mitocondrial como ativador da cascata de caspases, poiss estas enzimas séo
essenciais para morte celular programada (MACCINI et al., 2011).

Hoffmann e Bischof (2002) relatam a possibilidade de um aumento do nivel
sérico de anticorpos, mas sem inibicdo do crescimento do tumor e, em alguns casos,
até um crescimento maior dos tumores malignos.

A taxa de congelamento, para ser mais letal as células, deve ser alta, isto é,
um congelamento rapido (GAGE et al., 2009). O que implica baixas temperaturas em
curto espaco de tempo (HAUSAMEN, 1975; LEOPARD, 1975; POSWILLO, 1978),
pois promove maior quantidade de cristais intracelulares (WHITTAKER, 1986; GAGE
et al., 2009; BANSAL et al., 2012).

Quando o congelamento ocorre rapidamente, a célula ndo é capaz de perder
agua para o meio externo para manter o equilibrio, formando-se entao,
uniformemente, cristais de gelo intra e extracelulares (HAUSAMEN, 1975; GAGE;
BAUST, 1998; GAGE et al., 2009; BANSAL et al., 2012). Os cristais intracelulares
podem provocar destruicdo mecanica da membrana celular ou das organelas, como
resultado de seus coeficientes de distensdo térmica (EMMING et al.,, 1967,
POSWILLO, 1978; WHITTAKER, 1986). O dano fisico é imediato (LEOPARD;
POSWILLO, 1974), sendo mais destrutivo do que o congelamento lento, pois promove



28

a formagéo de gelo intra e extracelular, com efeitos diretos em todos os substratos
celulares (LEOPARD, 1975; HAUSAMEN, 1975; BANSAL et al., 2012).

Quando o processo de congelamento é lento, ocorre, primeiramente, a
formacdao de cristais no meio extracelular (EMMINGS et al., 1967; HAUSAMEN, 1975;
LEOPARD, 1975; TAL, 1982; POGREL, 1993), onde s&o menos letais, mas provocam
desequilibrio osmético (GAGE; BAUST, 1998). A medida que os cristais aumentam
de tamanho, ocorre a absorcao da agua extracelular, que, entdo, ndo mais podera ser
utilizada como solvente para as células. Ha um aumento da concentracdo idnica
extracelular que, consequentemente, provoca a saida de agua do interior da célula,
devido a diferenca de osmolaridade. Esta perda de &agua pela célula eleva a
guantidade de eletrolitos no seu interior, deixando-0s em niveis toxicos e letais
(EMMINGS et al.,, 1967; LEOPARD; POSWILLO, 1974; HAUSAMEN, 1975;
POSWILLO, 1978; POGREL, 1993; GAGE; BAUST, 1998).

Provavelmente os mecanismos de formacdo de cristais intracelulares e
extracelulares coexistam em um mesmo tratamento, pois depende da temperatura
alcancada em cada regido da area total que estd sendo tratada (LEOPARD, 1975;
POGREL, 1993; BANSAL et al., 2012).

O congelamento rapido ocorre, principalmente, na regido em contato direto com
a ponta da sonda (LEOPARD,1975). Muitas vezes o congelamento mais lento ocorre
nas zonas que estdo mais distantes da fonte de congelamento, isto €, na zona fora da
bola de gelo formada no momento da aplicacdo do agente criogénico (LEOPARD,
1975; TAL, 1982)

Ha zonas onde o resfriamento pode ndo ser capaz de promover cristais nem
intracelulares nem extracelulares, ndo ocasionando 0 consequente evento de
destruicdo celular (LEOPARD, POSWILLO, 1974; HAUSAMEN, 1975). Sabe-se que
a destruicdo celular é alcangcada com as temperaturas baixas, mas a temperatura nos
tecidos néo é tao fria quanto na ponta do aparelho utilizado (EMMINGS et al., 1967).
Células localizadas na periferia do local de aplicacdo do agente criogénico congelam
mais lentamente e em menor profundidade, pois estdo relacionadas a um continuo
aguecimento proveniente de vasos sanguineos. Fator este que interfere na baixa da
temperatura do local. Quanto mais vascularizada a regido mais dificil é o
congelamento da area (LEOPARD; POSWILLO, 1974, LEOPARD, 1975).

Um fator que também contribui para a destruicdo celular € a taxa de

reaquecimento do tecido apdés ter sido congelado (GAGE et al., 2009). Isto €, o tempo
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gue o tecido leva para descongelar e se reaquecer (HAUSAMEN, 1975, POSWILLO,
1978; BANSAL et al., 2012).

Os eletrolitos, que aumentaram de concentracdo no interior da célula, no
processo de reaquecimento celular promovem uma entrada de agua, resultando em
edema e ruptura celular (LEOPARD, POSWILLO, 1974; LEOPARD, 1975; BANSAL
et al., 2012). Com o reaquecimento e o descongelamento lento dos tecidos, promove-
se um meio liquido, que € importante para que ocorram as reacdes de desnaturacéo
das proteinas (POSWILLO, 1978; BANSAL et al., 2012). Os cristais de gelo formados
em temperaturas muito baixas sao de pequeno tamanho e crescem como resultado
de sua recristalizacdo que ocorre no periodo de reaquecimento. Tornando-se de maior
tamanho, os cristais causam ruptura das organelas e membranas, levando a morte
celular (HAUSAMEN, 1975; NISHIDA et al., 2011). Estes acontecimentos explicam o
fato do reaquecimento tecidual, no processo de destruigéo celular, ser tdo importante
guanto o congelamento (EMMINGS et al., 1967; LEOPARD, 1975).

O processo de recristalizacdo e as reacdes de desnaturacdo proteica
dependem de um periodo de reaquecimento prolongado (HAUSAMEN, 1975;
BANSAL et al., 2012). Caso o descongelamento ocorra rapidamente, os pequenos
cristais irdo apenas derreter, logo ndo havera dano mecénico a célula. Portanto, pode-
se dizer que o descongelamento lento causa maior dano celular que o
descongelamento rapido (EMMINGS et al., 1967; LEOPARD, 1975; GAGE et al.,
2009; NISHIDA et al., 2011; BANSAL et al., 2012).

A repeticdo de ciclos produz mais destruicdo tecidual, pois as células sao
submetidas as adicionais mudancas deletérias ao passar novamente por condi¢cdes
térmicas danosas. Em cada ciclo sucessivo, o resfriamento tecidual € mais rapido e o
volume de tecido congelado é maior. A ruptura dos elementos celulares e membranas,
no primeiro ciclo de congelamento/aquecimento, pode ser o responsavel por um
evidente aumento na condutividade térmica tecidual no segundo ciclo. Desta forma,
ciclos sucessivos aumentam a necrose tecidual resultante (EMMINGS et al., 1967,
GAGE; BAUST, 1998; BANSAL et al., 2012).

Definiu-se, entdo, que um rapido congelamento, seguido de um reaquecimento
lento, sendo em média o dobro do tempo do congelamento, é o mais desejado, e que,
repetidos ciclos de congelamento/reaquecimento sé&o o ideal para destruicéo tecidual
(EMMINGS et al., 1967, LEOPARD, POSWILLO, 1974; HAUSAMEN, 1975; TAL,
1982; BANSAL et al., 2012).
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Além dos efeitos celulares imediatos ao congelamento, importantes alteracdes
ocorrem nos vasos sanguineos circundantes (BANSAL et al., 2012). O aumento da
permeabilidade capilar ocasiona disturbio ou estase no fluxo sanguineo em pequenas
vénulas e arteriolas, o que ocorre nas primeiras duas horas pés-operatorias. Apos
poucas horas do congelamento formam-se microtrombos e surgem areas de infarto.
Apenas 0s vasos arteriais calibrosos permanecem funcionais, e, mesmo estes,
apresentam um aumento na sua permeabilidade. Estas alteracdes vasculares
aumentam o poder destrutivo e provavelmente contribuem para um maior volume de
necrose tecidual (EMMINGS et al., 1967; LEOPARD, POSWILLO, 1974; HAUSAMEN,
1975; GAGE; BAUST, 1998; BANSAL et al., 2012).

A temperatura do tecido é um fator chave para a criolesdo. A maioria dos
tecidos vitais congelam a uma temperatura proxima a -2,2°C. Contudo, para que
ocorra a morte celular a temperatura deve estar abaixo de -20°C (LEOPARD, 1975;
TAL, 1982; GAGE et al., 2009).

Entretanto, em lesdes tumorais, tem-se sugerido varios intervalos de
temperatura para se atingir a completa destruicdo celular. Os intervalos citados séo
de -20 a -30°C, de -40 a -50°C e de -60°C. A razado desta diferenca reside nas
diferentes células e tecidos envolvidos, assim como nas condi¢fes experimentais. As
células cancerosas sdo mais resistentes e necessitam de ciclos repetidos de
congelamento e descongelamento. Uma viséo razoavel € que as células congeladas
a temperatura menor que -40°C sao susceptiveis ao dano celular direto e a estase
vascular terd um efeito destrutivo mais amplo (GAGE et al., 2009).

A temperatura alcancada no tecido € influenciada por diversas variaveis como
natureza e tamanho da leséo e vascularizacéo da area (GAGE et al., 2009; BANSAL
et al., 2012). Nao existem padrdes rigidos de tempo de congelamento, pois este varia
ndo apenas devido ao tipo de tecido ou lesdo, mas também em funcdo do aparato
utilizado, o que torna dificil a acuracidade do calculo desta temperatura e de seu efeito
destrutivo (SAKO et al., 1972; LEOPARD, 1975; TAL, 1992; BANSAL et al., 2012).

O tamanho da crioleséo depende de varios fatores. O numero de aplicacdes,
tempo de congelamento e reaquecimento dos tecidos, composicdo celular e
vascularizacéo local, profundidade do tecido a ser congelado, condutividade térmica,
osmolaridade do tecido, agente criogénico utilizado, técnica de aplicacdo e

aparelhagem utilizada, todos estes fatores influenciam na quantidade de destruicéo
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celular (LEOPARD, 1975; TAL, 1982; GONGLOFF; GAGE, 1983; WHITTAKER, 1986;
BANSAL et al., 2012).

Clinicamente, observa-se que alguns segundos apos o inicio da aplicacéo de
baixas temperaturas aos tecidos, ha a visualizacdo de seu congelamento pela
formacao de uma bola de gelo (BANSAL et al., 2012). Através da medida do tamanho
desta bola é possivel prever a quantidade de destruicdo tecidual, pela estimativa de
que dois tercos da porcao interna da bola atingirdo temperaturas letais as células
(EMMINGS et al., 1967; TAL, 1982).

A formacéao da bola de gelo e seu subsequente aquecimento sédo seguidos pela
formacao de pequena hiperemia e edema dos tecidos tratados. A necrose superficial
ocorre em 2 a 3 dias, mas a re-epitelizacdo ocorre profundamente a descamacéo. O
altimo tecido necrético descama apds 7 a 10 dias, expondo uma superficie em
retardada re-epitelizacdo, que completa sua cicatrizacdo em 20 a 30 dias
(GONGLOFF; GAGE, 1983);

2.6 Técnicas utilizadas

A aplicacdo do agente criogénico promove uma area branca, congelada, de
superficie circular, como uma bola de gelo, que cresce durante aproximadamente um
minuto, estabilizando seu tamanho em seguida. Neste momento, um equilibrio de
temperatura é alcancado. Apés a interrup¢cédo da aplicacdo do agente criogénico, a
bola de gelo comeca a se descongelar, e o tecido a se reaquecer (LEOPARD;
POSWILLO, 1974; TAL, 1982; GONGLOFF; GAGE, 1983 GAGE, 1998; SANTOS;
SANT’ANA-FILHO, 2002; BELTRAO, 2003; BORGES, 2005; FERNANDES et al.,
2010; et al., 2012; VYASARAYANI et al., 2014).

Grimmett (1961) realizou um estudo para determinar a profundidade de
destruicdo e necrose teciduais em lesGes dermatoldgicas, especialmente a verruga
vulgar, que foram congeladas. Este estudo avaliou microscopicamente a profundidade
dessas lesdes. A biopsia foi realizada de 1 até 5 dias ap0os o congelamento. Observou-
se que o nitrogénio liquido era o melhor agente criogénico para tratamento de lesdes
superficiais. Em lesdes mais profundas a incompleta remog&o ou as recorréncias eram

frequentes, mesmo aumentando-se o tempo de aplicacdo. As lesdes foram
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congeladas de 30 a 180 segundos. Em algumas lesdes, simultaneamente a aplicacao,
se exerceu pressao ao redor da lesdo com uma pin¢ca hemostética, diminuindo, assim,
a vascularizacéo da area. A profundidade maxima de necrose encontrada foi de 2 mm,
variando de 0,5 mm a 1,0 mm. Para o autor o nitrogénio liquido foi ineficaz para
destruir a porcdo mais profunda de um nevos intradérmico, com trinta segundos de
tratamento Em sua opinido o congelamento nao alcanca grande profundidade por
duas razdes: a vascularizacdo é abundante e ndo permite total congelamento, e, em
segundo, a porcéo tecidual congelada limita, por si s6, a propagacdo da temperatura,
anélogo ao fendbmeno dos esquimos utilizarem os iglus para se protegerem do frio. A
resposta tecidual depende da técnica e de cada paciente, e ndo se ganha muito em
profundidade estendendo-se o tempo de aplicacdo. Porém, o uso de pinca
hemostética, associada a aplicacdo do nitrogénio liquido, apresentou melhores
resultados no tratamento de lesdes mais profundas, pois diminuiu a vascularizacao da
area e, assim, a fonte de aquecimento tecidual, permitindo maior congelamento. O
autor concluiu que, teoricamente, a profundidade de destruicdo tecidual alcancada é
de 2 mm e que esta ndo cresce mesmo quando aumentado o tempo de aplicacédo do
agente criogénico.

Emmings et al. (1967) relataram o uso de crioterapia em algumas lesdes
benignas da boca, como hemangioma, tumor misto em palato, hiperplasia
papilomatosa inflamatoria e hiperqueratose. Usaram o sistema fechado de aplicacéo
de nitrogénio liquido. Os pacientes relataram um minimo de dor e ndo houve
hemorragias nem complicacbes durante a cicatrizacdo. Para a hiperplasia
papilomatosa em palato, os autores realizaram o tratamento sobrepondo-se as areas
congeladas de forma a cobrir toda a extensdo da lesdo. O tempo de duracédo do
procedimento foi de quinze minutos. Em dois dias, o tecido necrdtico estava bem
demarcado do tecido vital e, nos oito dias seguintes, ocorreu a descamacdo. A
cicatrizagdo foi completada em cinco semanas. Os autores citaram 0 uso de
crioterapia em outros dois pacientes com hiperpiasias papilomatosas inflamatérias,
com resultados semelhantes. Para os autores, a temperatura alcancada nos tecidos
depende do contato entre a sonda e o tecido e, quanto maior o tempo de
congelamento, maior a area a ser congelada. Assim, quando a leséo € extensa, maior
area congelada é alcancada com repetidas aplicagbes da sonda de modo que estas

sejam superpostas. Citam ainda que as vantagens da crioterapia, em relacdo a
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excisdo cirurgica, compreendem a auséncia de sangramento, de dor pos-operatéria e
baixo risco de infec¢ao.

Krashen, em 1970, utilizou a criocirurgia para tratamento de lesdes herpéticas
em cavidade bucal e encontrou uma diminuicdo da quantidade de virus com reducéo
das lesBes em 2 ou 3 dias, sugerindo ser esta técnica uma boa opc¢éao terapéutica para
esta patologia.

Getter e Perez (1972) trataram 12 pacientes portadores de hiperplasias
papilomatosas inflamatdrias com crioterapia pelo sistema fechado. As lesées foram
fotografadas inicialmente para posterior comparacao. A sonda foi aplicada na area da
lesdo por 45 segundos. Isto levava a formagdo de uma bola de gelo. Apds o
desaparecimento dos sinais de congelamento, outra aplicacdo era realizada,
exatamente igual a primeira. Apés duas aplicagdes no mesmo local, outra area era
escolhida e submetida ao mesmo tratamento. O procedimento foi realizado sem
nenhum tipo de anestesia. Ndo houve sangramento durante ou ap0s o tratamento.
Alguns pacientes reclamaram de pequena dor no pos-operatério, a qual foi aliviada
com analgésicos ndo opioides. A cicatrizacdo ocorreu em trés semanas. Os autores
concluiram que o uso dos criégenos nao produz qualquer dano ao 0sso subjacente.
Afirmaram ainda que a crioterapia é preferivel, pois é de facil execucao, ndo necessita
de anestesia local, apresenta minimo desconforto pés-operatorio (quando comparado
a eletrocirurgia e curetagem), auséncias de sangramentos, de contaminacfes
cruzadas, de infeccdes e de odores indesejados (comum na eletrocirurgia).

Hurt et al. (1972) estudaram a utilizacdo da criocirurgia para tratamento de
doenca periodontal. Trataram um caso de paciente com periodontite e sangramento
gengival com crioterapia. Cada area foi congelada duas vezes por 1 minuto, a uma
temperatura de -65°C, com tempo de reaquecimento de 1 minuto. Ndo houve
desconforto pés-operatoério, sangramento ou complica¢des. Clinicamente observou-
se eritema logo apés o descongelamento Em 4 dias havia ulceragéo e em 10 dias a
gengiva apresentava-se clinicamente sadia com algum edema residual. Houve
também diminui¢do da profundidade de sondagem em algumas das bolsas apos 3
meses. Bidpsias foram feitas durante todo o periodo de acompanhamento para
analise histolégica dos danos teciduais. Imediatamente apdés o congelamento, foi
observada metacromasia celular, edema e vesiculas na camada basal e hiperemia.
Aos trés dias havia ulceracdo na superficie externa, exsudato inflamatério composto

em sua maioria por neutrofilos, edema e hemorragia no tecido conjuntivo, alteracdes
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teciduais proximas a Ulceracdo e presenca de células gigantes junto a camada basal.
As alteracdes ndo apresentavam carater neoplasico. Aos quatro dias podiam-se
observar as mesmas alteracbes com mais invasdo de neutréfilos e abscesso
subepitelial. Em sete dias havia completa cobertura do tecido conjuntivo por tecido
epitelial com minimo distarbio da estrutura gengival. Em seis meses ndo havia sinais
de intervencdo criocirurgica e o epitélio apresentava-se intacto. Os autores concluiram
gue o congelamento afetou mais a parte superficial da gengiva e que a cicatrizacao
ocorreu rapidamente. As bolsas mais profundas necessitariam de congelamento mais
profundo, mas isso poderia provocar danos ao 0sso alveolar.

Sako et al. (1972) realizaram tratamento pela criocirurgia de seis pacientes com
leucoplasia em cavidade bucal situadas em lingua, mucosa jugal, palato duro, palato
mole e assoalho bucal. As lesdes variavam de discretas e Unicas a lesdes extensas,
envolvendo multiplas areas. O tempo de aplicacdo do agente criogénico variou de 30
segundos a varios minutos, dependendo da espessura da lesédo e da vascularizacdo
da area. A area de necrose foi julgada pelo tamanho da bola de gelo que se formava.
As areas adjacentes que ndo deveriam ser congeladas eram protegidas com gaze e
esponjas. O edema apareceu imediatamente apds o tratamento, aumentando nas
seguintes 24 a 48 horas. Uma descamacao da lesdo e da mucosa ao redor foi
evidenciada apoés 3 a 4 dias. A cicatrizacdo foi completa entre 10 dias a 2 semanas.
Segundo os autores a aceitabilidade da técnica pelo paciente é excelente, alguns
pacientes relataram certo desconforto para comer, porém nao foi necessario o uso de
analgésicos. Estes atribuiram algumas vantagens da criocirurgia, comparando-se com
a cirurgia convencional, como a facilidade da técnica, auséncia de dor, ndo
necessitando o uso de anestésicos, a auséncia de sangramento e a auséncia de
formacdo de uma cicatriz fibrosa. Porém, o maior ou menor alcance da bola de gelo
varia a depender da natureza da lesdo, seu aspecto fisico, suas caracteristicas
teciduais, seu tamanho e da vascularizacdo da area que se estd congelando. A
profundidade de congelamento pode ser aumentada com pressao exercida entre a
sonda e o tecido. Pode haver relutdncia em se optar pelo uso do congelamento
excessivo em lesbes benignas devido ao prolongado tempo de cicatrizagcdo, mas,
baseados em suas experiéncias, os autores preferem um congelamento excessivo
resultando em adequada descamacdo da é&rea desejada a permanéncia de

remanescentes da lesao.
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Leopard e Poswillo (1974) descreveram técnicas de aplicacdo da crioterapia
em lesBes bucais benignas com a utilizacdo de agulhas termométricas, tendo como
objetivo medir a temperatura no local e ter previsdo da area necrosada. Todavia, a
técnica preconizava o posicionamento das agulhas ao redor de toda a bola de gelo,
conectada a varios medidores, 0 que tornava a técnica dificil. Nao houve necessidade
de anestesia para a grande maioria dos casos. Para melhorar a condutividade térmica,
as lesdes foram impregnadas com um gel solivel em agua. De acordo com os autores,
a sonda deveria ser aplicada firmemente na superficie da lesdo. Para a maioria das
lesbes benignas, dois ciclos de 2 minutos de congelamento, intercalados por um
periodo de reaquecimento espontaneo, foram quase sempre suficientes para destruir
a area desejada. Porém trés ou mais ciclos seriam necessarios para lesdes malignas.
Em lesdes hiperplasicas, com grande aumento tecidual, o tempo de congelamento
também deveria ser maior que 2 minutos. Nos hemangiomas capilares da face os
melhores resultados foram alcangados com pequenos ciclos de 10 segundos, pois, 0s
ciclos de 20 segundos provocavam necrose superficial da pele. Nas leucoplasias
deveriam ser utilizados dois ciclos de dois minutos de congelamento.

