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RESUMO

Magliano GC. Estudo do efeito deletério do iodo-131 nas glandulas salivares de
camundongos tratados ou ndo com laser de baixa poténcia. [dissertacdo]. S&o
Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Versédo
Original.

O tratamento com o iodo-131, conhecido como iodoterapia, ja € bem estabelecido
para tumores de tireoide diferenciados, porém, pode ter como importante efeito
colateral o desenvolvimento da hipofuncéo das glandulas salivares. Dados recentes
da literatura relatam casos de sialoadenite e xerostomia em pacientes submetidos a
iodoterapia, no entanto, poucos estudos analisam o seu efeito na funcdo e
morfologia do tecido glandular, o que dificulta o aparecimento de métodos
preventivos e curativos para essas complicagdes. Com isso e baseado em estudos
que indicam resultados promissores da terapia fotobiomoduladora, com laser de
baixa poténcia, no tratamento da hipofuncdo das glandulas salivares; este trabalho
teve como objetivo compreender o efeito da iodoterapia sobre as glandulas salivares
e analisar se a terapia de fotobiomodulagéo é capaz de evitar o dano ao tecido. Para
isto, foi estabelecido o protocolo de inducé&o da hipofuncéo das glandulas salivares
através da iodoterapia em 70 camundongos BALB/c; os quais foram divididos em
trés grupos: C, controle (n=30); I, submetidos a iodoterapia (n=20); e IL, submetidos
a iodoterapia e terapia fotobiomoduladora para a hipofuncéo das glandulas salivares
(n=20), com um comprimento de onda de 808 nm, espectro infravermelho, poténcia
de 100 mW, energia de 1 J e 10 s por ponto, totalizando uma densidade de energia
de 35,7J/cm2. Os animais foram avaliados em trés tempos experimentais; T1: antes
da iodoterapia, T2: 10 dias apds a iodoterapia, e T3: 90 dias apOs a iodoterapia.
Logo apds a eutanasia, houve a remocdo das glandulas salivares parotidas e
submandibulares, para analises morfoldégicas e imuno-histoquimicas, para a
determinacdo quantitativa de células apoptéticas e expressao dos canais de sédio e
iodo, cujos resultados mostraram que a iodoterapia com o iodo-131 promoveu, nas
glandulas salivares parétida e submandibular, a inibicdo dos canais de sédio e iodo,
aumento de células apoptoéticas e alteracdo do estroma glandular, com diminuicdo
na concentragcdo de colageno e atrofia das unidades secretoras terminais. Além
disso, também foi observado que a TFBM com laser de baixa poténcia foi eficaz na

modulacdo dos efeitos inflamatérios causados pelo iodo-131, aumentando a



producdo de colageno no tecido glandular, modulando a inflamac&o nas unidades
secretoras terminais, reativando expressao do NIS e controlando a apoptose celular.
Com os resultados obtidos no presente estudo, concluimos que que a iodoterapia
causa hipofuncdo das glandulas salivares parétidas e submandibulares e que a
terapia de fotobiomodulagcdo se mostrou uma terapia eficaz e promissora para

prevenir e atenuar estes efeitos colaterais.

Palavras-chave: lodoterapia. Hipofung&o glandulas salivares. Laserterapia. Laser de

Baixa Poténcia.



ABSTRACT

Magliano GC. Study of lodine-131 ablation effects in mice salivary glands treated and
not treated with low-power laser irradiation. [dissertation]. S&o Paulo: Universidade
de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Verséao Original.

Radioiodine treatment (RI), is a usual treatment for thyroid tumours, which may have
the salivary gland hypofunction (SGH) as an important side effect. Sialoadenitis and
xerostomia were reported in patients submitted to RI, however, only a few studies
have analyzed its effect on function and morphology of glandular tissue, which
makes it difficult to discover preventive and curative methods for these complications.
Based on this and on the positive effects of photobiomodulation therapy (PBMT) in
the treatment of HGS, the aim of the present study was to understand the effect of RI
on salivary glands and to examine whether the PBMT is capable of preventing tissue
damage. Thus, the protocol of induction of SGH by RI was performed in 70 BALB / c
mice; which were divided into three groups: C, control (n = 30); I, submitted to RI (n =
20); and IL, submitted to Rl and PBMT (n = 20). The animals were analysed in three
different experimental times; T1: before RI, T2: 10 days after RI, and T3: 90 days
after RIl. Shortly after euthanasia, the parotid and submandibular salivary glands,
were surgically removed for morphological and immunohistochemical analyzes, for
the quantitative determination of apoptotic cells and expression of the sodium and
iodine channels. The data showed an inhibition of sodium and iodine channels,
increase of apoptotic cells and alteration of the glandular stroma, with destruction of
collagen and atrophy of the secretory units in salivary glands, after RI. It was also
observed that the PBMT seems to have been effective in modulating the effects of
this inflammatory condition, increasing collagen production in the glandular tissue,
modulating inflammation in the terminal secretory units, reactivating NIS expression
and controlling cellular apoptosis. In conclusion, the RI caused hypofunction of the
parotid and submandibular salivary glands and the PBMT was able to prevent and

attenuate this side effect.