Leopard (1975) utilizou a criocirurgia para o tratamento de lesées como: mas
formacbes vasculares, lesdes pigmentadas, hiperceratoses, leucoplasias,
granulomas, hiperplasias e cistos mucosos. Com uma casuistica de trezentos
pacientes, observou que o sistema aberto foi mais efetivo em lesdes espessas ou
proliferativas, onde o controle da profundidade foi secundario, e para lesées 6sseas.
O autor também relatou que os sistemas fechados ofereceram melhor controle, mas
atingem uma profundidade de congelamento menor. Um tempo rigido de
congelamento ndo poderia ser estabelecido como padrao, pois outros fatores estariam
presentes, tais como natureza, aspecto e espessura dos tecidos normais e
patologicos, bem como a variacdo da temperatura entre as sondas de aplicacgéo.
Como valores aproximados, a maioria das lesdes responderam de maneira satisfatoria
a dois ciclos de 45 a 60 segundos de congelamento. Hemangiomas cavernosos foram
tratados com ciclos maiores, de 1 minuto e 30 segundos. Ja em hemangiomas
capilares, ciclos mais curtos foram usados, uma vez que a Unica intencéo foi causar
estase sanguinea e formacao de microtrombos nos capilares. Em outro extremo, para
a destruicdo de lesBes invasivas, foram necessarios trés ciclos de congelamento e
reaquecimento, de 2 a 3 minutos cada. Nenhuma intolerancia ou resisténcia as

repeticbes do tratamento foi relatada, portanto, o tratamento pdde ser fracionado,
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promovendo, desta forma, uma necrose gradativa e minimizando os possiveis efeitos
secundarios. Os eventos clinicos pos-operatérios comegaram na primeira hora, com
edema e hiperemia local. Em 1 dia, a superficie epitelial € coberta por um coagulo
amarelado ou por uma fina crosta. A cicatrizacdo € por segunda intencéo e a re-
epitelizacé@o do local ocorre entre 2 e 3 semanas. A cicatrizagéo € inerte, provocando
minima resposta inflamatoria periférica, e infeccdo ou hemoragia sao raras.

Hausamen (1975) utilizou um tempo de congelamento de 30 segundos a 1
minuto, com uma temperatura de -90°C, no tratamento de lesdes bucais superficiais
de 66 pacientes, por um periodo de estudo de trés anos. Em tumores mais invasivos,
o tempo utilizado foi de 3 minutos, com uma temperatura da sonda de -160°C. O
autor relatou suas experiéncias em lesbes como: leucoplasias, hemangiomas,
hiperplasias e carcinomas da mucosa bucal. Observou que a area necrosada
corresponde, aproximadamente, a regido congelada. Baseado em sua experiéncia
clinica, o autor indicava o sistema aberto, tipo spray, apenas em lesdes extrabucais e
para lesfes intrabucais somente as pontas do sistema fechado.

Jarzab (1975) utilizou, em 50 pacientes, o didxido de carbono liquido, aplicado
com uma sonda de fabricagdo prépria no tratamento de hemangiomas envolvendo
face ou cavidade bucal. A aplicacdo do agente criogénico em cada paciente durou de
2 a 5 minutos, em dois ciclos. Hiperemia e edema foram observados em 24 horas, e
uma zona necroética bem delimitada péde ser vista. O periodo de cicatriza¢do ocorreu
com minima dor e sem formacéo de cicatriz, em duas a seis semanas. Segundo o
autor, a criocirurgia é uma técnica util para o tratamento de hemangiomas,
especialmente em pacientes de risco, nos quais doencas associadas, ou idade
avancada, podem contraindicar a cirurgia convencional. Nao foi necessario o uso de
anestésicos e a cicatrizacao foi excelente do ponto de vista estético.

Marciani e Trodahl (1975) relataram a possibilidade de ocorrer sequelas
estéticas e funcionais, exposicdo de 0sso alveolar, fratura patoldgica, linfadenopatia
persistente e osteorradionecrose, em areas previamente irradiadas com o uso da
criocirurgia. O atraso na cicatrizacdo e a presenca de cicatrizes extensas foram
ocorréncias comuns no estudo. Pode ocorrer uma cicatrizacdo fibrosa na regiédo
vestibulo bucal, alterando a extensdo da abertura bucal, e consequentemente,
dificultando a fala. Quando esta cicatrizagdo ocorre na lingua e na faringe, pode
prejudicar a fala e a degluticdo. A exposicdo do osso mandibular lingual pode interferir

com a substituicdo da protese total inferior. A presenca de linfadenopatia persistente
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pode ser um fator complicador em pacientes tratados de cancer oral, pela alteracao
dos linfonodos cervicais. Por estas razdes, os autores nao aconselham o
congelamento de lesdes benignas que podem ser removidas com excisdo cirargica,
seguido de sutura e cicatrizacdo por primeira intencao.

Poswillo (1978) sugeriu 0 uso de anestésicos locais contendo vasoconstritores,
no tratamento de lesdes vasculares, para reduzir o efeito competitivo do
reaquecimento proporcionado pela vascularizacdo local. Esta associacéo facilitou o
congelamento da area, promovendo uma necrose mais profunda. A maioria das
lesbes superficiais da cavidade bucal foram tratadas pressionando a sonda sobre a
leséo até a formacgéo da bola de gelo e sua permanéncia em tamanho estético por 30
segundos. Seguiu-se o0 reaquecimento por cinco minutos, em seguida a sonda foi
aplicada mais uma vez. O autor advertiu que nem todas as lesGes respondiam de
forma exatamente igual, e a experiéncia do cirurgido deveria orientar o tempo de
congelamento e descongelamento e o nimero de aplicacfes necessarias para que se
tenha total eliminacéo da leséo.

Gage (1978) avaliou a temperatura para destruicdo tecidual, em mucosa
palatina de cdes. O congelamento foi realizado com um aparelho contendo nitrogénio
liguido, como agente criogénico, e sua aplicacao foi realizada através de uma sonda.
A temperatura da sonda foi alterada em -40°C, -80°C, -120°C e -160°C. A temperatura
alcancada no local, durante o congelamento, foi medida por trés agulhas, ligadas a
um aparelho tipo termémetro, colocadas em pontos diferentes. O congelamento
promoveu uma area branca, congelada, de superficie circular, como uma bola de gelo,
gue cresceu aproximadamente durante 1 minuto, estabilizando seu tamanho logo em
seguida. Neste momento, um equilibrio de temperatura foi alcancado entre a sonda e
o tecido. Foi observado que quanto maior o tempo de contato da sonda e mais baixa
a sua temperatura, maior a zona congelada e mais baixa a temperatura atingida nos
tecidos. Um grande namero de diferentes temperaturas foi encontrado em condi¢des
equivalentes. As variacfes foram atribuidas ao maior ou menor contado da agulha
inserida no tecido, ao deslocamento da agulha, como também as diferencas de
temperaturas nas diversas areas da mucosa palatina. Concluiu-se que a temperatura
para destruicdo tecidual deveria ser menor que -50°C. A extensdo da lesao
correspondeu, aproximadamente, a area congelada. Verificou-se que ciclos duplos
causaram maior dano ao tecido. Sequelas apOs a cicatrizacdo dependeram da

severidade da destruicdo tecidual. Areas menores de necrose foram acompanhadas
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de reacao inflamatéria que desapareceram em poucas semanas, enquanto areas de
destruicdo moderadas apresentaram regeneracdo em 1 a 2 meses.

Reade (1979) afirmou que apés a estabilidade alcancada pela bola de gelo,
deve-se manter a sonda por mais 2 minutos e depois deixar o reaguecimento da lesdo
ocorrer de forma espontanea. Pode haver dificuldade em se julgar a extenséo da area
necrosada, e em alguns casos, o tecido patoldégico pode permanecer e resultar em
recidiva da lesdo. Recomenda-se, entéo, realizar o congelamento de uma area maior
do que a lesédo, englobando as margens de tecido saudavel. Outro problema seria o
volume da leséo, que poderia ser maior do que a capacidade de congelamento da
sonda. Nestes casos de lesdes extensas, poder-se-ia repetir o procedimento quantas
vezes fossem necessérias. Para o autor, o sistema aberto € de dificil controle em seu
uso, produz um congelamento maior e mais profundo da area, sendo mais indicado
para lesbes proliferativas espessas ou lesdes invasivas do 0sso. O sistema fechado
possibilita uma utilizacdo mais precisa, sendo utilizado para lesbes menores. O
nitrogénio liquido, embebido em algodao, poderia ser usado para tratamento de lesdes
superficiais da mucosa bucal. O edema, devido ao acumulo de exsudato, € comum
apos a criocirurgia, porém se resolve em poucos dias. No entanto, em procedimentos
em base posterior de lingua e em orofaringe, o paciente deve ser submetido a
internacdo hospitalar para observagédo por no minimo dois dias. A dor pds-operatoria
guase nao existe, e se houver pode ser solucionada com analgésicos. Para o autor, a
criocirurgia € um método de tratamento adicional e vantajoso, que pode ser escolhido
como alternativa nos casos em que a cirurgia convencional esta contraindicada.

Gongloff et al. (1980) observaram os efeitos da crioterapia em 24 pacientes,
sendo 15 portadores de carcinoma in situ e 9 com hiperpasia pseudoepiteliomatosa.
Foram utilizados os sistemas aberto (spray) e fechado (sonda). Na técnica com spray,
o nitrogénio liquido foi aplicado sobre toda a leséo, promovendo o congelamento por
inteiro. Quando se utilizou a sonda, esta deveria corresponder aproximadamente ao
tamanho da lesdo, sendo pressionada sobre sua superficie, promovendo o
congelamento. Com as duas técnicas, o congelamento deveria ser realizado até que
a lesdo e uma margem de tecido sadio fossem congelados, para garantir que toda a
lesdo fosse destruida. Em alguns tipos de lesdes, foi necessario 1 minuto ou mais
para que ocorresse o congelamento completo da area desejada. O spray foi utilizado
em lesdes extensas, superficiais e em superficies irregulares, e a sonda em lesdes

pequenas, planas e com tamanho aproximado ao da sonda. O sistema fechado
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apresentou vantagens sobre o aberto em lesdes na regiao posterior da cavidade bucal
e na orofaringe. A experiéncia clinica dos autores demonstrou que a criocirurgia,
guando executada com a técnica adequada, pode apresentar resultados satisfatérios
no tratamento das lesGes benignas da cavidade bucal.

Tal et al. (1982) utilizaram a crioterapia como tratamento de uma extensa lesao
leucoplasica, em mucosa jugal e vestibulo bucal superior. Uma sonda capaz de atingir
a temperatura de -70°C foi utilizada com aplicacdes seriadas, comecando por uma
pequena area e estendendo-se sequencialmente. O tratamento durou 10 semanas,
resultando num total de sete aplicacdes, com dois ciclos de 2 minutos de
congelamento e intercalados por 1 minuto de reaquecimento. Observaram
clinicamente a aparicdo de eritema 5 minutos apos 0 congelamento que permaneceu
por 3 horas. Nao foi observado edema. Nas 24 horas seguintes, o edema local se
desenvolveu e, em 3 dias, havia necrose superficial. Apds 1 semana a area amarelada
de necrose descamou, deixando uma superficie granulomatosa limpa e parcialmente
coberta por epitélio. A completa cicatrizacdo demorou de 3 a 4 semanas sem
sintomatologia dolorosa e com uma regeneracéo livre de cicatriz, apresentando um
tecido normal mole e flexivel. Apds a cicatrizacdo, nao foram encontradas diferencas
na sensibilidade dolorosa, tatil ou na percepcao da temperatura na area operada. Trés
meses apos o inicio do tratamento, parte da regido tratada e uma pequena area
ceratinizada, adjacente a primeira area que foi submetida a crioterapia, foram
removidas cirurgicamente e preparadas para analise histolégica. Os autores
concluiram que a criocirurgia € uma boa opcdo para tratamento de lesdes
ceratinizadas extensas da mucosa bucal, pois um epitélio ceratotico e com displasia
e totalmente sem glicogénio foi substituido por um epitélio normal e ndo ceratinizado
ou paraceratinizado com distribuicdo normal de glicogénio. Outros métodos de
tratamento poderiam necessitar de enxerto e a fibrose cicatricial poderia causar perda
de funcéo.

Gongloff e Gage (1983) trataram 14 casos de lesdes variadas na cavidade
bucal usando ambos os sistemas, aberto ou fechado, de aplicacdo criogénica. As
lesdes incluiam mucoceles, hemangiomas, hiperplasias, leucoplasias e carcinoma in
situ. Os pesquisadores utilizaram diversos protocolos de criocirurgia, no entanto
respeitaram o0s principios de rapido congelamento seguido de um periodo de
reaquecimento da area. O protocolo de aplicagédo variava de acordo com o tamanho,

localizac&o e tipo de lesdo a ser tratada, sendo a sonda usada para lesées menores
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qgue 1 cm e o spray para lesBes maiores que 1 cm . O tempo total de tratamento durou
12 minutos, em média. Clinicamente foi observado que hiperemia e edema moderados
surgiam logo apos a criocirurgia. A necrose superficial geralmente aparecia entre 2 e
3 dias pos-operatorios com processo de re-epitelizacédo logo abaixo desta camada. O
tecido necrosado esfoliava entre 7 e 10 dias, expondo a superficie de reparo, que
cicatrizava completamente entre 20 e 30 dias. O tecido cicatricial era mole e flexivel
com aparéncia lisa e palida. Nenhuma perda funcional foi observada. Todos os casos
foram acompanhados por trés anos sem recorréncia da leséo tratada. O tratamento
foi livre de complicagcdbes como dor, hemorragia, infeccdo, danos as estruturas
adjacentes e formacao de cicatrizes. Os autores concluiram que os dois modelos de
aplicacao do crioterapico podem ser Uteis para o tratamento das lesdes orais, a sonda
€ melhor para lesdes de dificil acesso na cavidade bucal e orofaringe bem como para
lesBes pequenas e o spray esta mais indicado para areas onde a visualizacdo direta
€ possivel e para lesdes difusas superficialmente. Os autores observaram que,
durante a utilizacdo do spray, deveriam ser tomados cuidados com as areas
adjacentes ao local de aplicacdo para que ndo ocorra um congelamento iatrogénico
destas.

Para Poswillo (1986), pelo fato da criocirurgia ndo apresentar acuracidade da
guantidade de tecido que se necrosa, seu uso deve ser reservado como segunda
opcao, e ndo como substituto do tratamento convencional, para as lesdes que a
excisdo ndo € a melhor escolha, como por exemplo: lesGes vasculares, leucoplasias
extensas, lesdes associadas a agentes virais e cistos glandulares. Ainda segundo 0
autor, as lesdes hiperplasicas podem ser tratadas com criocirurgia, porém a excisao
cirirgica também apresenta bons resultados. Além disso, quando esta lesédo é
extensa, o tratamento com criocirurgia € mais demorado, pois necessita de mais ciclos
de aplicacdes e a ferida cicatriza por segunda intencdo. Esta técnica deve ser
reservada para pacientes de alto risco, pacientes idosos, pacientes com problemas
de coagulopatia e que ndo podem ser submetidos a cirurgia convencional.

Tal e Gorsky (1987) fizeram uso da criocirurgia, através de sonda, para o
tratamento de varizes bucais. A principio, pretendiam realizar apenas um ciclo de
congelamento com duracdo de 30 segundos Entretanto, observaram que para
envolver toda a lesdo seria necessario sobrepor areas, e algumas regibes foram

congeladas por duas vezes. Os autores consideram a técnica simples, com minimo
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desconforto ao paciente. Durante dois anos de proservagdo, as varizes nao
recidivaram.

Tal et al. (1987), baseados em casuisticas descritas na literatura e em suas
experiéncias em tratamento de lesdes superficiais, resolveram testar a criocirurgia
para despigmentacéo gengival, utilizando o 6xido nitroso (-81°C). O agente criogénico
foi aplicado primeiramente numa pequena area de 5 x 5 mm, obtendo-se bom
resultado. O tratamento foi realizado por quadrantes, realizando o congelamento da
gengiva com sonda, pelo tempo de 10 segundos, seguido de 1 minuto de
reaquecimento e mais um ciclo de congelamento. A necrose superficial tornou-se
aparente em 1 semana e a re-epitelizacdo ocorreu em 2 semanas. Apos 4 semanas a
epitelializacdo estava completa. O acompanhamento clinico de 20 meses demonstrou
gue a pigmentacdo ndo retornou na area tratada. Os autores afirmaram que a ideia
surgiu quando, tratando lesdes em mucosa bucal de negros, acidentalmente afetou a
gengiva e uma area de despigmentacao foi observada. Concluiram que a criocirurgia,
aplicadas por curto periodo, poderia destruir o epitélio oral sem causar danos
significativos na lamina prépria subjacente. Defenderam que a criocirurgia deveria ser
o tratamento de escolha para despigmentagao gengival.

Li (1991) tratou 50 casos de carcinoma de lingua. Pacientes com tumor maior
que 2 cm de profundidade ou linfonodos com metéstase foram excluidos. Todos os
pacientes foram tratados pela primeira vez. A sonda foi aplicada por pelo menos dois
ciclos de congelamento/reaquecimento. As margens da bola de gelo excederam as
das lesbes por 1 cm. O tempo de aplicacdo do nitrogénio liquido variou de 3 a 5
minutos de acordo com o tamanho da lesdo. Através de termdmetros inseridos na
base do tumor, a temperatura de -40°C foi atingida em toda a extenséo das lesdes
tratadas. Em trés pacientes, nos quais a aplicacéo foi realizada préximo a base da
lingua, ocorreu edema excessivo que foi resolvido com uso de corticoides, sem
necessidade de traqueostomia. Os pacientes foram acompanhados por 3 a 10 anos,
14 morreram (9 por metéstase linfatica cervical incontrolavel e 5 de recidiva da leséo).
O autor concluiu que a criocirurgia é superior aos métodos convencionais, pois esta
apresenta menos riscos cirdrgicos em razdo da rapidez de aplicacdo, pouco
desconforto pos-operatorio e cicatrizacdo excelente. Para o autor, a criocirurgia
poderia ativar a resposta imune contra o tumor, o que poderia levar ao

desaparecimento de metastases ndo diagnosticadas. Além disso, também causaria
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danos menores as estruturas anatdmicas. A desvantagem da técnica seria a
incapacidade do equipamento de atingir grandes profundidades.

Tal (1992) tratou seis casos de hemangioma em labio com criocirurgia por 6xido
nitroso (-81°C), utilizando uma sonda proporcional ao tamanho da lesdo. Estas
variavam de 4 a 9 mm e situavam-se no vermelh&o do labio superior e inferior. Foram
utilizados dois ciclos de congelamento de 40 segundos, com tempo de reaquecimento
de 1 minuto entre ambos. Nao foi necessario o uso de anestesia durante o
procedimento. Apo6s 1 hora da criocirurgia 0s pacientes apresentaram eritema e
edema no local. O tecido necrético que surgiu nos primeiros 7 dias esfoliou entre duas
e quatro semanas, sendo totalmente epitelizada. A cicatrizagdo ocorreu sem
intercorréncias, ndo deixando cicatriz. O completo desaparecimento da leséo ocorreu
em 4 casos. Duas lesbes maiores apenas reduziram em tamanho e ndo receberam
tratamento adicional.

Turjansky e Stolar (1992) trataram 158 casos de diferentes patologias na
cavidade bucal com criocirurgia. Foi utilizado o nitrogénio liquido para o tratamento de
doze angiomas, trés linfangiomas, seis granulomas piogénicos, uma mucocele, vinte
lesbes por HPV, dezesseis queilites, vinte leucoplasias, onze liquens plano, uma
estomatite nicotinica, trés hiperplasias papilares, dezenove carcinomas in situ, duas
eritroplasias, vinte e trés papilomas, vinte e um carcinomas espinocelulares, utilizando
diversos protocolos de aplicacdo do agente criogénico. O método variava de acordo
com o tipo, tamanho e profundidade da lesdo. Para os angiomas e linfangiomas
realizou-se o congelamento com sonda por 2 a 3 minutos. Para os granulomas utilizou-
se 0 spray por 20 a 30 segundos. Em mucoceles utilizou-se a sonda por 15 a 20
segundos. Nas lesdes por HPV utilizou-se o spray por 20 segundos. As queilites e
leucoplasias foram tratadas com spray por 1 a 3 minutos. Para os liquens utilizou-se
spray por 20 a 30 segundos. Em hiperplasia papilar, os autores realizaram exérese da
lesdo e congelaram a base com o uso do spray por 30 segundos. Nos casos de
carcinomas in situ, intercalou-se sonda e spray, de forma a abranger toda a lesao,
com tempo de congelamento sempre maior que 1 minuto. Para as eritroplasias
utilizou-se o spray com trés ciclos de 90 segundos cada. Para os papilomas o tempo
variou de 120 a 180 segundos, utilizando o spray. Em algumas les6es malignas foi
utilizada a radiocirurgia ou a cirurgia convencional para remoc¢ao da parte vegetante e
logo em seguida foi congelada a base destas lesbes. Os autores chegaram a

conclusdo que a criocirurgia sozinha ou conjugada com a cirurgia convencional ou
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radiofrequéncia permite a extirpacdo de lesdes benignas e malignas sem perda de
substéancia. Isso significa preservar estruturas anatbmicas. Outra vantagem foi que
nao houve dano ao tecido 0sseo ou aos dentes proximos ao local operado. Neste
estudo, a criocirurgia demonstrou ser um método valioso para tratamento de diversos
tipos de lesdo da cavidade bucal, sejam estas benignas ou malignas.

O tratamento de cistos de reten¢cdo mucoso, em labio e base de lingua, foi
relatado por Toida et al. em 1993. Dezoito pacientes foram tratados com aplicacéao
direta de nitrogénio liquido com haste de algodao sobre as lesdes. Estas variavam de
2 a 7 mm de diametro. O nitrogénio liquido foi armazenado em garrafa térmica. O
tamanho das hastes foi escolhido de acordo com o tamanho de cada lesdo. Foram
utilizados de 4 a 5 ciclos de 10 a 30 segundos de congelamento, seguidos por um
periodo de reaquecimento de duas vezes maior que o de congelamento. N&o foi
necessario o uso de anestesia. Nao houve dor pds-operatdria, hemorragia, infec¢éo
ou formacdo de cicatriz. Uma desvantagem da técnica foi que algumas partes do
tecido ndo sofreram uma necrose adequada, sendo necessario repetir algumas
aplicacoes. Os autores afirmaram que a utilizacdo das hastes de algodao foi
vantajosa, pois apresentou baixos custos, boa aceitacdo do paciente e facil adaptacéo
ao tamanho da lesdo, quando comparado as sondas.

Pogrel, em 1993, avaliou 37 pacientes com les6es 6sseas mandibulares
localmente agressivas (25 ceratocistos, 8 ameloblastomas, 2 les6es de células
gigantes e 2 mixomas), no periodo de 1983 a 1990, tratados com enucle¢ao, seguida
de crioterapia com nitrogénio liquido, utilizando spray e sonda. Ao final, verificou 3
casos de deiscéncia da ferida com exposi¢cdo 6ssea, e consequentemente sequestro
0sseo, 1 caso de recidiva de ameloblastoma com fratura patolégica, e 19 pacientes
desenvolveram parestesia no pds-operatério, mas com resolucédo epontanea. O autor
firmou que a crioterapia com nitrogénio liquido representa uma técnica singular para
a desvitalizacdo Ossea in situ, mantendo a estrutura inorganica e permitindo a
substituicdo gradativa do osso necrético por um tecido ésseo vital. Alertou também
para a dificuldade de determinar a extensdo exata da necrose tecidual.

Em 1997, Moraes e Biazolla compararam o tratamento da hiperplasia papilar
do palato com a criocirurgia, com a terapéutica mucoabrasiva, com a eletrocirurgia e
com a técnica de exérese com bisturi convencional. Para isto, foram selecionados 38
pacientes que apresentavam a lesdo, e foram divididos em quatro grupos. Os autores

concluiram que a criocirurgia € um método eficaz para o tratamento desta lesdo, sendo
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um procedimento simples, de rapida execucgdo, baixo custo operacional e 6tima
aceitacao pelos pacientes. A crioterapia foi o tratamento que menor obteve relato de
dor pOs-operatoria.

Marcushamer et al. (1997) relataram o uso da criocirurgia, com 0 nitrogénio
liguido aplicado com algodéo, para o tratamento de mucocele em criancas. Cada
leséo foi exposta de 8 a 10 aplicagBes consecutivas, com duracéo de 5 a 10 segundos,
até que toda a leséo estivesse congelada. Apés uma semana houve diminuicdo do
tamanho das mucoceles e uma nova aplicacdo foi realizada, ocorrendo o
desaparecimento das lesbes em 1 semana. Nao houve dor pds-operatoria,
sangramento ou infe¢cdo. De acordo com os autores, a criocirurgia foi uma étima opcéo
de tratamento para as mucoceles, principalmente em criancas, pois estas toleraram
bem a técnica.

Ishida e Ramos-e-Silva (1998) fizeram uso a criocirurgia tanto pela técnica do
spray como pela sonda, para diversas lesdes de boca, tais como: granuloma
piogénico, angioma, queilite actinica, ceratoacantoma, fioroma, lesées por HPV em
pacientes imunodeprimidos ou ndo, liquen plano hipertréfico, leucoplasia e
eritroplasia, carcinoma verrucoso, cisto mucoso e hiperplasia do palato, e relataram
bons resultados. Dois ou trés ciclos foram necessarios. A criocirurgia foi considerada
um procedimento seguro e de baixo custo. Corticoides poderiam ser administrados,
por via oral ou intramuscular, antes da realizacao da criocirurgia para reduzir o edema,
principalmente quando se realizam procedimentos em lingua, assoalho bucal e regiao
posterior da boca.

Lemos-Junior (1999) utilizou a criocirurgia em 37 pacientes para tratamento de
lesGes bucais como: hemangiomas, mucoceles, ranulas, hiperplasias fibrosa
inflamatoria, papilomas, leucoplasias e liquens plano. Conforme o tipo, tamanho e
forma da leséo selecionou-se a técnica de tratamento, sendo o spray empregado em
lesGes extensas e mal delimitadas, maiores que 2 cm e a sonda empregada em lesbes
menores, de até 2 cm. Em alguns casos, alternou-se entre um método e outro,
segundo julgamento clinico. A aplicagdo variou de uma Unica sessao até trés sessdes
distintas, corn intervalos de 2 semanas. Em cada sesséo utilizou-se dois a trés ciclos
de aplicacédo, procurando-se congelar toda a lesdo, com um tempo minimo de 20
segundos e um tempo maximo de 40 segundos. O resultado do tratamento com

criocirurgia variou conforme o tipo de lesdo. O autor ressaltou que as leucoplasias
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poderiam ser tratadas por este método, porém, a chance de recidiva seria alta e os
resultados imprevisiveis.

Thai e Sinclair (1999) relataram o uso da criocirurgia na dermatologia e
odontologia. Diversas lesfes de pele benignas, pré-malignas e malignas, assim como
lesbes de mucosa foram abordadas no estudo. Lesdes vasculares, doencas fibroticas,
infecciosas, por dano solar, acne, bem como alguns defeitos cosméticos sao passiveis
de tratamento pela crioterapia. O mecanismo de tratamento envolve dano do tecidual,
estase venosa e inflamacéo para destruir tecido indesejado. Os efeitos colaterais sdo
comuns, mas de curta duragédo e raramente sao graves. A hipopigmentacéo da pele
ou da mucosa pode ocorrer devido a maior sensibilidade dos melandcitos a lesao
causada pelo frio. Isso seria importante em pacientes com pele mais escura.
Temperatura minima necessaria para o dano celular é especifica para cada célula,
sendo 0s melandcitos sensiveis a temperaturas abaixo de -4°C. O equipamento
necessario é relativamente econdmico e facilmente disponivel. A técnica é simples e
reprodutivel, fazendo criocirurgia uma opcéo atraente para muitas doencas de pele
benignas.

Yeh (2000) tratou 102 lesdes bucais, como mucoceles, leucoplasias,
hemangiomas, fibromas, liquen plano erosivo e hiperplasia, utilizando hastes de
algodao embebidas com nitrogénio liquido. Foi usada anestesia tépica com xilocaina
para minimizar o desconforto e blogueio regional para lesées maiores. A haste de
algodao era mergulhada no criogeno por 1 a 2 segundos e aplicada na lesdo com
pressdo por 30 a 60 segundos, em dois ciclos. Hiperemia e edema apareceram
imediatamente apds o tratamento. O edema aumentou entre 1 e 2 dias e regrediu
entre 2 e 3 dias. As lesBes tornaram-se necroticas entre 3 e 5 dias. Neste mesmo
periodo, o reparo por granulacao se iniciou. A epitelizacdo completa ocorreu entre 1 a
4 semanas, dependendo da extenséo da lesdo. Nao houve complicacdes durante o
tratamento, nem hemorragia ou infeccdo. Em lesdes remanescentes o tratamento foi
repetido com uma semana de intervalo até nao reincidirem mais. A quantidade de
colageno na cicatriz foi menor do que quando se usa o bisturi frio ou elétrico. A técnica
envolve baixo custo, ja que o nitrogénio liquido tem preco baixo. Além disso, néo
necessita sutura, N4o apresenta sangramento e Nao necessita anestesia na maioria
dos casos. O autor também aplicou o nitrogénio liquido para tratamento de méaculas
melanoticas em 15 pacientes. As aplicagdes tiveram duracdo de 10 a 15 segundos.

As maculas desapareceram em uma semana. A criocirurgia apresentou resultados
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excelentes. Ainda ha falta de precisdo no procedimento, podendo haver dificuldade
em se julgar a &rea final de necrose, porém o método pode ser repetido, quando
necessario.

Ahmed et al. (2001) realizaram um estudo comparativo entre a aplicacdo de
nitrogénio liquido com haste de algoddo e com spray, no tratamento de verrugas de
pés e maos. Trezentos pacientes foram submetidos a este estudo e acompanhados
por um periodo de 6 meses. Os autores concluiram que o nitrogénio liquido, no
tratamento de verrugas vulgar, foi eficaz, tanto na aplicacdo com spray como na
aplicagdo com haste de algodéo.

Cerqueira e Sant’ana-Filho (2001) lancaram mé&o da crioterapia com nitrogénio
liquido aplicado com spray, para o tratamento de mixoma odontogénico localizado na
mandibula, apos curetagem da lesdo. Foi utilizado gaze para protecao dos tecidos
moles adjacentes. Os autores afirmaram que a crioterapia associado a curetagem
oferece indices de recidivas muito menores, quando comparada ao tratamento
conservador isolado, e pouca ou henhuma sequela estético-funcional, se comparado
ao tratamento radical.

Em 2001, Schmidt e Pogrel realizaram um estudo, avaliando 26 pacientes com
ceratocisto odontogénico, que haviam sido submetidos a enucleagéo e crioterapia.
Vinte e dois pacientes ja tinham recebido tratamento prévio através de enucleacao
isoladamente. Apos a enucleacao da lesédo, os tecidos circundantes foram protegidos
com afastadores metélicos e gaze e, a cavidade cirargica foi borrifada com nitrogénio
liguido em dois ciclos de 1 minuto, com intervalo de 5 minutos para reaquecimento
espontaneo. Onze pacientes receberam enxerto 6sseo autdégeno de crista iliaca no
mesmo tempo cirdrgico. Vinte e trés pacientes nao apresentaram evidéncia clinica ou
radiogréafica de recidiva. A complicacdo mais comum foi a deiscéncia da ferida. Um
paciente apresentou fratura patolégica da mandibula no pés-operatério de seis
semanas e trés pacientes apresentaram recorréncia das lesdes. Os autores
reforcaram que a principal vantagem da técnica de crioterapia com o nitrogénio liquido
€ a manutencgdo da arquitetura 6ssea, o facilita a neoformacao 6ssea. Afirmaram ainda
que os resultados deste estudo, empregando a criocirurgia, foram bastante
encorajadores.

Santos e Sant’ana-Filho, em 2002, testaram diferentes protocolos de aplicacao
de nitrogénio liqguido em mucosa dorsal da lingua de ratos. Foram realizadas duas

aplicagbes de 20 segundos, com intervalo de 5 minutos entre elas, usando os sistemas
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fechado (sonda) e aberto (spray e haste de algodao). Os animais foram sacrificados
seis horas apdés a criocirurgia e as amostras puderam ser analisadas
histologicamente. Ap0s 0 experimento, 0s autores concluiram que a aplicacdo do
agente criogénico em spray nao deveria ser utilizada na cavidade bucal por falta de
previsibilidade na extensao do dano, além disso, provocou edema pronunciado e de
dificil controle. A técnica por sonda foi mais segura, pois apresentou menor extensao
do dano causado e provocou menor edema. Os autores ndo recomendam o uso da
crioterapia na regido posterior da cavidade bucal. A aplicacdo do nitrogénio liquido
com haste de algod&o foram mais brandas, sem alteracdo da forma anatomica da
lingua e com dano tecidual limitado ao local de aplicacdo. Porém o grande numero de
aplicacoes, as quais, muitas vezes, o paciente deve ser submetido pode nao trazer
vantagens em relacéo a outros tipos de terapia.

Beltrdo (2003) analisou clinicamente os efeitos do nitrogénio liquido aplicado
com hastes de algodao em labios e palatos de coelhos. Realizou-se a aplicacéo de
nitrogénio liquido com o sistema aberto através de dois ciclos de 1 minuto cada. Entre
os ciclos de congelamento, esperou-se um periodo de 5 minutos para que houvesse
um reaquecimento do local tratado. Utilizou-se 20 coelhos machos que foram divididos
em grupo Labio e grupo Palato de acordo com o local de criocirurgia. Os locais de
aplicacao tiveram sua espessura medida antes da criocirurgia e as bolas de gelo inicial
e final também tiveram seus diametros aferidos. As lesbes provocadas pelo frio foram
acompanhadas até o seu reparo final nos seguintes periodos de observacéao: 1, 2, 3,
5, 7, 10 e 14 dias. Em cada periodo, foi medida a espessura do local tratado e o
comprimento da lesdo nos sentidos antero-posterior e transversal. Também foram
tiradas fotografias digitais para determinar quais manifestacdes clinicas ocorreram
durante o reparo. Os resultados obtidos revelaram que nao ha diferenca entre as bolas
de gelo inicial e final entre os locais de aplicacdo; contudo, em L&bio a maior bola é a
inicial e, em Palato, a final. No Labio, a lesdo aumenta no segundo dia e depois diminui
até chegar ao tamanho encontrado no primeiro dia. No grupo Palato, a lesdo aumenta
no primeiro dia e diminui atingindo um tamanho menor do que o obtido inicialmente.
Em relacéo a espessura do local de aplicagdo, em Labio ha um aumento significativo
entre os dias 1 e 5, com o pico no segundo dia. Em Palato ha um aumento somente
no primeiro dia. Na analise das varidveis qualitativas verificou-se que o edema
comporta-se de maneira semelhante a espessura em ambos 0s grupos. Equimose e

hiperemia ocorrem nos primeiros dias. A necrose aparece no dia 1 e o reparo tecidual
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ocorre no dia 14. Concluiu-se que: o protocolo utilizado produz necrose tecidual; é
possivel controlar o tamanho da bola de gelo do dano tecidual e do edema; a extenséo
do dano tecidual depende do local de aplicacédo; o padréo de destruicdo tecidual € o
mesmo e a cicatrizacdo ocorre em 14 dias.

Silva (2003) realizou um estudo em coelhos, utilizando 15 animais, em cujas
mandibulas direitas foram confeccionados defeitos 6sseos, que foram protegidos com
gazes ao redor. Posteriormente foram submetidos a aplicacdo de nitrogénio liquido
em dois ciclos de 10 segundos cada, com intervalo de 2,5 minutos, enquanto 0s
defeitos contralaterais serviam como controle. Os animais foram sacrificados em 2, 15
e 60 dias de pds-operatdrio para avaliagdo. Concluiu que o congelamento ndo ocorreu
de forma homogénea e, que a aplicacdo de nitrogénio liquido nao interferiu com a
cronologia e processo de regeneracao do tecido 6sseo, mostrando-se efetivo quanto
a necrose das paredes 6sseas. Observou ainda que a penetracao do congelamento,
em relacao as paredes 6sseas do defeito cirtrgico foi de aproximadamente 2,5 mm.

Em 2004, Scortegagna e Sant’ana-Filho, avaliaram o grau de reparacdo 0ssea
em defeitos cirdrgicos produzidos em mandibula de coelhos, submetidos a aplicacédo
de nitrogénio liquido e subsequente insercéo de enxerto 6sseo autdgeno. Trés grupos
de 5 animais foram avaliados nos periodos de 2, 15 e 60 dias de pés-operatorio. Os
defeitos da hemimandibula direita foram tratados com nitrogénio liquido, seguindo um
protocolo de 2 ciclos de 10 segundos, com um intervalo de 2,5 minutos. Apés a
crioterapia, o defeito 6sseo serviu como leito receptor para o0 enxerto proveniente da
hemimandibula contralateral. Os defeitos 6sseos das hemimandibulas do lado
esquerdo ndo foram submetidos a crioterapia, no entanto, receberam enxerto
proveniente do lado direito e utilizados como controle. Concluiram que o nitrogénio
liquido provocou necrose 6ssea e atrasou 0 processo de raparo 0sseo, porém isso
nao acarretou prejuizos na sequéncia deste processo ao longo do tempo, sendo
indicado o emprego de enxertos 6sseos em leitos cirdrgicos previamente tratados com
nitrogénio liquido.

Borges (2005) avaliou o uso da crioterapia no tratamento da hiperplasia bucal
associada ao uso de proéteses. Avaliou também a dor trans e pés-operatéria durante
o tratamento, bem como aos tempos de duracdo das criocirurgias. Doze pacientes
foram selecionados e submetidos a crioterapia com nitrogénio liquido, pelo sistema
fechado, utilizando dois ciclos de 60 segundos, com um intervalo de trés minutos para

reaquecimento. Dos doze pacientes tratados, seis apresentaram resolucéo da leséao
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(sucesso), trés pacientes néo apresentaram diminuicdo em seu tamanho (insucesso)
e trés pacientes ndo compareceram aos retornos, nao podendo ser enquadrados na
amostra. Concluiram que a crioterapia € um meétodo eficiente para o tratamento de
lesBes hiperplasicas bucais pediculadas com até 12 mm de comprimento, porém nao
apresentou bons resultados em hiperplasias bucais sésseis com mais de 9 mm.
Considerou o procedimento rapido, indolor, tanto no trans como no pds-operatorio.

Shirani (2008) relatou a aplicacdo do nitrogénio liquido no tratamento de lesdes
labiais nodulares da sindrome da lipoiodoproteinase, doenca metabdlica hereditaria
caracterizada pela deposi¢cdo de um material hialino amorfo (glicoproteina) na derme
e no tecido conjuntivo submucoso. O diagndstico foi confirmado por biépsia incisional,
porém nao foi possivel realizar a sutura devido a consisténcia rigida da mucosa. O
procedimento para remodelacédo do labio foi realizado com anestesia local. Os nédulos
do labio superior foram tratados pela aplicacdo do cribgeno a uma temperatura -63°C
por 1 minuto, em duas etapas, sendo que em cada uma destas tratou-se uma metade
do labio. Para o controle da dor o paciente foi medicado com anti-inflamatério néo
esteroidal. Foi relatado dor por 1 semana e a cicatrizacdo completou-se com 30 dias.
Apés o tratamento o aspecto do labio era mais suave e estética melhor. Em um ano
de acompanhamento nenhum nodulo novo foi formado, entretanto surgiram algumas
fissuras no labio. A aparéncia do labio melhorou e a paciente ficou satisfeita com o
resultado. Concluiu-se que a criocirurgia ofereceu vantagens sobre a cirurgia
convencional, pois esta eliminou a necessidade de sutura na mucosa rigida da
paciente e ndo apresentou sangramentos nos pos-operatoérios. Além disso, melhorou
a estética, a funcao e a autoestima da paciente.

Prasad et al. (2009) realizaram um estudo clinico retrospectivo de leucoplasias
e mucoceles tratadas com nitrogénio liquido. Quarenta pacientes foram selecionados
para o estudo. Vinte pacientes com leucoplasia e vinte com mucocele.
Os autores descreveram uma técnica simples e econdmica de crioterapia, utilizando
copos descartaveis de plastico, hastes de algodédo e nitrogénio liquido. Foi utilizado
anestésico topico em gel para minimizar o desconforto. Os tecidos vizinhos foram
protegidos com gaze para evitar traumas desnecessarios. A técnica consistia em
mergulhar a haste de algod&o no nitrogénio liquido de 1-2 segundos, aplicando-o
sobre a lesdo, com pequena pressao, durante 10 a 30 segundos por ciclo, seguido
por um periodo de descongelamento com o dobro do tempo de congelamento.

Segundo os autores, o tempo de congelamento/descongelamento depende do volume
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e profundidade da lesé&o, bem como da experiéncia do cirurgido. Todo grupo com
mucocele foi curado sem qualquer complicacdo ou recorréncia, mas cinco pacientes
com leucoplasia apresentaram recidiva. A causa deste insucesso foi atribuida aos
habitos do paciente. Concluiram que a técnica descrita de crioterapia é promissora e
tem bons resultados, apresentando vantagens sobre as técnicas convencionais de
tratamento.

Bublitz et al. (2010) avaliaram a resposta do tratamento crioterapico, em lesées
hiperplasicas da cavidade bucal (fiboromas e hiperplasias fibrosas) em 118 pacientes.
Foi utilizado o nitrogénio liquido, armazenado em garrafa térmica adiabatica, sob o
sistema aberto. O protocolo de congelamento foi: primeiro ciclo com 10 cotonetes
previamente embebido no criégeno, aplicados por 2 segundos na lesdo, com intervalo
de 5 minutos para reaquecimento tecidual; segundo ciclo, idéntico ao primeiro. Nao
foi constatado nenhum caso de infeccdo. Também néo foi administrada nenhuma
medicacgdo topica ou sistémica para prevenir infeccdo. Vinte lesbes nao obtiveram
sucesso (11 eram hiperplasias fibrosas inflamatérias, 8 fiboromas e 1 verruga vulgar).
A maioria dessas lesdes eram maiores que 8 mm. Os autores relataram que a possivel
causa do insucesso foi 0 congelamento incompleto das lesGes pelo uso de cotonetes,
pois estes ndo englobam lesdes maiores que 8 mm, sendo necessario aplicar em mais
de um ponto. O numero de sessofes utilizadas no tratamento das lesGes dependeu
basicamente do seu tamanho. As lesbes de até 10 mm obtiveram sucesso no
tratamento com apenas uma sessdo, enquanto que as lesdes maiores requereram
maior numero de aplicacdes. Concluiram que crioterapia causa dor leve; promove a
cura de lesBes bucais sem causar defeitos estéticos ou cicatrizes; é eficaz no
tratamento de lesBes bucais de tecidos moles; e também evita as complicacdes da
cirurgia convencional. O processo de reparo das feridas tratadas pela aplicacdo da
crioterapia ocorreu, na maioria destas, aos 21 dias pés-operatorios.

Costa et al. (2010) revisaram 103 casos de lesbes Osseas tratadas
complementarmente pela criocirurgia e discutiram seus principais aspectos histoéricos,
moleculares e terapéuticos. Os autores concluiram que a criocirurgia € uma
terapéutica valiosa, muitas vezes efetiva, para a abordagem de lesdes agressivas dos
maxilares, cujo tratamento radical, na maioria dos casos, traz danos estéticos e
funcionais ao paciente. Apesar de existirem diversos trabalhos inferindo sobre a
utilizacdo de técnicas criocirdrgicas para o tratamento dessas patologias, faltam

subsidios na literatura que indiguem protocolos especificos e padronizados,
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principalmente quanto ao numero de ciclos de congelamento, tempo de aplicacao e
periodo de degelo.

Mendonca et al. (2011) relataram um caso clinico de um paciente do género
masculino, de 39 anos de idade, que foi acometido por um ameloblastoma em maxila
esquerda com invasao do seio maxilar. O tratamento instituido foi a hemimaxilectomia
esquerda associada a crioterapia com gas refrigerante tetrafluoretano em spray, com
intuito de preservar a fiboromucosa palatina e diminuir a recidiva e/ou as sequelas da
remocao cirdrgica do tumor. A crioterapia foi realizada com gas refrigerante
(tetrafluoretano) a -50°C, por meio de trés aplicacdes de 10 segundos cada, com
intervalo de cinco minutos para reaquecimento dos tecidos. A fiboromucosa palatina
pdde ser preservada. Esta cicatrizou bem e sem a presenca de fistulas ou fibrose
excessiva. A mucosa apresentou-se integra e normocorada no acompanhamento de
18 meses de pds-operatério. No periodo de acompanhamento, o paciente encontrava-
se bem e satisfeito com o resultado estético-funcional. A tomografia computadorizada
de controle demonstrou ndo haver indicios de recidiva da leséo.

Para Bansal et al. (2012), a mucosa oral apresenta temperatura, umidade e
consisténcia ideais para o uso da técnica da crioterapia. Os autores descreveram
diversos protocolos de criocirurgia com nitrogénio liquido, baseado no tipo de leséo
oral. As leucoplasias respondem bem a 2 ciclos de congelamento de 45-60 segundos
e descongelamento também de 45-60 segundos. Os hemangiomas cavernosos
grandes e os carcinomas de células basais respondem bem a 2 ciclos de um minuto
e meio e o0 mesmo tempo de descongelamento. Tecidos neoplasicos invasivos
requerem 3 ciclos de congelamento de 2,5 minutos e descongelamento de 3 minutos.
Os autores concluiram que a criocirurgia é uma técnica muito segura, de facil
execucao e relativamente barata para o tratamento ambulatorial de varias lesées orais
benignas e malignas.

Kumar et al. (2012) relataram o uso da criocirurgia, pela técnica de spray, para
o tratamento das pigmentacfes melanicas da gengiva. Os autores relataram o uso do
gas refrigerante tetrafluoretano como alternativa ao uso do nitrogénio liquido.
Recomendaram que a distancia da ponta do spray ao tecido gengival fosse de
aproximadamente 1 cm. Descreveram também o processo de congelamento no tecido
gengival. Uma bola sélida de gelo é formada no congelamento. O descongelamento
ocorre de 15 a 20 s. Este comeca da periferia para o centro da bola de gelo. Com 12

horas, um fluido branco cheio de bolhas elevadas aparece. As bolhas aumentam apos
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24 horas. O teto da bolha é formado por uma membrana branca, delineada por um
halo vermelhado. Em 48 horas, a cdpsula é rompida, expondo uma superficie lisa
subjacente. Concluiram que a melhor técnica para tratamento das pigmentacdes foi a
criocirurgia, pois esta apresenta resultados mais duradouros e menor indice de
complicagodes.

Ribeiro et al. (2012) apresentaram uma série de casos de leucoplasias
gengivais tratadas com spray de nitrogénio liquido. Foi realizada uma bidpsia
incisional para confirmar o diagnostico. Foram utilizados dois ciclos de congelamento
de 10 segundos, com intervalo de 30-60 segundos para descongelamento
espontaneo. Lesfes maiores que 10 mm receberam duas ou mais sessbes de
tratamento, realizadas ap6s um més da ultima sesséo. Utilizou-se anestesia local no
procedimento. Os autores nédo relataram complicacdes com sangramento, perda de
tecido, formacéo de cicatrizes, ou infecgdo. Além disso, a dor néo foi percebida pelos
pacientes. Trés pacientes apresentaram edema discreto dentro de 24 horas apés o
tratamento. Recidivas ndo foram observadas. Concluiram que quando a leucoplasia
envolver a gengiva, o tratamento de escolha deveria ser a crioterapia, e que esta
técnica poderia ser utilizada no tratamento de outras alteracdes gengivais.

Singh et al. (2012) compararam os resultados da despigmentacdao gengival
utilizando a crioterapia com spray de tetrafluoretano e o laser de diodo. Dez pacientes
em cada grupo foram acompanhados por 3, 6, 12 e 18 meses. Foi realizada apenas
anestesia topica para minimizar o desconforto do congelamento. Cada éarea foi
congelada continuamente por 30 a 40 segundo. Ap6s 30 minutos o tecido tratado ficou
vermelho e com 1 dia a necrose foi evidente. N&o ocorreu sangramento, e uma dor
leve foi relatada por todos pacientes. Dois pacientes apresentaram manchas de
melanina e receberam nova aplicacao do cribgeno. Em apenas 1 paciente as manchas
permaneceram. Todos pacientes ficaram satisfeitos com os resultados estéticos.
Concluiram que, no periodo avaliado, as duas técnicas de despigmentacéo gengival
foram equivalentes e satisfatorias.

Zimmerman e Crawford (2012) relataram protocolos para diversos tipos de
lesGes de pele e mucosas. Para lesdes benignas como: acne, um ciclo de 5-15 s, uma
vez; angioma, um ciclo de 10 s, uma vez; corno cutadneo, um ciclo de 10-15 s, uma
vez; dermatofiboroma, um a dois ciclos de 20-60 s, duas vezes (bimestral); cicatriz
hipertréfica, um ciclo de 20 s, uma vez; unha encravada, um ciclo de 30 s, duas vezes

(bimestral); queloide, de um a trés ciclos de 30 s, trés vezes (bimestral); cisto mixoide,
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um ciclo de 20 s, uma vez; molusco contagioso, um ciclo de 5-10 s, duas vezes
(mensal); mucocele oral, um ciclo de 10 s, uma vez; granuloma piogénico, um ciclo de
15 s, uma vez; hiperplasia sebacea, um ciclo de 10-15 s, regime variavel; ceratose
seborreica, um a dois ciclos de 10-15 s, uma vez; marcas na pele, um ciclo de 5 s,
uma vez; lentigo solar, um ciclo de 5 s, uma vez; e verruga vulgar, um a dois ciclos de
10-60 s, trés vezes (mensal). Para as lesbes pré-malignas como: ceratose actinica,
um ciclo de 5-20 s, usualmente uma vez; doenca de Bowen, um a dois ciclos de 15-
30 s, trés vezes (mensal); ceratoacantoma, dois ciclos de 30 s, usualmente uma vez;
e lentigo maligno, duas vezes de 60 s, usualmente uma vez. Para lesdes malignas
como: carcinoma basocelular, dois a trés ciclos de 60-90 s, usualmente uma vez;
sarcoma de Kaposi, um a dois ciclos de 20-40 s, trés vezes (mensal); e carcinoma de
células escamosas, dois a trés ciclos de 60-90 s, usualmente uma vez. Os autores
citaram como vantagens da criocirurgia a facilidade de uso, os bons resultados
cosmeéticos, sendo uma técnica segura, eficaz, de baixo custo e que ndo necessita de
anestesia local.

Vyasarayani et al. 2014 relataram o uso da crioterapia para tratamento da
epulide fissurada associada a protese total superior mal adaptada. O paciente, 71
anos, apresentava-se hipertenso, diabético e fazendo uso de medicacao
anticoagulante e com historia prévia de infarto do miocéardio. A criocirurgia foi realizada
com nitrogénio liquido, com aplicacdo de dois ciclos de 1 minuto e intervalos de 5
minutos de reaquecimento espontaneo. Segundo os autores, a técnica apresentada
foi eficaz, ndo causou sangramento e apresentou boa cicatrizacdo pdos-operatoria.
Concluiram que a criocirurgia com nitrogénio liquido poderia ser utilizada com
seguranca em pacientes geriatricos debilitados e que a técnica tem como vantagem
excelente hemostasia, boa cicatrizacdo, auséncia de infeccdo e minimo edema e dor
no pos-operatdrio. Além disso, os autores afirmaram que a criocirurgia pode ser
utilizada no tratamento de outras patologias dos tecidos moles da boca, pois

apresenta multiplas vantagens.
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2.7 Alteragdes histologicas

Existem poucas publicacbes sobre as alteracdes histoldégicas nos tecidos
bucais ap6s o0 uso da criocirurgia.

Hurt et al. (1972), ap0s aplicacdo de nitrogénio liquido em hiperplasia gengival
cronica, relataram a formacéo de bolha subepitelial e hiperemia no tecido conjuntivo,
no pos-operatorio imediato. Apdés trés a quatro dias houve intenso infiltrado
inflamatoério.

Buch et al. (1979) estudaram, histologicamente, as alteracdes provocadas pelo
congelamento e observaram que logo apds a aplicacdo do agente criogénico havia a
formacéo de uma vesicula subepitelial, sem a formacao de hemorragias. As arteriolas
e vénulas apresentavam trombose com degeneracdo da musculatura de suas
paredes. Apds seis horas da realizagdo do procedimento, observou-se dano epitelial.
Em 24 horas, verificou-se o aparecimento abundante de leucdcitos e neutréfilos. No
quarto dia de pGs-operatério a necrose havia se estendido e a destruicdo dos vasos
sanguineos era evidente. Ao sexto dia a revascularizagdo estava completa,
completando a cicatrizacdo com 14 dias.

Whittaker (1980) estudou as primeiras alteracdes celulares, ap0s a criocirurgia,
em mucosa de ratos, dando énfase as células do epitélio basal e as células gigantes.
Verificou, nos primeiros 30 a 40 minutos, um aumento da atividade mitética nas células
do epitélio basal, sugerindo que a criocirurgia estimularia a divisdo celular.

Em 1984, Whittaker estudou as alteracdes celulares que ocorrem a -70°C, ap6s
aplicacao de nitrogénio liquido, por 1 minuto, em lingua de ratos. Os animais foram
mortos ap6s o procedimento e em diferentes tempos pds-operatérios. Progressivas
alteracdes nos constituintes citoplasmaticos, na estrutura da parede da membrana
celular, na lamina densa e no nucleo foram aparentes apGs o reaquecimento celular.
Houve dilatacdo de algumas sec¢des do reticulo endoplasméatico, mas a distribuicédo
dos ribossomos, a estrutura dos tonofilamentos e desmossomos e a espessura dos
espacos intercelulares aparentavam-se normais. Dois minutos apds o congelamento,
foram vistas pequenas vesiculas intracitoplasmaticas, intercaladas por uma
membrana dupla. Largos vacuolos estavam presentes e se apresentavam em
continuidade com o espaco extracelular, o que causava compressao nuclear. Os

espacos intercelulares das células basais apresentavam uma estrutura granular,
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intercalada com a membrana que estava ligada ao citoplasma da célula. Os
desmossomos estavam intactos, os tonofilamenlos apresentavam estruturas normais,
porém menos densas. Havia marcada distorcdo do ndcleo. Com 30 minutos,
observou-se dano mitocondrial. A densidade citoplasmatica estava reduzida e os
tonofilamentos arranjados de maneira esparsa. Apos 2 horas, bolhas estavam
presentes. Com 5 horas, foi observada necrose tecidual. O fluxo sanguineo retornou
logo apds o reaquecimento celular. Uma hora apds o reaquecimento ocorreu a
dilatacdo vascular. A formacdo de trombos com conseguinte estase do fluxo
sanguineo s6 aconteceu 5 horas apés o procedimento. O autor concluiu que os danos
vasculares ocorrem depois dos danos celulares.

TAL (1982) e TAL et al. (1982) estudaram histologicamente a cicatrizacao apés
os efeitos da criocirurgia, em extensa lesdo leucoplasica, em mucosa bucal, e
observaram que o epitélio que era inicialmente ortoceratinizado, com displasia média
e guase nao apresentava glicogénio, tornou-se paraceratinizado ou néo ceratinizado,
nao displasico e com distribuicdo normal de glicogénio.

Schmelzeisen et al. (1989) avaliaram os efeitos da criocirurgia e do laser de
Nd-YAG na mucosa bucal de coelhos. Os animais foram sacrificados apés 1 hora, 1
dia, 3 dias e em 1, 3, 4, e 8 semanas de pds-operatdrio para analise histoldgica das
lesdes. Apos 1 hora, a criolesdo mostrou maior edema e necrose hemorragica. Em 1
dia, a necrose criocirdrgica foi maior que a superficie da sonda, atingindo
superficialmente a camada muscular e reacédo inflamatéria aguda. Aos 3 dias, havia
um extenso infiltrado inflamatdério e a criolesdo atingiu seu didmetro méximo. Em 8
dias ndo havia mais edema em ambas lesdes e pelo frio mostrava uma cicatrizacéo
mais lenta, com uma maior proliferacdo fibroblastica. Com 3 semanas, a crileséo
apresentava-se bastante diminuida e, com 4 semanas, todas as lesdes estavam
cicatrizadas.

Pogrel et al. (1996) avaliaram histologicamente e com termografia
infravermelha les&o provocada por nitrogénio liqguido em abdémen de ratos apos trés
ciclos de congelamento de 1 minuto e um tempo de descongelamento de 2.5 minutos.
Oito animais receberam criocirurgia e foram sacrificados com uma semana apoés a
crioterapia. Os autores concluiram que a area de isotérmica -20°C, que corresponde
a zona de morte celular, ocupou 70% da area formada pela bola de gelo produzida.
Este estudo mostrou que se pode estimar, clinicamente, que 70% da area interna da

bola de gelo, em tecidos moles, finalmente sofrera necrose. Histologicamente,
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comprovou-se que a area isotérmica de -20°C corresponde a de necrose tecidual.
Observaram que a profundidade de necrose formada é semicircular e tem 50% do
diametro da bola de gelo inicial. Entretanto, a técnica seria cara para uso clinico e ndo
poderia ser facilmente usada na cavidade oral.

Kumar et al. (2013) avaliaram histologicamente os efeitos do cribgeno
tetrafluoretano na despigmentacdo gengival. Doze pacientes com pigmentagcao
melanica antiestética na gengiva foram incluidos no estudo. Oito pacientes com
indicacdo de gengivoplastia ou gengivectomia para aumento de coroa foram expostos
ao criogeno. As gengivectomias foram realizadas ap0s 8, 24, 96 horas e apdés uma
semana de aplicacédo do tetrafluoroetano. Quatro pacientes de pele clara que se
gueixavam de hiperpigmentacdo gengival antiestética sofreram despigmentacéo
gengival usando o criogeno pesquisado. Apés 96 horas da aplicacéo houve perda total
das projecdes epiteliais e o desprendimento da derme foi evidente. Uma completa re-
epitelizacdo foi observada apdés uma semana. Concluiu-se que histologicamente
tetrafluoroetano pode efetivamente destruir 0 epitélio gengival sem causar danos ao
tecido conjuntivo, e este criogeno pode ser usado com seguranca para
despigmentacao gengival.

Valente (2014) avaliou histologicamente a cicatrizagdo de lesdes cutaneas
provocadas pelo spray de nitrogénio liquido em 40 ratos Wistar, associada ou nao
com terapia tépica. Macroscopicamente, a cada dois dias, analisaram-se as medidas
das les@es e calculou-se a area e a taxa de contra¢do cicatricial das mesmas. No 28°
dia pés-operatério, procedeu-se a coleta das bidpsias para avaliacao histopatoldgica
e imuno-histoquimica, quanto a presenca de ceélulas inflamatodrias, intensidade de
deposicdo de colageno, densidade de mastécitos, proliferacdo epitelial e
angiogénese. Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que ndo se observa
diferencas estatisticas significativas entre 0s grupos pesquisados quanto a
proliferacdo epitelial, neovascularizacdo e deposicdo de colageno, nas avaliacdes
histopatoldgicas e imuno-histoquimicas aos 28 dias de pds-operatério. O autor sugeriu
a realizacédo de novos estudos com cicatrizagéo de lesbes causadas pela criocirurgia,
no que diz respeito as ferramentas que podem ser usadas com o intuito de acelerar
esse processo e melhorar a qualidade das cicatrizes. Propés ainda, a realizacao de
biépsias e analises histopatolégicas em periodos de tempo menores que 28 dias, com

a finalidade de detectar e compreender diferengas em todas as fases do processo de
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reparo de feridas causadas pelo nitrogénio liquido (queimaduras frias), desde a
promocao da crionecrose até sua queda e formacao da cicatriz.

2.8 Vantagens

A criocirurgia € uma técnica muito segura, de facil execucdo, eficaz,
conservadora e relativamente barata para o tratamento ambulatorial de varias lesdes
benignas da cavidade bucal (POGREL, 1993; SANTOS; SANT'ANA-FILHO, 2002;
BANSAL et al., 2012).

A seguranca da técnica também esta relacionada ao fato do gelo funcionar
como um isolante térmico, evitando um espalhamento dos efeitos nocivos da
criocirurgia (POGREL et al., 1996).

Em comparacdo a outras técnicas de tratamento, a criocirurgia tem como
vantagens sua facil aplicacdo, diminuicdo ou auséncia de sangramentos no trans e
pds-operatorios, ser um método relativamente indolor, ndo necessitando de anestesia,
e poder ser realizada em pacientes de risco ou com patologias sistémicas que
dificultariam o procedimento cirdrgico (EMMINGS et al., 1967; SAKO et al., 1972;
LEOPARD, 1975; POSWILLO, 1978; ISHIDA; RAMOS-E-SILVA, 1998; ZIMMERMAN;
CRAWFORD, 2012).

Baseando-se em evidéncias clinicas, Whittaker (1984) relatou que o provavel
motivo de o paciente ndo sentir dor no pés-operatorio esta ligado a perda transitoria
da capacidade de transmitir o impulso nervoso.

Uma grande vantagem da técnica de crioterapia é a possibilidade de se tratar
diversos tipos lesdes que acometem a regido maxilofacial. Dentre estas, destacam-se
as leucoplasias, hiperplasias, granulomas, mucoceles, ranulas, hemangiomas,
fiboromas, liquen plano, queilite actinica, verruga vulgar, papilomas, estomatite
nicotinica, ceroacantomas, lesées por HPV, doencas periodontais, ameloblastomas e
ceratocistos. (EMMINGS et al., 1967; LEOPARD, 1975; POSWILLO, 1986; POGREL,
1993; THAI; SINCLAIR, 1999; SCHIMDT; POGREL, 2001; COSTA et al., 2010;
MENDONCA et al., 2011; BANSAL et al., 2012; VYASARAYANI et al., 2014).

A criocirurgia oferece grande vantagem em relacéo a excisédo convencional, no

tratamento de tumores benignos e lesdes pré-cancerizaveis apresentando um menor
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sangramento no transoperatério, menor dor pds-operatdria e menor risco de infeccéo
(GETTER; PEREZ, 1972; HURT et al., 1972; MARCUSHAMER et al., 1997; YEH,
2000; SHIRANI 2008, BUBLITZ et al., 2010; RIBEIRO et al., 2012; SINGH et al., 2012;
VYASARAYANI et al., 2014). Além disso, esta técnica ndo necessita de sutura (YEH,
2000; SHIRANI 2008).

A crioterapia pode ser empregada no tratamento de pigmentacdes que
comprometam a estética do sorriso, apresentando resultados promissores (TAL et al.,
1987; KUMAR et al.,, 2012; SINGH et al., 2012; KUMAR et al., 2013) e sem
necessidade de curativos periodontais (KUMAR et al., 2012).

Tal (1992) afirma que o congelamento tecidual provocado pela crioterapia
estimula a formacdo de trombos no tecido que circunda a lesdo tratada, o que é
favoravel para o tratamento de lesGes vasculares, pois permite um controle eficaz do
sangramento.

Em tratamento de lesbGes vasculares, como 0s hemangiomas, a auséncia de
sangramento é decididamente uma vantagem (EMMINGS et al., 1967; LEOPARD;
POSWILLO, 1974; HAUSAMEN, 1975; JARZAB, 1975; GONGLOFF; GAGE, 1983;
TAL, 1992; LEMOS-JUNIOR, 1999; YEH, 2000; BASAL el al., 2012).

A simplicidade desta técnica a torna uma boa opcao no tratamento de extensas
hiperplasias papilares (EMMINGS et al., 1967; TURJANSKY; STOLAR, 1992; ISHIDA;
RAMOS-E-SILVA, 1998) ou leucoplasias (EMMINGS et al., 1967; PRASAD et al.,
2009; RIBEIRO et al., 2012).

Algumas caracteristicas da mucosa oral, tais como acessibilidade, umidade e
consisténcia macia, favorecem muito a técnica de crioterapia, pois permitem um maior
contato das sondas com o tecido (LEOPARD, 1975; TAL et al.,, 1982). Apo6s o
congelamento de mucosas doentes, a cicatrizacdo ocorre sem complicacdes e resulta
na regeneracao tecidual (GONGLOFF; GAGE, 1983; TAL, 1992).

Experimentos em animais de laboratorio tém confirmado impressées clinicas
de que a cicatrizacdo apods a criocirurgia da-se por regeneracao, no qual a quantidade
de colageno encontrado nas cicatrizes é apreciavelmente menor do que nas
produzidas por bisturi frio ou elétrico (TAL et al., 1982; BUCH et al., 1979; HURT et
al., 1972).

Os resultados cosméticos apos a aplicagdo da criocirurgia sdo excelentes
(SANTOS; SANTANA-FILHO, 2002; ZIMMERMAN; CRAWFORD, 2012). O

tratamento pode ser repetido quantas vezes forem necessarias sem formar cicatrizes
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fibrosas, o que € importante em area cosmética da face e em sulcos anatémicos
(SANTOS; SANT'ANA-FILHO, 2002). A regeneracao tecidual, sem a formacao de
cicatriz, oferece uma grande vantagem quando comparada a excisao cirurgica (TAL,
1992; YEH, 2000; BUBLITZ et al., 2010).

A introducdo da técnica da criocirurgia no tratamento das patologias orais
possibilitou ao cirurgido tratar lesbes extensas de forma conservadora, sem a
necessidade de reconstru¢cdes com enxertos e sem deixar cicatrizes retrateis
(POGREL, 1993; POGREL et al., 1996; SCORTEGAGNA; SANT ANA-FILHO, 2004;
MENDONCA et al., 2011).

Em tumores mistos intradsseos, com alto grau de recidiva, onde a ressecc¢ao
com margem de seguranca € indicada, a criocirurgia tem sido uma boa opc¢éao, pois o
efeito letal do congelamento penetra no periosteo e 0sso adjacente, sede de provaveis
células tumorais, produzindo a desvitalizacao e impedindo a recidiva e, desta forma,
a resseccao 0ssea extensa pode ser evitada (EMMINGS et al., 1967; POGREL, 1993;
POGREL et al., 1996; SCORTEGAGNA; SANT ANA-FILHO, 2004; MENDONCA et
al., 2011).

A estrutura de nervos, vasos sanguineos mais calibrosos, cartilagens e 0sso é
em grande parte preservada apos a desvitaliza¢do pela crioterapia, e serve como um
arcabouco para o reparo desses tecidos (BARNARD, 1980; WHITTAKER, 1984;
SCHMIDT; POGREL, 2004; GAGE et al., 2009).

Um estudo, que avaliou as altera¢cdes neurossensoriais apds a crioterapia com
nitrogénio liquido no tratamento de lesbes mandibulares em estreita proximidade com
o nervo alveolar inferior, concluiu que a crioterapia produz minima alteracao da funcao
do nervo alveolar inferior (SCHMIDT; POGREL, 2004).

A isquemia local é a provavel causa da lesdo aos nervos. Notou-se que o
perineuro e 0 epineuro sobrevivem ao congelamento, embora exibindo uma intensa
reacdo inflamatdria, e que ambos serviram de canal para os axénios em regeneracao
(GAGE et al., 2009).
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2.9 Desvantagens

A criocirurgia ndo apresenta um efeito destrutivo padronizado, ja que alguns
tecidos apresentam maior resisténcia do que outros (LEOPARD, 1975). A dificuldade
em julgar a extensédo da lesdo produzida pode resultar em destruicdo ineficaz de
tecido patoldgico, pois a lesdo pode ser maior que a capacidade de congelamento do
instrumental, sendo necesséria a realizacdo de varias aplicacdes (READE, 1979).

Em cavidade bucal deve-se tomar cuidado para ndo se produzir um edema pés-
operatorio exagerado (LEOPARD, 1975). O edema, devido ao acumulo de exsudato,
€ comum apos a criocirurgia (SANTOS; SANT'ANA-FILHO, 2002). Procedimentos em
lingua ou em orofaringe podem produzir edemas severos e interferir na degluticéo,
mastigacao e respiracdo do paciente (READE, 1979). O edema, principalmente em
lesbes em boca, é importante e s6 cede apdés uma semana (SANTOS; SANT ANA-
FILHO, 2002). Ainda segundo estes autores, ao atuar em lesdes localizadas em base
de lingua, parede posterior de faringe ou amigdalas, o edema pode provocar uma
obstrucdo das vias respiratérias, podendo necessitar de uma traqueostomia. Desta
forma, estes pacientes devem ser tratados sempre em ambiente hospitalar
(TURJANSKY, STOLAR, 1992; ISHIDA, RAMOS-E-SILVA, 1998).

As principais desvantagens do uso da crioterapia correspondem ao volume do
edema e a extensdo da area necrosada, pois ndo podem ser previstos (POGREL,
1993; POGREL et al., 1996).

A cicatriz normalmente ndo € fibrosa, porém a fibrose pode ocorrer em
tratamento de lesBes muito extensas (SANTOS; SANT'ANA-FILHO, 2002). Diante
dessas lesdes, muitas vezes o periodo de cicatrizacdo é longo (MARCIANI,
TRODAHL, 1975; READE, 1979). Apesar de a dor ser pouco frequente, devido a
analgesia produzida pela criocirurgia, em lesées muito extensas ela pode estar
presente (READE, 1979).

O congelamento inadvertido de grande quantidade de tecido mole que recobre
0SSO pode causar exposicdo 0ssea e consequente formacédo de sequestro 0sseo
(MARCIANI; TRODAHL, 1975; POSWILLO, 1986; POGREL, 1993).

A anquilose de dentes que permaneceram na area congelada pode ocorrer
(POSWILLO, 1986).
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Durante a criocirurgia € necessario proteger as saidas dos ductos salivares das
glandulas submandibulares e sublinguais, pois pode ocorrer uma sialadenite
transitoria (TURJANSKY, STOLAR, 1992; ISHIDA; RAMOS-E-SILVA, 1998).

Uma das maiores desvantagens da criocirurgia é a auséncia de tecido para
andlise histologica (MARCIANI, TRODAHL, 1975; READE, 1979). Porém, uma
biopsia incisional pode ser realizada antes da aplicacdo do agente crioterapico
(LEOPARD, POSWILLO, 1974; LEOPARD, 1975; ISHIDA; RAMOS-E-SILVA 1998),
ou por excisdo de parte do tecido congelado que pode ser subsequentemente
transportado congelado e tratado pelos métodos de bidpsia por congelamento
(LEOPARD, POSWILLO, 1974; LEOPARD, 1975). O tecido congelado e excisado
pode ser imerso em solucéo fixadora, onde se descongelara completamente, sendo
processado para analise histologica de forma convencional (POSWILLO, 1975; TAL,
1982).

Alguns pacientes nao podem receber a criocirurgia. Geralmente as
contraindicacbes sao raras e podem ser divididas em absolutas, gerais e relativas
(ISHIDA; RAMOS-E-SILVA, 1998; ISHIDA, 2013). Segundo 0s mesmos autores, as
contraindicacdes absolutas s&o: urticaria ao frio, intolerdncia ao frio,
criofibrinogenemia, crioglobulinemia, doenca de Raynaud, doencas autoimunes,
pioderma gangrenoso, agamaglobulinemia e diabetes descompensado. As
contraindicacdes gerais sdo: tumores sem margens bem definidas, lesdes localizadas
no angulo da boca ou na borda do labio, neoplasias localizadas em &rea de fusdo dos
tecidos embrionarios, lesdo na margem livre das palpebras, carcinoma espinocelular
infiltrante ou ulcerado, melanoma cutaneo, tumores anexiais, tumor de célula de
Merkel e falta de habilidade do operador. As contraindicacdes relativas sdo: lesao
sobre localizacao superficial de nervos (margem lateral dos dedos, fossa ulnar, regido
pré e pés-auricular e area lateral da lingua), terco inferior da perna e parte inferior do
ombro (devido a cicatrizacao prolongada) e paciente melanoderma (devido a alteracao
pigmentar).

Citam-se ainda como contraindicacbes a criocirurgia 0 suprimento vascular
prejudicado, mieloma multiplo e discrasia sanguinea. E que se deve ter cautela no uso
da técnica nos pacientes que fazem uso de anticoagulantes, alérgicos, pessoas de
pele escura, criangas, idosos, em pele danificada pelo sol ou irradiada e em locais de
proeminéncia 6ssea (ZIMMERMAN; CRAWFORD, 2012)



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

¢ Realizar o estudo morfolégico comparativo da crioterapia utilizando o
nitrogénio liquido e o gas refrigerante propano-butano na mucosa bucal

de ratos.
3.2 Objetivo especifico
¢ Investigar os principais efeitos do uso local do gas refrigerante propano-

butano sobre a mucosa bucal de ratos, comparando seus efeitos com os

do nitrogénio liquido.



4 METODOLOGIA

Esta pesquisa foi realizada de acordo com os principios éticos adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e também foi aprovada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (CEUA-UFMS), sob o protocolo 578/2013 (ANEXO A).

4.1 Desenho do estudo

Esta pesquisa enquadra-se na classificacdo dos estudos experimentais.

4.2 Animais experimentais

Para avaliacdo do efeito da crioterapia com os cribgenos selecionados, utilizou-
se 30 ratos albinos, da espécie Ratthus norvegicus, ordem Rodentia, da linhagem
Wistar, machos, adultos, higidos, com quatro meses de idade, pesando entre 350-450
gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (UFMS). Os animais foram alojados em gaiolas retangulares de polipropileno,
cada uma acomodando cinco animais, dispostas em estante ventilada, com
temperatura controlada (23°C), e ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as
07:00 horas e apagadas as 19:00 horas), durante quinze dias, antes do inicio dos
procedimentos, para aclimatacdo e quarentena no Setor de Experimentacdo do
Biotério Central da UFMS. Apoés o periodo de adaptacéo, os animais foram separados

e mantidos em gaiolas individuais até o final do experimento (Figura 1).

A alimentacao fornecida foi a base de racdo comercial balanceada (Nuvilab®
CR1-Nuvital Nutrientes Ltda., Colombo, Brasil) e agua, fornecidas ad libitum. A

limpeza das caixas foi realizada trés vezes por semana, por pessoal treinado em
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bioterismo. Os animais permaneceram no Biotério Central da UFMS durante todo
periodo da pesquisa. Estes foram mantidos e manipulados segundo as normas
COBEA e CEUA-UFMS.

Figura 1 — Local onde os animais ficaram durante a pesquisa.

4.3 Amostra

Os animais foram divididos por meio de sorteio randomizado em 5 grupos com
6 animais cada, de acordo com o periodo estipulado para eutanasiade 1, 3, 7, 14 e
21 dias. Cada grupo foi subdividido em grupo-teste, utilizando o Endo-Frost® na
mucosa interna do labio superior direito de cada animal do grupo, e grupo-controle,

utilizando o nitrogénio liquido com o Nitrospray® do lado contralateral (Figura 2).
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Figura 2 — Fluxograma da amostra.

4.4 Materiais

4.4.1 Aparelhagem

Utilizou-se um aparelho criocauterizacdo ou Nitrospray® (fabricado pela
Nitrospray® Industria e Comércio Ltda., Brasil), de aco inoxidavel, com altura de 265
mm e com capacidade de armazenar 350 ml de liquido refrigerante.

Este aparelho apresenta pontas abertas com furos centrais de 0,5; 0,6; 0,7; 0,8;
0,9 e 1,0 mm de didmetro que séo para aplicagdes do tipo spray ou “open sprays” O
equipamento também acompanha diversas formas e tamanhos de pontas ou sondas
fechadas, que séo indicadas para aplicagbes por contato direto nos tecidos. Estas

pontas também sdo conhecidas como probes ou “close probes” (APENDICE A).
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Na pesquisa foi utilizada a ponteira aberta de 0,7 mm, pois esta quando
afastada do tecido alvo de 5 a 10 mm, produz um spray de 5 a 6 mm de diametro,

segundo as orientacdes de uso do préprio fabricante.

Ainda segundo o fabricante, o reservatério deve ser carregado com um terco
ou metade do volume deste, aguardando alguns segundos para permitir a evaporagao
do nitrogénio. Depois de cessada a evaporacao inicial, atinge-se o equilibrio térmico
e a tampa pode ser fechada, estando o aparelho pronto para uso. Este equipamento
apresenta uma Valvula de seguranca na tampa que se abre esporadicamente e
controla a pressédo interna do reservatorio. Isso permite que o aparelho néo estoure,

pois o nitrogénio liquido se encontra em constante ebulicao.

4.4.2 Dispositivo protetor

Foi criado um dispositivo de acrilico rigido, de 2 mm de espessura, com 4 cm
de altura, com 6 cm de diametro interno na regiao superior e 5 mm de didametro interno
na regiao inferior, com objetivo de limitar o dano tecidual e padronizar as exposi¢des

aos cribgenos (Figuras 3 e 4).
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Figura 3 — Dispositivo protetor com abertura de 5 mm de didmetro e 2 mm de
espessura.
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4.4.3 Agentes criogénicos

Foram utilizados dois tipos de agentes crioterapicos. Um foi o nitrogénio liquido
medicinal, que foi obtido na empresa Nitrovalle Comércio de Nitrogénio Ltda., com
sede em Campo Grande — MS. O produto foi armazenado em contéiner proprio, com
capacidade para até 20 litros. O Nitrospray® foi carregado com nitrogénio liquido

minutos antes do procedimento criocirirgico.

O outro agente crioterapico testado foi spray Endo-Frost® (Roeko, Langenau,
Alemanha) que contém uma cénula de plastico propria do sistema. Esta apresenta um
comprimento de 10 cm e um didmetro interno de 1,2 mm (APENDICE B). O produto

encontra-se pronto para o uso.
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Figura 4 — Desenho esquematico das medidas do dispositivo protetor e sua
adaptacdo nos tecidos (B) para formacéo da bola de gelo (A).
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4.5 Técnica operatéria

Os procedimentos criocirargicos, assim como as bidpsias, foram realizados na
sala de cirurgia experimental do Biotério Central da UFMS, empregando-se
instrumental padronizado, e seguindo o protocolo padrao de biosseguranca do setor.

Imediatamente antes da fase cirdrgica, os animais foram pesados com balanca
digital calibrada para célculo da dosagem anestésica e controle de peso no pré-
operatorio. A técnica anestésica adotada foi a anestesia geral, por via intraperitoneal,
com infiltracdo anestésica na regidao abdominal do lado direito (Figura 5). Foram
utilizadas seringas de 1 ml, graduadas em 100 unidades, e agulhas descartaveis de
insulina (0,45x13 mm). Foram escolhidas agulhas finas para minimizar o risco lesao
aos oOrgdos internos e vasos calibrosos. O protocolo anestésico adotado foi a
associacdo de 1 ml de cloridrato de cetamina 10% (Syntec®, Cotia/SP, Brasil) e 1 ml
de cloridrato de Xilanzina 2% (Syntec®, Cotia/SP, Brasil), na dosagem de 0,1 ml/100g
de peso corporal, resultando em num efeito anestésico de 40 minutos. Tomou-se 0
cuidado de se realizar aspiragdo negativa e de se posicionar o animal com o cranio
voltado para o solo e com a cauda voltada para cima, formando um angulo de 45°
deste com o solo. Neste momento, realizou-se leve compresséao digital no lado direito
do abdémen, deslocando as visceras em direcéo ao térax, evitando assim perfuracées
viscerais e sepse.

Apés a infiltracdo do anestésico, a sedacdo completa, com perda de tbnus
muscular, ocorreu dentro de 5-10 minutos. Os animais foram numerados na cauda (de
1 a 30), com caneta preta fina e de feltro (Faber-Castell®, Brasil), de forma a poder
identifica-los posteriormente. Estes permaneceram em um ambiente ventilado e
aquecido durante todo o efeito anestésico para evitar a hipotermia.

A antissepsia da cavidade oral e dos labios foi feita com hastes flexiveis de
algoddo embebidos com digluconato de clorexidina a 2% (FGM Produtos
Odontoldgicos, Joinvile/SC, Brasil). A regido a ser operada foi delimitada com caneta
preta propria para a pele (Texta® 500 extra fine, Japédo), de forma circular e com 5 mm
de didmetro, e tendo como limites anatdmicos: lateralmente, a comissura labial;
medialmente, o limite lateral do palato duro; e anteriormente, o labio superior. O limite
posterior encontrava-se a 5 mm do limite anterior e em direcdo a orofaringe (Figuras

6 e 7). O proprio dispositivo protetor foi utilizado com guia da marcagéo.
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Figura 5 — Técnica de anestesia intraperitoneal.

Apbs as devidas marcacdes os animais foram posicionados em decubito dorsal
horizontal na mesa cirargica, fixando-os pelo rabo no campo cirdrgico com
esparadrapos e inclinado a cabeca para tras em hiperextensao (Figura 8). Desta forma
foi possivel utilizar os aparelhos na posigcéo vertical e em 90° com o solo, evitando
interrupgdes na producgdo do spray e no processo de congelamento dos tecidos. Além
disso, esta posi¢ao favoreceu o escoamento, para longe do corpo do animal, do liquido
gelado produzido pelo Endo-Frost®, através do dispositivo protetor, durante todo o

ciclo de congelamento (Figura 9).



Figura 6 — Demarcacédo com caneta preta dos locais de aplicacdo do Endo-
Frost® (A) e do nitrogénio liquido (B). O ponto de referéncia da
comissura labial (C).

Figura 7 — Local de aplicagédo da crioterapia com 5 mm de didmetro (seta menor).
Limite lateral (A) e limite anterior (B).
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Figura 8 — Demonstracdo do posicionamento correto do Nitrospray® e a
utilizacao do dispositivo protetor. Notar o posicionamento do animal
na mesa cirurgica.

Figura 9 — Demonstra(;ao do posicionamento correto do Endo-Frost®.
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A aplicagéo dos agentes crioterapicos foi realizada com o sistema aberto e na
forma de sprays, com uma distancia aproximada de 1 cm dos tecidos (Figura 10). Com
os aparelhos em posicéo e com pressao maxima no botéao ativador, no caso do Endo-
Frost®, e pressdo maxima no gatilho ativador Nitrospray®, adotou-se o seguinte
protocolo: duas aplicacdes de 10 segundos, sem interrupgdes, para o congelamento
dos tecidos; e intervalos de 2,5 minutos, para o aquecimento espontaneo dos tecidos

(Figura 11). Os tempos foram marcados em cronémetro digital.

Bola de Gelo Bola de Gelo

A B

Figura 10 — Desenho esquemético demostrando a técnica de congelamento com
o Endo-Frost® (A) e com spray de nitrogénio, com formacéao da bola
de gelo no interior dos tecidos.

AplOs o tratamento criocirirgico os animais foram colocados em gaiolas
individuais e acompanhados até que se recuperassem da anestesia. Neste momento
registou-se as principais informacgdes em cartdes individuais que foram fixados nas
gaiolas. Cada cracha continha: o numero do grupo e do animal; o controle de pesos;
as datas de nascimento e criocirurgia; os horarios de inicio e fim da criocirurgia; e data
e hora programadas para eutanasia e biopsia. Ap6s a completa reocupacdo, 0s
animais retornaram as suas acomodacOes em ambiente controlado (Figura 12). Estes

foram observados diariamente com objetivo de documentar possiveis complicagoes.
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No pos-operatdrio nenhum medicamento foi prescrito para controle da dor, uma vez
gue o procedimento oferece minimo trauma. Nenhum anti-inflamatério ou antibiético

foi prescrito para nao interferir nos resultados da pesquisa.

g N
/
|

Figura 11 — Aspecto clinico da bola de gelo formada apds o primeiro ciclo de
congelamento de 10 segundos (A). Aspecto da mucosa apo6s 2,5
minutos de reaquecimento espontaneo (B).

Figura 12 — Condic6es das acomodacdes e identificacdo dos animais por crachas.
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4.6 Biopsia e processamento das pecas

Depois de transcorrido os periodos experimentais de 1, 3, 7, 14 e 21 dias, 0s
animais foram submetidos ao mesmo protocolo anestésico descrito anteriormente.
Para realizacao das bidpsias, utilizou-se pinca dente de rato delicada de 14 cm e cabo
de bisturi n°3 (Quinelato®, Rio Claro — SP, Brasil) com laminas de bisturi n° 15C
(Embramac®, Campinas, SP, Brasil), sendo estas foram utilizadas apenas uma vez.

Em seguida, procedeu-se a remocao da area total das feridas, incluindo 2 mm
além da interface entre o tecido sadio e a cicatriz em toda sua extenséo, tanto do lado
direito quanto do esquerdo (Figura 13).

Os fragmentos foram identificados quanto ao animal e ao lado a que
pertenciam, fixados em solu¢do neutra de formaldeido a 10% e, posteriormente,
incluidos em parafina e processados de forma rotineira. Em seguida, ainda sob efeito
anestésico, os animais foram sacrificados em camara de diéxido de carbono (CO3z)
(Figura 14).

)

Figura 13 — Biopsia da criolesdo (A) e armazenamento das pecas em formol a 10%.
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Figura 14 — Camara de CO:a.

Os fragmentos foram submetidos a técnica histoldgica de rotina para incluséo
em parafina. O material foi incluido de forma que toda profundidade da criolesao
pudesse ser observada. Finalmente terminada a incluséo, os blocos sofreram cortes
semisseriados de 5 ym de espessura no sentido longitudinal, obtidos a cada 1000
micrdmetros, originando uma média de quatro laminas por peca. Os cortes realizados
foram corados através da técnica Hematoxilina-Eosina (HE) e as laminas para
microscopia Optica montadas em laminula e Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt,

Alemanha).

4.7 Avaliagdo macroscopica

Os animais foram acompanhados nos periodos pés-operatérios de 1, 3, 7, 14
e 21 dias. Em cada visita de controle os animais foram anestesiados e os dados
macroscopicos coletados foram registrados em uma ficha de parametros clinicos.

Para facilitar o exame clinico e a analise comparativa dos eventos teciduais que
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ocorreram em cada periodo, foram tiradas fotografias digitais de 16.1 megapixels de
resolucdo (maquina Nikon® Coolpix P510, Japéo). As fotografias foram analisadas
pelo pesquisador para que este classificasse as alteracfes teciduais presentes em
cada periodo e em todos 0s animais pesquisados.

As lesdes foram classificadas quanto a presenca ou auséncia de: edema,
hiperemia, necrose, crosta, equimose, limites indefinidos e cicatrizagdo incompleta
(Figura 15). Todos estes dados foram anotados no formulario de parametros clinicos
(APENDICE C). Esta andlise macroscopica foi desenvolvida por Beltrdo (2003) e

adaptada para este experimento.

4.8 Avaliacdo microscopica

As laminas histolégicas foram codificadas e examinadas por um profissional
qualificado que desconhecia a qual grupo pertencia cada amostra em analise. Cada
lado operado (grupo-teste o direito e grupo-controle o esquerdo) foi avaliado
separadamente.

Para o exame histoldgico, utilizou-se microscépico de luz Primo Star® (Carl
Zeiss, Gottingen, Alemanha) em um aumento de 40 a 400 vezes. As variaveis
qualitativas observadas foram edema, bolha, coagulo, desestruturacédo epitelial,
hemorragias, Ulcera, necrose e epitélio alterado. Estas lesfes foram classificadas
como ausente ou presente. O epitélio foi classificado como anormal quando se
apresentava com qualquer alteracdo na sua morfologia (Figura 16). Todos estes
dados foram anotados no formulario de parametros histolégicos para andlise
morfolégica (APENDICE D). Esta analise microscopica foi desenvolvida por Santos e
Sant’Ana-Filho (2002) e adaptada para este experimento.

A da reacdao inflamatéria foi avaliada pela presenca e densidade de células do
infiltrado inflamatério (mononucleares e polimorfonucleares). Este infiltrado foi
classificado de acordo com a quantidade de células inflamatérias contadas no campo
microscopico onde a reacgao inflamatoria era mais intensa. Foram contados linfécitos,
plasmacitos, macréfagos e células gigantes multinucleadas. A resposta inflamatoria
foi avaliada quanto ao tipo, intensidade, extenséo e estado geral da mucosa (Figura
17). Todos estes dados foram anotados no formulario de parametros histolégicos para

avaliacdo da resposta inflamatéria (APENDICE E).
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4.9 Analise dos resultados

Os dados foram agrupados de acordo com o0s parametros clinicos e
histoldgicos para analise estatistica. Os resultados obtidos com a analise morfologica
e com a resposta inflamatoéria foram submetidos ao teste de ANOVA ou Andlise de
Variancia.
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Quadro 1 — ESCORES UTILIZADOS PARA ANALISE MACROSCOPICA

MORFOLOGIA

Escores

Edema
0
1

Hiperemia

0

Necrose
0

Crosta
0
1

Equimose
0
1
Limites indefinidos
0
1
Cicatrizagao incompleta

0
1

Figura 15 — Quadro demonstrativo dos critérios utilizados para analise macroscopica

com relagdo a morfologia. Escore 0, evento ausente, e escore 1, evento
presente.
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Quadro 2 — ESCORES UTILIZADOS PARA ANALISE MICROSCOPICA

MORFOLOGIA

Escores

Edema
0
1

Bolha
0

Coagulo
0

Desestruturagéo epitelial
0
1
Hemorragias
0
1
Ulcera

0
1

Necrose
0
1

Epitélio anormal

0
1

Figura 16 — Quadro demonstrativo dos critérios utilizados para analise microscopica
com relacdo a morfologia. Escore 0, evento ausente, e escore 1, evento
presente.
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Quadro 3 — ESCORES UTILIZADOS PARA ANALISE MICROSCOPICA

RESPOSTA INFLAMATORIA

Escores Tipo

0 ausente

1 cronica

2 mista

3 aguda

Escores Intensidade

0 ausente

1 leve (nimero médio inferior a 10 células)

2 moderada (nimero médio de 10 a 25 células)

3 severa (nUmero médio superior a 25 células)

Escores Extenséo

0 ausente

1 leve (envolve até 20% da area examinada)

2 moderada (envolve de 21% a 50% da area examinada)
3 severa (envolve mais de 50% da area examinada)
Escores Estado geral da mucosa
0 reagdo inflamatoria ausente

1 reacao inflamatodria presente

2 abscesso

3 necrose

Figura 17 — Quadro demonstrativo dos critérios e escores utilizados para analise

microscépica com relacdo a resposta inflamatoria.



5 RESULTADO

Para analise estatistica, realizou-se o teste de ANOVA ou Andlise de Variancia
(a=0,05). O valor de F foi calculado com relacdo a morfologia macroscopica (F=0,66)
e microscopica (F=0,87) e com relagdo a resposta inflamatoria (F=0,24).

Para a morfologia macroscopica e microscopica, ambas com 13 tratamentos,
56 graus de liberdade e com valor tabelado de 1,93, aceitou-se a hipotese nula (Ho),
pois o valor de F calculado foi menor que o valor tabelado. O critério Coagulo néo foi
incluido nesta analise, pois ndo se observou esta alteracdo em nenhum momento da
pesquisa. Logo, os dois tratamentos foram considerados estatisticamente iguais ou
equivalentes.

Para resposta inflamatéria, com 7 tratamentos, 32 graus de liberdade e valor
tabelado de 1,93, também aceitou-se Ho. Desta forma, o teste revelou ndo haver
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (experimental e controle)
para todos os parametros avaliados. Concluiu-se também que os dois tratamentos

utilizados foram iguais ou equivalentes.

5.1 Exame clinico dos animais

Com relagcdo ao comportamento dos animais, notou-se que, ja no primeiro dia
de pdés-operatério, os ratos se alimentavam, porém com alguma restricdo devido a
presenca de edema bilateral no labio superior. Entretanto, apesar de o niumero de
casos serem equivalentes, o edema sempre foi mais acentuado nos animais tratados
com o nitrogénio liquido (Figura 18). Desta mesma forma, a necrose, a formacao de
crosta, a hiperemia e a equimose foram sempre maiores, em propor¢cédo, no grupo
tratado com nitrogénio liquido.

Quanto a dor, acredita-se que esta foi leve ou ausente, pois 0s animais se
mantiveram ativos, doceis e apresentando normofagia, normodipsia, normuria e
normoquesia. Este mesmo critério foi utilizado por Valente (2014) para avaliar a dor
apos a criocirurgia no dorso de ratos Wistar. A analise da diferenca de peso inicial e

final (eutanasia) confirmou este achado. No periodo de observacao de 1 e 3 dias os
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animais apresentaram um perda de peso leve (média de 13 g), relacionados ao
estresse da manipulacdo e ao trauma cirargico. No 7° dia a maioria dos animais
recuperaram o peso perdido. Com 14 dias todos os animais ganharam peso. E

finalmente com 21 dias, notou-se um incremento médio de 38 g de peso corporal.
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Figura 18 — Aspecto clinico da criolesdo no 1° dia de pos-operat6rio. Notar o edema mais
pronunciado no lado esquerdo, grupo este tratado com nitrogénio liquido.

N&o houve hemorragia ou infeccao visivel ao exame clinico nos dois grupos.
No periodo de observacado de 21 dias, notou-se formacdo de uma pequena cicatriz,
porém a cicatrizagdo evoluiu sem formacéo de fibrose ou limitacdo da movimentacéo

do labio. A cicatriz formada provavelmente desapareceria se o0 periodo de
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acompanhamento fosse um pouco maior, ja que com 21 dias esta era pouco

perceptivel.

5.2 Analise macroscopica

Com auxilio de fotografias digitais, realizou-se a analise morfologica das
alteracbes teciduais de acordo com os parametros clinicos determinado na
metodologia (Figura 19).

Para facilitar a interpretacdo visual dos resultados, utilizou-se um grafico
resumindo os efeitos clinicos da crioterapia (Figura 20). Além disso, foram criados
graficos de cada critério morfologico para simplificar a analise (APENDICES F, G e
H).



Figura 19 — Avaliacdes clinicas. Aspecto das lesdes da mucosa
bucal nos 5 periodos pOs-operatorios. Notar a
evolucdo da cicatrizagdo da criolesdo. D = Endo-
Frost, E = Nitrogénio liquido.
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70% - B Edema

W Hiperemia

60% -
H Necrose

50% -
Crosta

40% -
B Equimose

30% -
M Limites indefinidos

20% -
Cicatrizacdo incompleta

10% | H
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D IT D E D E D | E D | E | D - Endo-Frost®

1dia | 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias | E - Nitrogénio

Figura 20 — Gréfico da analise macroscoépica das feridas.

Observou-se no estudo que, clinicamente, a variavel edema esteve presente
em todos 0s animais no 1°, 3° e 7° dia. Esta alteracdo nédo foi observada a partir do
14° dia em todos os animais. O Endo-Frost® causou menos casos de edema no 3° e
7° dia.

Quanto a hiperemia, notou-se que esta alteracdo esteve mais presente do 1°
ao 14° dia no tratamento com nitrogénio liquido, porém com 21 dias ambos o0s
tratamentos apresentavam resultados iguais. Observou-se também que o Endo-Frost®
s6 causou hiperemia no 3° e 7° dia e sempre em menor propor¢ao que o hitrogénio
liquido.

Quanto a necrose, notou-se que esta alteracdo nao esteve presente no 1°, 14°
e 21° dia com os dois tratamentos. Todos 0s casos apresentavam necrose no 3° dia.
Entretanto, apenas o nitrogénio liquido apresentou necrose no 7° dia, atingindo 100%
dos animais.

Quanto a crosta, notou-se que esta alteracao teve inicio no 1° dia, utilizando o
Endo-Frost®, e somente teve inicio no 3° dia para o grupo do nitrogénio liquido. No 3°
e 7° dia a formacé&o de crosta foi sempre maior para o nitrogénio liquido. Porém, com

14° e 21° dia nenhum animal apresentava mais crosta.
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Quanto a equimose, notou-se que esta alteragcdo esteve presente somente no
1° dia do grupo do nitrogénio liquido. Nos demais dias, ndo se observou equimose
com os dois tratamentos.

Quanto aos limites indefinidos, notou-se que quase todos os casos tratados
com nitrogénio liquido apresentavam limites indefinidos do 1° ao 7° dia do
experimento. No grupo-experimental, com o uso do Endo-Frost®, do 7° dia em diante
ja ndo se observava indefinicdo das margens da leséo.

Quanto a cicatrizacdo incompleta, observou-se que todos o0s casos nao
apresentavam cicatrizacdo completa no 1° e 3° dia, persistindo este quadro até o 7°
dia apenas para o grupo-controle. No grupo do Endo-Frost®, 50% dos casos ja
apresentavam cicatrizacdo completa com sete dias. No 14° o grupo-experimental
apresentava cicatrizacdo completa e o grupo-controle finalizou a cicatrizacdo no 21°
dia.

5.3 Anélise microscopica

Para facilitar a interpretacdo visual dos resultados, utilizou-se um grafico
resumindo os efeitos histolégicos da crioterapia (Figura 21). Além disso, foram criados
graficos de cada critério morfologico para simplificar a analise (APENDICES 1, J e K).

Observou-se no estudo que, histologicamente, a variavel edema esteve
presente na maioria dos animais até o 14° dia, porém, com 21 dias, todas as amostras
estavam livres de edema.

Quanto a bolha, notou-se que esta alteracdo esteve mais presente no 1°
dia, com 83,3% dos individuos afetados com os dois materiais testados. No grupo-
controle o niUmero de casos permaneceu estavel no 3°, 7° e 14° dia. No grupo do gas
refrigerante propano-butano, o nimero de casos bolha apresentou uma tendéncia de
regressao até o 7° dia, porém no 14° dia voltou ao mesmo patamar do 3° dia (66,7%
com alteracdo). No periodo de 21 dias as bolhas estavam ausentes em todos os
animais.

Com relacéo a desestruturagdo epitelial, 100% de alteracéo foi observada no
1° e 3° dia para os dois grupos. A partir do 7° dia, iniciou-se uma recuperacao

gradativa do tecido até a sua reestruturacdo total com 21 dias.
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Figura 21 — Grafico da andlise microscdpica das feridas.

Quanto a hemorragia, notou-se maior destaque desta alteracao no 1° e 3° dia,
com aproximadamente 67% dos individuos afetados. Uma queda gradativa foi notada
até a sua total auséncia com 21 dias.

Quanto a ulcera, observou-se uma maior presenca desta lesdo no 1°, 3° e 7°
dia, atingindo seu pico maximo no 3° dia. Entretanto, apds 14° dia todas as amostras
estavam livres desta alteragao.

Com relacao a necrose, notou-se quase 100% desta lesédo no 1° e 3° dia para
os dois grupos (teste e controle). No 7° e 14° dia, uma queda gradativa da necrose foi
observada. Com 21 dias, as amostras nao apresentavam necrose.

Quanto ao epitélio alterado, observou-se que a maioria das amostras
apresentava alguma alteracéo até o 14° dia. Contudo, no 21° dia, todo tecido epitelial
avaliado estava normal.

Os resultados obtidos para os parametros avaliados sdo apresentados na
Tabela 1.
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Tabela 1 — NUumero de casos de cada parametro avaliado no aspecto morfoldgico.
Campo Grande, MS, 2014

1 dia 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Analise macroscdpica D E D E D E D E D E

Edema 6 6 4 6 1 2 0 0 0 0

Hiperemia o 2 2 4 4 5 0 4 0 0

Necrose 0O 0 6 6 0 6 0 0 0 0

Crosta 1 0 3 4 1 4 0 0 0 0

Equimose 0O 5 O 0O O 0 0 0 0 0

Limites indefinidos 1 6 3 5 0 6 0 0 0 0

Cicatrizagao incompleta 6 6 6 6 3 6 0 4 0 0
Analise microscopica

Edema 6 6 5 6 6 6 5 5 0 0

Bolha 5 5 4 2 2 2 4 2 0 0

Coagulo O 0 o O o0 O 0 0 0 0

Desestruturacdo do epitélio 6 6 6 6 1 4 3 3 0 0

Hemorragia 4 4 5 4 3 2 1 1 0 0

Ulcera 4 1 6 5 3 3 0 0 o0 O

Necrose 6 6 6 5 5 3 3 2 0 0

Epitélio alterado 6 6 6 6 5 5 6 5 0 0

D - Tratamento com Endo-Frost®
E - Tratamento com nitrogénio liquido

Para avaliacdo da resposta inflamatoria, realizou-se uma analise histolégica
semiquantitativa de todas as amostras. Visando facilitar a interpretacao visual destes
resultados, utilizou-se de graficos com cada alteracdo estudada na resposta
inflamatdria (APENDICES L e M).

Quanto ao tipo, notou-se que no 1° dia predominou a resposta inflamatoria
aguda e mista, sendo que esta foi maior no grupo do nitrogénio liquido e aquela no
grupo-experimental. No 3° dia a resposta mista foi de 66,7% para os dois grupos,
marcando também o inicio da resposta crénica no grupo-experimental. O sétimo dia
foi marcado pelo predominio da resposta inflamatoria cronica, porém o grupo-controle
ainda apresentava uma resposta aguda (33,3%). A partir do 14° dia houve um
predominio da resposta inflamatdria cronica que permaneceu no mesmo patamar até
0 21° dia.

Com relagédo a intensidade, até o 3° dia predominou a reposta inflamatoria

severa, com aproximadamente 75% dos casos, seguido pela resposta moderada. No
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7° dia, encontravam-se a resposta leve, moderada e severa. Apos o 14° dia
predominou a resposta inflamatéria leve (aproximadamente 75% dos casos). Com 21
dias o grupo do Endo-Frost® ja apresentava cura e o do nitrogénio liquido ainda tinha
inflamac&o moderada.

Quanto a extenséo, até o 3° dia a lesdo envolvia mais que 50% da area
examinada para os dois grupos. No 7° dia as lesdes variavam de 20% a mais de 50%
da area avaliada. Com 14 e 21 dias, a maior parte das lesdes envolvia até 20% da
area examinada.

Com relagdo ao estado geral da mucosa, até o 3° dia predominou a necrose
tecidual. Um caso de abscesso foi observado no grupo do gas refrigerante propano-
butano no 3° dia. No 7° dia houve um equilibrio entre necrose e a presenca de
inflamac&o, porém no 14° dia predominou a presenca de inflamacédo, mas ainda com
a necrose sendo observada. No 21° dia aproximadamente metade dos casos estavam
sem reacao inflamatéria e com a mucosa integra ao nivel histolégico. Os resultados

obtidos para os parametros avaliados sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — NUumero de casos de cada parametro avaliado na resposta inflamatoria.
Campo Grande, MS, 2014

1 dia 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Tipo D E D E D E D E D E
Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Crobnica 0 0 1 0 4 3 5 5 5 5
Mista 2 5 4 4 2 1 1 1 0 1
Aguda 4 1 1 2 0 2 0 0 0 0
Intensidade

Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Leve 0 0 0 0 1 1 4 4 5 5
Moderada 1 2 2 1 3 2 1 1 0 1
Severa 5 4 4 5 2 3 1 1 0 0
Extensao

Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Leve 0 0 0 0 2 1 4 4 5 5
Moderada 1 2 2 1 2 2 1 1 0 1
Severa 5 4 4 5 2 3 1 1 0 0
EG Mucosa

S/ inflamacdo 0 0 0 0 0 0 0 0 3 4
C/ inflamagéo 0 2 0 0 4 3 5 5 3 2
Abscesso 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Necrose 6 4 5 6 2 3 1 1 0 0

D - Tratamento com Endo-Frost®
E - Tratamento com nitrogénio liquido
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Os principais achados da andlise histoldégica da mucosa bucal de ratos, com os
dois cridgenos, séo representados nas figuras de 22 ao 30.

Figura 22 - Grupo do Endo-Frost® (1 dia). Epitélio com inicio de bolha (seta) e necrose (N).
Lamina prépria com edema e infiltrado inflamatério misto e intenso (*). Magnificagao
de 100x.
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Figura 23 - Grupo do N2z (1 dia). Epitélio com bolha (B), ulcera (U) e acantdlise (seta). LAmina
prépria com edema. Magnificacdo de 100x.
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Figura 24 N Grup do Endo-Frost® (3 diés). Notar a formacdo de um abscesso subepiteli A
com infiltrag&o neutrofilica na Iamina propria. Magnificacéo de 40x.
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Figra 25 - Grupo do Endo-Frost® (7 dias). Vista panoramica da Ulcera no ecido epitelial (seta).
Magnificacdo de 40x.
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Figura 26 - Grupo do Endo-Frost® (7 dias). Ulcera com necrose superficial (U); formacéo de
microbolhas subepiteliais (seta); e edema generalizado no conjuntivo e intenso

processo inflamatério (¥). Magnificacdo de 100x.
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igura 27 - Gr

upo do Endo-Frost® (7 da). A - etalhe das bolhas subepiteliais (*). B - Vasos

sanguineos congestos (seta), infiltrado inflamatério cronico e edema tecidual.
Magnificacéo de 400x.
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Figura 28 - Grupo do N2 (7 dias). Vista panoramica da bolha com exsudagéo sero-hemorragic
com infiltrado inflamatério moderado. Magnificagcao de 40x.
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Figura 29 - Grupo do N2z (7 dias). A) Notar a bolha intraepitelial com exsudacao hemorragica. B)
Necrose do tecido conjuntivo com focos hemorragicos e infiltrado inflamatério
crdnico. Magnificacdo de 400x.
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Figura 30 — Grupos teste (A) e controle (B) com 21 dias. A) Epitélio com estratificacdo em
ordenacdo; lamina propria com menos vasos sanguineos, bem estruturada e com
células inflamatdrias cronicas e de intensidade leve. B) Epitélio proliferativo com
figuras de mitose e estratificacdo préximo do normal; Iamina prépria com edema,
grande quantidade de vasos sanguineos e infiltrado inflamatério leve. Magnificagdo
de 400x.
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6 DISCUSSAO

Testes para avaliacdo de uma terapia, medicamento ou material sdo restritos
em humanos, pois alguns destes testes envolvem a remogao de tecido vivo para
andlise. Desta forma, modelos alternativos sdo necessarios, justificando assim os
modelos experimentais em animais.

Os animais tém sido muito utilizados nas pesquisas para se testar diversos
protocolos de crioterapia com nitrogénio liquido, conforme os trabalhos de
Schmelzeisen et al. (1989), Pogrel et al. (1996), Santos e Sant’ana-Filho (2002),
Beltrdo (2003), Silva (2003), Scortegagna e Sant ana-filho (2004). A eliminacéo de
fatores genéticos aleatérios através do uso de linhagens puras, associado ao seu
metabolismo acelerado, permitem resultados mais fidedignos em um menor lapso
temporal.

Desde que a criocirurgia passou a ser utilizada na cavidade bucal, na década
de 60 (EMMINGS et al., 1967), novos aparelhos tém sido desenvolvidos e varios tipos
de protocolos de aplicagdo tém sido utilizados para a obtencdo de melhores
resultados. Durante a década de 70 e 80, periodo no qual a criocirurgia tornou-se uma
técnica mais difundida e apreciada, com estudos sérios em relacdo ao efeito nos mais
variados tecidos, varios tipos de aparatos e criogenos surgiram para aplicacdo da
crioterapia. Contudo, esta aparelhagem tornou a criocirurgia mais complicada e de
dificil acesso ao cirurgido-dentista (TOIDA et al., 1993; SANTOS; SANT'ANA-FILHO,
2002; BELTRAO, 2003; PRASAD et al., 2009; BUBLITZ et al., 2010).

Com os resultados deste trabalho, confirma-se que é possivel provocar necrose
tecidual na mucosa bucal sem que haja necessidade de uma aparelhagem de custo
elevado. O gés refrigerante tetrafluoretano ja foi utilizado como agente criogénico para
tratamento de pigmentacfes antiestéticas da gengiva (KUMAR et al., 2012; SINGH et
al., 2012; KUMAR et al., 2013;) e como parte do tratamento de tumores benignos da
cavidade bucal (MENDONCA et al., 2011). Este e outros gases refrigerantes sao
utilizados na odontologia, geralmente, para realizacéo de testes de vitalidade pulpar
(MOURA-NETTO et al., 2007; SINGH et al.,, 2012). Entretanto, nenhum estudo
experimental avaliou seus efeitos na mucosa bucal e comparou com os efeitos do
nitrogénio liquido, criogeno este reconhecido como padréo-ouro na técnica de

criocirurgia.
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Com o intuito de se realizar a criocirurgia em lesdes da cavidade bucal, devido aos
relatos de suas vantagens e, principalmente, como opcéo terapéutica de baixo custo,
pesquisou-se, neste trabalho, o efeito local da aplicacao do gas refrigerante propano-
butano na mucosa bucal de ratos, comparando seus efeitos com os do nitrogénio
liquido. Os periodos de observacéo foram 1, 3, 7, 14 e 21 dias. Periodos similares de
observacdo sao encontrados nos estudos de Schmelzeisen et al. (1989) e Beltrao
(2003).

A crioterapia ou criocirurgia nao apresenta um efeito destrutivo padronizado, ja
que alguns tecidos apresentam maior resisténcia do que outros (LEOPARD, 1975).
Fatores como condutividade térmica, osmolaridade, composicao celular e
vascularizacdo interferem no padrdo de congelamento e descongelamento dos
tecidos (LEOPARD, 1975; TAL, 1982; TAL, 1992).

Beltrdo (2003) observou que o tamanho da bola de gelo depende da localizagéo
da leséo, e se esta estiver no labio, serd necesséario um tempo de congelamento
menor do que se estiver no palato, pois no labio consegue-se uma destruicdo mais
satisfatoria se o0 mesmo protocolo for empregado. Além disso, o labio € uma
localizagéao preferencial das les6es bucais, sendo comumente tratadas na literatura
(TAL, 1992; TOIDA et al., 1993; RAMOS-E-SILVA, 1998; BELTRAO, 2003; SHIRANI,
2008; ZIMMERMAN; CRAWFORD, 2012; ISHIDA; ISHIDA, 2013). Baseado nesses
achados e por esta localizacdo ser de facil acesso, optou-se, nesta pesquisa, por
realizar a crioterapia ha mucosa bucal do labio superior.

Observou-se em revista de literatura que ndo ha um padrdo uniforme quanto
ao tempo de aplicacdo, quanto ao agente criogénico, quanto ao niumero de aplicacdes,
nem quanto ao método utilizado. Diversos protocolos tém sido relatados, baseados
em experiéncias préprias dos autores (HAUSAMEN, 1975; GAGE, 1978; TAL et al.,
1982; TAL et al., 1987; POGREL, 1993; POGREL et al., 1996).

Em trabalhos como os de Grimmett (1961), Jarzab (1975), Leopard (1975),
Reade (1979), Gongloff e Gage (1983), Tal et al. (1987), Li (1991), Gage e Baust
(1998), Ishida e Ramos-E-Silva (1998), Zimmerman e Crawford (2012), tanto os
sistemas abertos quanto os fechados foram utilizados de acordo com a experiéncia
clinica dos autores, cujos critérios variavam conforme o tamanho da lesdo, diagnéstico
e local de congelamento.

O sistema aberto, na forma de sprays, apresenta diversas vantagens sobre o

sistema fechado, tais como maior capacidade de congelar tecidos mais profundos,
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aplicavel a lesdes de tecidos mole e 0sseo, e pode ser utilizado em lesdes mais
extensas, espessas e proliferativas (HAUSAMEN, 1975; LEOPARD, 1975; READE,
1979; GONGLOFF et al., 1980; LEMOS-JUNIOR, 1999; ZIMMERMAN, CRAWFORD,
2012).

Neste experimento, realizou-se a aplicacédo do gas refrigerante propano-butano
e do nitrogénio liquido através de spray, na mucosa bucal de ratos, utilizando um
dispositivo protetor para padronizar e limitar o dano tecidual. Determinou-se uma
distancia aproximada de 10 mm dos tecidos para permitir a criacdo do spray e permitir
0 congelamento deste, conforme relatado por Kumar et al. (2012).

Segundo Gongloff e Gage (1983), durante a utilizacao do spray, deve-se tomar
cuidado com as areas adjacentes ao local de aplicacdo para que ndo ocorra um
congelamento iatrogénico. Um cuidado adicional deve ser tomado no uso do Endo-
Frost®, pois este apresenta como produto um liquido congelante que pode causar
lesdo grave nos tecidos vizinhos. Recomenda-se, assim como Sako et al. (1972),
Cerqueira e Sant’ana-Filho (2001), Schmidt e Pogrel (2001), Silva (2003) e Prasad et
al. (2009), a protecdo do tecidos adjacentes com utilizacdo de gazes ou esponjas,
podendo ser associado a estes 0 uso de sugadores potentes.

O numero de ciclos e a duracdo destes foram padronizados para os dois
cribgenos, aplicando-se dois ciclos de congelamento como melhor opcdo, com
relatados por Emmings et al. (1967), Leopard (1975), Gage (1978), Beltrdo (2003),
Silva (2003), Scortegagna e Sant ana-Filho (2004), Gage et al. (2009) e Bansal et al.
(2012). Ainda segundo estes autores, a repetigéo do ciclo de congelamento causa um
maior dano tecidual, por expor este as mesmas condicfes deletérias mais de uma
vez. Além disso, um segundo ciclo leva a um congelamento mais rapido e em maior
volume, devido ao aumento da condutividade térmica dos tecidos, sendo vantajoso,
principalmente, nas lesbes mais persistentes e recidivantes (EMMINGS et al., 1967,
GAGE; BAUST, 1998; BANSAL et al., 2012).

Na pesquisa, cada ciclo durou 10 segundos. Este tempo de congelamento ja
foi utilizado para: avaliar a crionecrose em tecidos 0sseos (SILVA, 2003;
SCORTEGAGNA; SANT ANA-FILHO, 2004); tratar lesGes de glandulas salivares, tais
como cisto de retengcdo mucoso e mucoceles (TOIDA et al., 1993; MARCUSHAMER
et al.,1997; ZIMMERMAN, CRAWFORD, 2012); tratar lesdes pré-malignas, como
leucoplasias (PRASAD et al., 2009; RIBEIRO et al., 2012); tratar hiperpigmentacdes
gengivais antiestéticas (TAL et al., 1987); tratar hemangiomas capilares da face
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(LEOPARD; POSWILLO, 1974); tratar maculas melanéticas (YEH, 2000); e tratar
diversas lesdes benignas de pele e mucosas, tais como acne, angiomas, corno
cutaneo, hiperplasia sebacea, ceratose ceborreica, verruga vulgar e ceratose actinica
(ZIMMERMAN, CRAWFORD, 2012). Confirmando sua aplicabilidade clinica.

O tempo de reaquecimento dos tecidos também €& um fator importante no
protocolo de crioterapia (LEOPARD; POSWILLO, 1974; LEOPARD, 1975;
HAUSAMEN, 1975; TAL, 1982). Quanto mais lento o reaquecimento, maior € o dano
tecidual (EMMINGS et al., 1967, LEOPARD, POSWILLO, 1974; HAUSAMEN, 1975;
TAL, 1982; GAGE, 1998; GAGE; BAUST, 1998; GAGE et al., 2009; BANSAL et al.,
2012).

O congelamento lento permite a recristalizacdo dos cristais de gelo formados
dentro das células, tornando-os maiores e com maior potencial lesivo para as células
(HAUSAMEN, 1975; NISHIDA et al., 2011). Além disso, sabe-se que um periodo de
reaquecimento lento favorece a desnaturacdo de proteinas (HAUSAMEN, 1975;
BANSAL et al., 2012).

A literatura relata um tempo de reaquecimento tecidual bastante variavel. O
menor tempo de reaquecimento encontrado nesta revisdo foi de 20 segundos ou 0
dobro do tempo de congelamento, que no caso foi de 10 segundos (TOIDA et al.,
1993; PRASAD et al.,, 2009). O maior tempo de descongelamento espontéaneo
relatado foi de 5 minutos (POSWILLO, 1978; SANTOS; SCHMIDT; POGREL, 2001;
SANT'ANA-FILHO, 2002; BELTRAO, 2003; BUBLITZ et al., 2010; MENDONCA et al.,
2011; VYASARAYANI et al., 2014).

Nesta pesquisa, utilizou-se um tempo de reaquecimento espontaneo de 2,5
minutos. Observou-se que este periodo foi suficiente para permitir o reaguecimento
do tecido congelado. Este mesmo tempo de reaquecimento foi relatado por Silva
(2003) e Scortegagna e Sant’ana-Filho (2004). Entretanto, periodos inferiores a 2,5
minutos também foram relatados por Hurt et al. (1974), Leopard (1975), Tal et al.
(1987), Tal (1992), Bansal et al. (2012) e Ribeiro et al. (2012).

Os efeitos clinicos durante e ap0s o congelamento seguem uma sequéncia
previsivel (LEOPARD; POSWILLO, 1974; HAUSAMEN, 1975). Nas primeiras duas a
trés horas ocorre hiperemia e edema (LEOPARD; POSWILLO, 1974; HAUSAMEN,
1975; GONGLOFF; GAGE, 1983). Com 24 horas, ocorre um escurecimento da regiao
e 0 edema se torna mais pronunciado (LEOPARD; POSWILLO, 1974; LEMOS-

JUNIOR, 1999). O edema é imediato apos o descongelamento da area, aumentando
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com 24 e 48 horas (EMMINGS et al.,, 1967; SAKO et al.,, 1972; JARZAB, 1975;
HAUSAMEN, 1975; POSWILLO, 1978; TAL, 1982; GONGLOFF; GAGE, 1983).

O edema, devido ao acumulo de exsudato, € comum apOs a criocirurgia
(READE, 1979; SANTOS; SANT’ANA-FILHO, 2002). Um edema residual pode
permanecer apés 7 dias (HURT et al., 1972; BELTRAO, 2003). Procedimentos de
crioterapia na cavidade bucal podem produzir edemas severos e interferir na
degluticdo, mastigacao e respiracao do paciente (READE, 1979; SANTOS; SANT'ANA-
FILHO, 2002).

O edema pode ser notado tanto no aspecto macroscépico como no histologico
(SANTOS; SANT'ANA-FILHO, 2002). Corroborando com os achados da literatura, no
presente trabalho, observou-se a presenca de edema até o 7° dia no aspecto clinico
e até o 14° dia no aspecto histologico para os dois grupos (experimental e controle).
Entretanto, apesar de o nUmero de casos serem equivalentes, o edema sempre foi
mais acentuado nos animais tratados com o nitrogénio liquido.

A hiperemia e a equimose também foram eventos teciduais observados
clinicamente neste trabalho. A hiperemia, indicando reac&o inflamatéria (BELTRAO,
2003), foi menor em extenséo no grupo do Endo-Frost®. A equimose foi notada apenas
no 1° dia no grupo do N2. Esta alterag&o indica acimulo de sangue nos tecidos, estase
vascular e formacdo de trombos dentro dos vasos, diminuindo a circulacdo local
(EMMINGS et al., 1967; LEOPARD, 1975; GONGLOFF; GAGE, 1983; WHITTAKER,
1984; POSWILLO, 1986; TAL, 1992).

Nota-se, principalmente nos labios, a formacéo de vesiculas ou bolhas, nos
primeiros momentos ap0s a aplicacdo do agente criogénico (BELTRAOQ, 2003). Santos
e Sant’ana-Filho (2002) notaram a presenca de bolha em 100% dos casos tratados
com spray de nitrogénio liquido apdés 6 horas. No presente trabalho, observou-se,
histologicamente, a presenca de bolhas até o 14° dia. Segundo Buch et al. (1979), a
formacéo de uma vesicula subepitelial sugere destruicdo epitelial.

Quanto ao coagulo, ndo foi observada a presenca desta varidvel em nenhum
dos periodos de avaliacdo para os dois materiais testados. Resultados diferentes
foram encontrados na literatura, com a presenca de 100% de coagulo apds 6 horas
do congelamento (SANTOS; SANT'ANA-FILHO, 2002). Entretanto, o periodo de
observacéo e o protocolo de crioterapia foram diferentes.

Quanto a hemorragia, notou-se na pesquisa um maior destaque desta alteracao

no 1° e 3° dia, com aproximadamente 67% dos individuos afetados. Uma queda
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gradativa foi notada até a sua total auséncia com 21 dias. Resultados diferentes foram
encontrados na literatura, com a presenca de 100% desta alteracdo apoés 6 horas do
congelamento (SANTOS; SANT’ANA-FILHO, 2002). Porém, o periodo de observacéao
e o protocolo de crioterapia também foram diferentes.

A formacdo de Ulcera € um aspecto patolégico do reparo, podendo ser
resultado de vascularizagdo insuficiente durante o processo cicatricial (VALENTE,
2014). Quanto a ulcera, observou-se na pesquisa uma maior presenca desta lesao
no 1°, 3° e 79, atingindo seu pico maximo no terceiro dia. Entretanto, apés 14° dia
todas as amostras estavam livres desta alteracdo. Resultados diferentes foram
encontrados na literatura, com a presenca de 100% desta alteracdo ap0ds 6 horas do
congelamento (SANTOS; SANT'ANA-FILHO, 2002). No entanto, o periodo de
observacéo e o protocolo de crioterapia foram diferentes.

Com relacdo a desestruturacao epitelial, observou-se esta alteracdo em 100%
dos casos no 1° e 3° dia, para os dois grupos. A partir do 7° dia, iniciou-se uma
recuperacdo gradativa do tecido até a sua reestruturacdo total com 21 dias.
Resultados iguais foram encontrados na literatura, com a presenca de 100% desta
alteracdo apos 6 horas de congelamento (SANTOS; SANT’ANA-FILHO, 2002).

A primeira manifestacéo clinica e histoldgica da necrose tecidual, assim como
sua duracdo, é bastante variavel na literatura. Ocorre uma descamacao do tecido
necrosado e a re-epitelizacdo se inicia em profundidade (LEOPARD; POSWILLO,
1974; POGREL, 1993). A crionecrose pode ser visualizada ap6s 24 horas (JARZAB,
1975; LEOPARD, 1975; TAL; GORSKY, 1987; SCHMELZEISEN et al., 1989;
BELTRAO, 2003); entre 2 e 3 dias (TAL et al., 1982; GONGLOFF; GAGE, 1983;
BELTRAO, 2003); de 3 a 5 dias (YEH, 2000); 7 dias (TAL, 1992; TAL et al., 1987;
BELTRAO, 2003); e com 9 dias (BELTRAOQ, 2003).

Segundo Beltrdo (2003), apés 2 a 3 dias, ha uma necrose superficial, que na
regiao bucal é recoberta por uma membrana amarelada. Este mesmo autor observou
a necrose labial em 70% dos casos, com 7 dias, e em 40% dos casos, com 9 dias.
Resultados semelhantes aos da literatura foram observados nesta pesquisa. A
necrose foi observada clinicamente no 3° e 7° dia, e notada do 1° ao 14° dia na analise
histolégica.

A crosta pode se formar, no local da criolesdo, tanto na mucosa como na pele
(LEOPARD, 1975; BELTRAO, 2003; VALENTE, 2014). Durante a cicatrizacéo, as

crostas comecaram a se desprender das bordas da ferida até se soltarem
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completamente. O periodo de formagé&o e desprendimento das crostas varia de acordo
com o protocolo de congelamento e com o tipo de tecido congelado (VALENTE, 2014).

Beltrdo (2003) notou que nos dois primeiros dias ndo ha formacéao de crosta no
labio tratado com nitrogénio liquido. Em 3 dias, este autor visualizou a crosta em 70%
dos individuos, e com 5 dias notou 100% dos casos com crosta. Deste momento em
diante ocorreu um decréscimo linear da presenca de crosta até seu desaparecimento
total no 14° dia.

Na presente pesquisa, a crosta teve inicio ja no 1° dia para o grupo tratado com
Endo-Frost ®, demonstrando um reparo precoce dos tecidos. Esta variavel sé foi
observada no 3° dia para o grupo-controle. A partir do 14° a crosta nao foi mais
observada nos dois grupos, confirmando os achados da literatura.

Quanto aos limites indefinidos, vé-se que a lesdo se comportou desta forma até
o 3° dia para o grupo do gés refrigerante e até o 7° para o grupo-controle. Beltrdo
(2003) também observou, com o uso do nitrogénio liquido com hastes de algodéo, que
100% dos casos apresentavam limites indefinidos no 1° dia. Entretanto, este mesmo
autor notou a auséncia desta variavel no 7° dia pés-operatério.

A cicatrizacdo das lesdes causadas pela criocirurgia se da por segunda
intencdo, formando um novo epitélio no local da criolesdo (LEOPARD, 1975;
POSWILLO, 1986). O periodo para a completa cicatrizacédo das lesdes causadas pela
crioterapia é bastante variado na literatura. A cicatrizacdo pode ser observada a partir
de 10 dias, podendo chegar até 5 semanas (EMMINGS et al., 1967; SAKO et al., 1972;
LEOPARD; POSWILLO, 1974; JARZAB, 1975; HAUSAMEN, 1975; BUCH et al., 1979;
GONGLOFF et al., 1980; TAL, 1982; GONGLOFF; GAGE, 1983; TAL et al., 1987;
SCHMELZEISEN et al., 1989; SANTOS; SANT'ANA-FILHO, 2002; BELTRAO, 2003).
Esta variacao se justifica, pois muitos destes pesquisadores ndo padronizaram seus
protocolos de aplicacao de crioterdpicos ou porque as lesdes tratadas diferiram muito
em relagdo as suas dimensdes.

Clinicamente, o grupo tratado com gas refrigerante propano-butano apresentou
cicatrizacdo completa com 14 dias, corroborando com os achados de Sako et al.
(1972), Buch et al. (1979) e Beltrdo (2003). Entretanto, com 14 dias apenas 50% dos
animais que foram tratados com nitrogénio liquido apresentavam cicatrizacao
completa. Esta diferenca deve-se a técnica de aplicacdo do criégeno na forma de
spray, que segundo Toida et al. (1993) e Santos e Sant’ana-Filho (2002), causa danos

teciduais mais extensos e profundos do que a técnica com hastes de algodao. A



102

cicatrizacdo completa ocorreu apenas com 21 dias no grupo do nitrogénio liquido,
assim como os achados de Gongloff e Gage (1983), Tal et al. (1987) e Bublitz et al.
(2010).

Histologicamente, observou-se que a maioria das amostras da pesquisa
apresentava alguma alteracdo tecidual até o 14° dia. Contudo, no 21° dia, os tecidos
epitelial e conjuntivo estavam em processo avancado de reparo nos dois grupos, com
epitélio proliferativo e com estratificacdo em ordenacéo.

Desta forma, observa-se que os resultados obtidos na analise macroscépica e
histoldgica estdo de acordo com a literatura, pois o reparo tecidual aconteceu em um
periodo muito semelhante aos referidos em outros estudos.

A resposta inflamatéria € um processo importante no reparo das feridas. As
lesbes causadas pela criocirurgia geralmente provocam uma minima resposta
inflamatéria periférica (LEOPARD, 1975; VALENTE, 2014). Segundo Maccini et al.
(2011), a liberacdo de mediadores vasoativos resulta no influxo de células
inflamatorias, principalmente neutréfilos e macréfagos, para o local da crioleséo.

De acordo com Valente (2014), a reacao inflamatéria aguda é caracterizada
pela curta duragdo, aumento da permeabilidade vascular, exsudacdo de fluidos e
proteinas plasméticas e migracdo de leucdcitos, principalmente neutrofilos. Uma
necrose por coagulacdo é observada no centro do local da criocirurgia, com a
presenca de neutrofilos na zona periférica (VALENTE, 2014).

Schmelzeisen et al. (1989) notaram, 3° dia, um extenso infiltrado inflamatorio
e a criolesdo atingiu seu diametro maximo. Hurt et al. (1972) observou que com trés
dias um exsudato inflamat6rio intenso estava presente, composto em sua maioria por
neutroéfilos. Além disso, notou a presenca de células gigantes junto a camada basal.
No 4° dia, uma maior invasdo de neutrofilos foi observada.

Resultados similares foram observados neste estudo comparativo do gas
refrigerante propano-butano e nitrogénio liquido. Notou-se que no 1° e 3° dia
predominou a resposta inflamatdria intensa e aguda, envolvendo mais de 50% da area
examinada.

No 4° dia de pos-operatoério, Schmelzeisen et al. (1989) observaram a presenca
de abscessos subepiteliais. Esta alteracao também foi notada no 3° dia neste estudo,
porém em apenas um caso tratado com o gas refrigerante. Contudo, esta alteracéo

nao se manifestou clinicamente.



103

O processo de "limpeza" celular pode durar de semanas a meses (MACCINI et
al., 2011). Areas menores de necrose sio acompanhadas de reac&o inflamatéria que
desaparecem em poucas semanas, enquanto que areas de destruicdo moderadas
apresentam regeneracao apos 1 a 2 meses (GAGE, 1978). Segundo Valente (2014),
a reacao inflamatoria crénica depende da n&o resolugéo do processo de fase aguda
e, geralmente, possui longa duracéo. Esta fase caracteriza-se pela persisténcia de
macrofagos e linfocitos, além de angiogénese, e proliferacdo de tecido epitelial e
conjuntivo (VALENTE, 2014).

No presente estudo, observou-se que no 14° e 21° dia houve um predominio
da resposta inflamatéria crbnica e leve (quanto a intensidade e extensdo),
confirmando outros estudos que afirmam uma longa duracao deste processo crénico.

ApoOs o congelamento do tecido, poucos cuidados sdo necessarios. Pode haver
um pequeno desconforto, mas uma dieta liqguida € normalmente bem tolerada
(SANTOS; SANT’ANA-FILHO, 2002). O periodo de descamacao do tecido necrotico
€ o periodo de maior desconforto e pode ser tratado com irrigacdes ou bochechos,
removendo-se o tecido necrosado (EMMINGS et al., 1967; JARZAB, 1975;
GONGLOFF et al., 1980).

A criocirurgia é relativamente indolor e sem grande desconforto no pos-
operatorio, provavelmente devido a destruicdo das fibras nervosas periféricas pela
acao do frio (HURT et al., 1972; POSWILLO, 1978; BARNARD, 1980; WHITTAKER,
1984; SCHMIDT; POGREL, 2004; GAGE et al., 2009). Porém, a capacidade de
preservacao dos nervos, mesmo com a destruicao das células tumorais adjacentes a
estes, tem sido relatada (LEOPARD; POSWILLO, 1974; SCHMIDT; POGREL, 2004;
GAGE et al., 2009). Isto justifica a boa aceitacdo desta técnica por parte dos pacientes
(EMMINGS et al., 1967; SAKO et al., 1972; GONGLOFF et al., 1980).

Um achado comum € o fato de que as areas de pele e mucosa tratadas com
criocirurgia permanecam anestesiadas por um periodo de varias semanas
(BARNARD, 1980). Apés este periodo ha um completo retorno da sensibilidade
(LEOPARD; POSWILLO, 1974; HAUSAMEN, 1975; POSWILLO, 1978; BARNARD,
1980; TAL, 1982).

Na pesquisa, com relacdo a dor e o comportamento dos animais, notou-se que,
ja no primeiro dia de poOs-operatorio, estes se alimentavam, porém com alguma

restricdo devido ao edema labial bilateral. Os animais ndo manifestaram sinais de dor
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durante todo periodo de observacdo, bem como se mantiveram ativos, doceis e
apresentando normofagia, normodipsia, normuria e normoquesia, tendo ao final do
experimento um incremento médio de 38 gramas nos seus pesos corporais. Este
mesmo critério foi utilizado por Valente (2014) para avaliar a dor apos criocirurgia em
ratos Wistar.

A criocirurgia oferece grande vantagem em relagdo a excisdo convencional,
pois oferece menor risco de sangramento e infeccdo no poés-operatério (GETTER,;
PEREZ, 1972; HURT et al., 1972; MARCUSHAMER et al., 1997; YEH, 2000; SHIRANI
2008, BUBLITZ et al., 2010; RIBEIRO et al., 2012; SINGH et al., 2012; VYASARAYANI
etal., 2014). Além disso, esta técnica ndo necessita remocéao de qualquer tecido (YEH,
2000; SHIRANI 2008).

Quanto ao sangramento e as infeccbes, resultados semelhantes foram
encontrados nesta pesquisa. Durante o periodo do experimento, ndo se observou
hemorragia ou infeccao visivel ao exame clinico para os dois tratamentos realizados.

Experimentos em animais de laboratdrio tém confirmado impressdes clinicas
de que a cicatrizacdo apos a criocirurgia da-se por regeneracao, no qual a quantidade
de coldgeno encontrado nas cicatrizes é apreciavelmente menor do que nas
produzidas por bisturi frio ou elétrico (HURT et al., 1972; BUCH et al., 1979; TAL et
al., 1982).

Os resultados estéticos apdés a aplicacdo da criocirurgia S80 promissores
(SANTOS; SANTANA-FILHO, 2002; ZIMMERMAN; CRAWFORD, 2012). O
tratamento pode ser repetido quantas vezes forem necessarias sem formar cicatrizes
fibrosas, o0 que é importante em &rea estética da face e em sulcos anatbmicos
(SANTOS; SANT'ANA-FILHO, 2002). A regeneracao tecidual, sem a formacao de
cicatriz, oferece uma grande vantagem quando comparada a excisao cirurgica (TAL,
1992; YEH, 2000; BUBLITZ et al., 2010).

No periodo de observacdo de 21 dias, notou-se formacdo de uma pequena
cicatriz, porém a cicatrizacdo até este periodo evoluiu sem formacéo de fibrose ou
limitacdo da movimentag&o do labio. A cicatriz formada foi discreta e provavelmente
desapareceria se o periodo de acompanhamento fosse um pouco maior.

A crioterapia apresenta diversas vantagens segundo a literatura. Esta técnica
€ segura, barata, eficaz e de facil execugdo (POGREL, 1993; SANTOS; SANT'ANA-
FILHO, 2002; BANSAL et al., 2012) . Além disso, é uma técnica que: conserva 0s

tecidos, pois evita ressec¢cdes amplas ou até reconstru¢cdes com enxertos; preserva o



105

arcabouco para o reparo dos tecidos como nervos, vasos e 0Sso; possibilita o
tratamento de varias lesdes da cavidade bucal e da face; ndo necessita de suturas ou
curativos; ndo apresenta sangramentos ou infecc¢des; praticamente ndo causa dor;
nao gera cicatriz antiestética; pode ser repetida varias vezes; pode ser utilizada no
tratamento de pigmentagcdes antiestéticas de gengiva; pode ser indicada em paciente
com problemas sistémicos, como coagulopatias, hipertensdo e outros; e pode ser
usada no tratamento de lesbes muito extensas, devido ao baixo risco de ocorrer
cicatrizacao fibrética e comprometimento funcional (EMMINGS et al., 1967; GETTER,;
PEREZ, 1972; HURT et al., 1972; SAKO et al., 1972; LEOPARD, 1975; POSWILLO,
1978; TAL etal., 1987; POGREL, 1993; POGREL et al., 1996; MARCUSHAMER et al.,
1997; ISHIDA; RAMOS-E-SILVA, 1998; THAI; SINCLAIR, 1999; YEH, 2000; SCHIMDT;
POGREL, 2001; SANTOS; SANT'ANA-FILHO, 2002; SHIRANI 2008; BUBLITZ et al.,
2010; COSTA et al., 2010; MENDONCGCA et al., 2011; BANSAL et al., 2012; KUMAR et
al., 2012; RIBEIRO et al., 2012; SINGH et al., 2012; ZIMMERMAN; CRAWFORD,
2012; KUMAR et al., 2013; VYASARAYANI et al., 2014).

Algumas desvantagens também s&o relatadas na literatura. As principais
desvantagens sdo: necrose imprevisivel e destruicdo ndo seletiva dos tecidos;
necessidade de varias aplicacdes, dependendo do tipo de lesdo; risco de edema
excessivo e prolongado, principalmente na regido de labios, lingua, faringe e
amigdala, com risco de prejudicar a degluticao, a fonagdo e a respiracdo; formacao
de fibrose em lesbes muito amplas, porém em menor proporcdo que a cirurgia
convencional; risco de exposicdo e sequestro 0sseo; risco de anquilose dental,
quando aplicado préximo a raiz dos dentes; despigmentacdo da pele, no caso de
pacientes melanodermas; risco de sialoadenite transitdria, quando aplicado proximo
dos ductos salivares; e falta de material para analise histopatolégica (LEOPARD,
POSWILLO, 1974; LEOPARD, 1975; MARCIANI, TRODAHL, 1975; READE, 1979;
POSWILLO, 1986; TURJANSKY; STOLAR, 1992; POGREL, 1993; ISHIDA; RAMOS-
E-SILVA, 1998; SANTOS; SANT'ANA-FILHO, 2002; ZIMMERMAN; CRAWFORD,
2012). Contudo, as vantagens superam facilmente as desvantagens com o0 uso da
criterapia (LEOPARD, 1975; SANTOS; SANT'ANA-FILHO, 2002; GAGE et al., 2009).

Além destas vantagens e desvantagens comuns aos criogenos de maneira
geral, a técnica de criocirurgia com o uso do gas refrigerante propano-butano
apresentou, nesta pesquisa, algumas vantagens adicionais. O custo do cribgeno

Endo-Frost® foi mais baixo, pois ndo necessita de aparelhagem especifica para
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producdo do spray. Outro fator relevante é que este produto pode ser utilizado pelo
cirurgido-dentista para outra finalidade que ndo a crioterapia. Além disso, a vida util
do produto é maior, pois depende apenas do periodo de validade do produto, uma vez
gue este ndo apresenta evaporacdo espontanea como o nitrogénio liquido.

O gas refrigerante propano-butano foi capaz de causar danos & mucosa bucal
de ratos, de forma similar ao nitrogénio liquido, mesmo com menor potencial de atingir
baixas temperaturas. Isto pode ser benéfico no tratamento de lesdes da cavidade
bucal, onde se espera um edema maior e com riscos de comprometer funcionalmente
a respiracado, mastigacdo e fonacdo (READE, 1979; SANTOS; SANT'ANA-FILHO,
2002). O edema observado com uso do gas refrigerante, mesmo que estatisticamente
equivalente em namero de casos, sempre foi em menor proporgéo que o causado pelo
nitrogénio liquido.

A criolesdo, no grupo-experimental, foi mais localizada e cicatrizou mais
precocemente. Uma regeneracdo mais rapida € especialmente importante no
tratamento de lesdes da cavidade bucal e proximas a estruturas nobres, com 0s
nervos periféricos, pois acelera o processo de cicatrizacao e diminuindo a morbidade
do tratamento.

As varidveis avaliadas, macro e microscopicamente, ndo demonstraram
diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos avaliados no periodo de
duracédo do experimento. A metodologia empregada ou os parametros utilizados nas
avaliacdes, bem como o teste estatistico aplicado para a analise dos dados, podem
ndo ter sido suficientemente sensiveis para detectar minimas variacdes entre 0s
grupos e, talvez, por isso ndo se tenham encontrado diferencas significativas.
Contudo, pode-se afirmar que os dois tratamentos utilizados foram equivalentes ou
iguais.

Através da analise dos resultados obtidos e sua comparacdo com a literatura,
comprova-se a importancia desta pesquisa para evolugéo da criocirurgia. Embora haja
muitos trabalhos publicados ao longo de cinco décadas, nenhum estudo foi realizado
com o uso do gas refrigerante propano-butano. Outro gas refrigerante, o
tetrafluoretano, ja utilizado para tratar lesbes da cavidade bucal, poréem de modo
empirico e com protocolos ndo padronizados, baseados apenas na experiéncia clinica
dos autores (MENDONCA et al., 2011; KUMAR et al., 2012; SINGH et al., 2012;
KUMAR et al., 2013).
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Portanto, os achados clinicos e histologicos deste estudo sdo de grande
relevancia, pois, a partir deste experimento, o gas refrigerante propano-butano pode
ser utilizado com maior seguranca na clinica odontoldgica. Este trabalho confirma a
experiéncia clinica de outros pesquisadores, porém, agora, baseado em evidéncias
cientificas. Abre-se um campo inexplorado para novos protocolos e tratamentos para
as diversas lesdes da cavidade bucal. Ampliam-se também as opcdes de cridgenos.
Devido aos baixos custos e disponibilidade do material, facilita-se o acesso do
cirurgido-dentista a técnica de criocirurgia. Com isso, muitos pacientes podem ser
beneficiados. Contudo, mais estudos sdo necessarios para avaliar os efeitos do gas
refrigerante propano-butano nos diversos tecidos e nas diversas lesfes patologicas

da cavidade bucal.



7 CONCLUSOES

Através da analise comparativa dos resultados desta pesquisa, pode-se

concluir que:

As variaveis avaliadas, macro e microscopicamente, ndo demonstraram
diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos avaliados, nos
periodos de 1, 3, 7, 14 e 21 dias. Desta forma, pode-se afirmar que Endo-Frost®
e 0 nitrogénio liquido apresentaram resultados iguais ou equivalentes;
Clinicamente, o grupo tratado com gas refrigerante propano-butano apresentou
uma cicatrizacdo mais precoce, completando-se com 14 dias. No grupo-
controle a cicatrizacdo completa s6 ocorreu com 21 dias;

Histologicamente todos os critérios morfologicos avaliados estavam ausentes
no 21° dia. O coagulo néo foi detectado em nenhum periodo do experimento;
A resposta inflamatoria foi aguda, intensa e de maior extensdo no 1° e 3° dia.
O 7° dia foi marcado por um periodo de transicdo dos critérios. No 21° dia de
cicatrizacdo, predominou um processo inflamatorio crénico e leve;

Os dois protocolos de crioterapia utilizados foram capazes de congelar a
mucosa bucal, produzindo crionecrose. Entretanto, Endo-Frost® causou menor
morbidade e o edema foi menos intenso. Além destas vantagens, este criogeno
tem baixo custo, € um produto multiuso e é de facil acesso ao cirurgido-dentista.
Contudo, novos estudos sdo necessarios para aprimoramento da técnica nas

diversas lesOes da cavidade bucal.
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APENDICE A — Foto ilustrativa do criocautério Nitrospray® de 350 ml

Ponteira de 0,7 mm (A), gatilho (B), ampola isolante (C), kit de ponteiras
abertas ou de spray (D), ponteiras fechadas ou de contato (E), tampa (F) e

valvula de seguranca (G).
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APENDICE B — Foto ilustrativa do Endo-Frost® de 200 ml com canula de aplicacéo

. Endo-Frost

i

!
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APENDICE C — Formulario de parametros clinicos

ANALISE MACROSCOPICA DAS FERIDAS

Grupo:
NUMERO DOS ANIMAIS (1-30)
Periodo: dia(s)

Critérios qualitativos

Edema

Hiperemia

Necrose

Crosta

Equimose

Limites
indefinidos

Cicatrizagao
incompleta
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APENDICE D — Formulario de parametros histolégicos

ANALISE MICROSCOPICA DAS FERIDAS - MORFOLOGIA

Grupo:
NUMERO DOS ANIMAIS (1-30)
Periodo: dia(s)

Critérios qualitativos

Edema

Bolha

Coégulo

Desestruturacgéo epitelial

Hemorragias

Ulcera

Necrose

Epitélio anormal
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APENDICE E — Formulério de parametros histologicos

ANALISE MICROSCOPICA DAS FERIDAS — RESPOSTA
INFLAMATORIA

Grupo:
NUMERO DOS ANIMAIS (1-30)
Periodo: dia(s)

Critérios quantitativos

Tipo

Intensidade

Extensao

Estado geral da mucosa
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APENDICE F - Gréfico individual do edema, hiperemia e necrose (parametros

clinicos)

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Edema

1dia

3 dias

7 dias

14 dias

21 dias

M Endo-Frost®

M Nitrogénio

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Hiperemia

1dia

3 dias

7 dias

14 dias

21 dias

M Endo-Frost®

M Nitrogénio

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Necrose

1dia

3 dias

7 dias

14 dias

21 dias

M Endo-Frost®

M Nitrogénio
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APENDICE G - Gréfico individual da crosta, equimose e limites indefinidos

(parametros clinicos)

Crosta
70%
60%
50%
A40% M Endo-Frost®
30% B Nitrogénio
20%
10%
0%
1dia 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Equimose
100%
80%
60% M Endo-Frost®
A0% M Nitrogénio
20%
0(}, A A S A
(]
1dia 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Limites indefinidos
100%
80%
60% M Endo-Frost®
A0% M Nitrogénio
20%
0%
1dia 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
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APENDICE H — Gréfico individual da cicatrizac&o incompleta (parametros clinicos)

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Cicatrizacao incompleta

® Endo-Frost®

M Nitrogénio

1 dia

3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
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APENDICE | — Gréfico individual do edema, bolha e desestruturacéo epitélio

(pardametros histolégicos)

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Edema

1dia

3 dias 7 dias 14 dias

21 dias

M Endo-Frost®

M Nitrogénio

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Bolha

1dia

3 dias 7 dias 14 dias

21 dias

M Endo-Frost®

M Nitrogénio

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Desestruturacao epitelial

1dia

3 dias 7 dias 14 dias

21 dias

M Endo-Frost®

M Nitrogénio
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APENDICE J — Gréfico individual da hemorragia, Ulcera e necrose (parametros

histoldgicos)

Hemorragia

100%

80%

60% M Endo-Frost®

A0% M Nitrogénio

20%

0%
1dia 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Ulcera

1005

BO%

60% B Endo-Frost®

40% B Nitrogénio

20%

— —

0%
1 dia 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Necrose

100%

80%

60% M Endo-Frost®

A0% B Nitrogénio

20%

0%
1dia 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
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APENDICE K — Gréfico individual do epitélio alterado (parametros histoldgicos)

Epitélio alterado

100%
80%
60% ® Endo-Frost®
40% B Nitrogénio
20%
—

0%
1dia 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
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APENDICE L — Gréfico da resposta inflamatoria (parametros histologicos)

Tipo
90,0 |
80,0
70,0
60,0
B Ausente
50,0
40,0 M Cronica
30,0 Mista
20,0 B Aguda
10,0
0,0
D E D E D - Endo-Frost®
E - Nitrogéni
14 dias 21 dias Itrogenio
Intensidade
90
80
70
60
B Ausente
50
40 B | eve
30 Moderada
20 B Severa
10
0
D E D E D - Endo-Frost®
E - Nitrogénio
14 dias 21 dias




APENDICE M — Gréfico da resposta inflamatoria (parametros histoldgicos)

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Extensao

B Ausente

M Leve
Moderada

MW Severa

D - Endo-Frost®

E - Nitrogéni
14dias | 21 dias trogenio

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Estado geral da mucosa

m S/ inflamagdo
B C/ inflamagdo
Abscesso

W Necrose

D - Endo-Frost®
E - Nitrogénio

131



ANEXO A - Aprovacéo do Comité de Etica

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Comisséo de Etica no Uso de Animais /CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 578/2013 do Pesquisador Jose
Carlos Garcia de Mendonga , referente ao projeto de pesquisa “Estudo
morfolégico comparativo da crioterapia com nitrogénio liquido e géas
refrigerante propano-butano na mucosa oral de ratos”, esta de acordo
com os principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal (CONCEA), com a legislagdo vigente e
demais disposicoes da ética em investigagdo que envolvem
diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido extraordinaria do dia

22 de janeiro de 2014.

J%@x uv\@/ B

Maria Aratjo Teixeira
Coordenadora da CEUA/UFMS

Campo Grande, 22 de janeiro - 2014.

Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA
http://www.propp.ufms.br/ceua
ceua@propp.ufms.br
fone (67) 3345-7184
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