Keywords: Radioiodine treatment. Salivary Gland Hypofunction. Lasertherapy.
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1 INTRODUCAO

O crescimento da populacdo, atrelado a sua maior expectativa de vida, tem
aumentado consideravelmente a ocorréncia de canceres. Com base nas estimativas
da GLOBOCAN - IARC (Global Cancer Statistic - International Cancer Research),
cerca de 18,1 milhées de novos casos de céancer e 9,6 milhdes de mortes ocorreram

em 2018, em todo o mundo (1).

O aumento expressivo no diagnostico de canceres de tireoide nos ultimos anos
vem, consequentemente, aumentando o nimero de pacientes que sao submetidos a
lodoterapia (IT). Isso porque o tratamento de eleicdo para tumores diferenciados de
tireoide, que correspondem a 90% dos casos dos tumores na glandula, esta
fundamentado em uma avaliacdo que determinara um plano terapéutico cirargico,
gue normalmente € complementado com a IT, para ablacdo do tecido tireoidiano

remanescente (2).

A IT se baseia na administracdo de iodo-131, que € captado pela glandula
tireoide através do Natrium lodide Symporther (NIS), uma glicoproteina de
membrana, que é um transportador de sédio e iodo, responsavel pela captacdo de
iodo para dentro do foliculo tireoidiano. Apds sua captacao, o iodo vai acumular nos
tecidos tireoidianos remanescentes, com o0 objetivo de elimina-los, através da
radiacdo B emitida, provocando necrose e fibrose, evitando recidivas desse tumor
(3). A acédo ideal da IT consiste em ablacionar todas as células tumorais residuais e
metéstases distantes, sem interagir ou afetar tecidos normais, porém uma das
maiores limitacbes da IT estd relacionada a sua acdo nos tecidos sadios. Nao
apenas a glandula tireoide, mas também outros tecidos do nosso corpo sao capazes
de captar e acumular iodo, e por também possuirem essa glicoproteina de
membrana, o NIS, se tornam sensiveis aos efeitos do iodo radioativo. As glandulas
lacrimais, mucosa gastrica, glandulas mamarias em lactacdo e as glandulas

salivares sdo exemplos de érgdos capazes de captar e acumular iodo (4, 5).

As glandulas salivares (GS) sédo 6rgdos sensiveis, e diante desse cenario,

inevitavelmente, uma significante dose de iodo é absorvida, acumulada e secretada
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pelas GS, e com isso, instalam-se algumas complicagdes. Danos, agudos e tardios,
relacionados ao acumulo de iodo nas GS em pacientes submetidos a IT incluem:
edema na regido de GS maiores, maior susceptibilidade as infeccbes orais,
desconforto gastrointestinal e xerostomia (sensacdo de boca seca), com
consequente disgeusia (diminuicdo ou perda de paladar) (6-9). A incidéncia de
sialoadenite, depois de altas doses de iodo131 é cerca de 30%, e alguma alteracao

de fluxo e/ou de composicao salivar € vista em todos os pacientes (10-13).

Ainda existem muitas davidas quanto aos efeitos colaterais e a durabilidade
desses efeitos (imediatos ou permanentes) causados pela IT nas GS. Mas, de uma
maneira ou de outra, tanto a prevencdo, quanto o tratamento desses efeitos
colaterais, sdo necessarios, uma vez que a saliva é essencial para uma boa
qualidade de vida do paciente. Funcdes orais basicas como falar, mastigar, deglutir,
dentre outras, s6 sdo possiveis pela presenca desse fluido na cavidade oral. A saliva
€ responsavel pela lubrificacdo — evitando traumas e escoriacdes de alimentos na
mucosa oral, além de auxiliar, por exemplo, na formacdo do bolo alimentar, na

digestéo, na protecao imunoldgica, além de muitas outras funcdes (14).

O reduzido numero de trabalhos sobre o assunto acaba por limitar o
entendimento sobre o desenvolvimento e a progressdo da hipofuncédo das glandulas
salivares (HGS) induzida por IT, dificultando o desenvolvimento de um método de
prevencao e de tratamento eficaz. Atualmente, utilizam-se algumas terapias, muitas
delas paliativas, como enxaguatérios e substitutos salivares, que nao previnem ou

tratam de fato essa complicacéo.

A terapia de fotobiomodulacdo (TFBM), com laser de baixa poténcia, tem se
mostrado promissora para a prevencao e tratamento da hipofuncdo das glandulas
salivares, tanto em pacientes oncoldgicos sob tratamento antineoplasico (15-17),
como pacientes ndo oncologicos (18-20). Sendo assim, com a intencdo de buscar
respostas cientificas para elucidar a acdo do iodo nas GS, bem como propor um
tratamento para essa debilidade, este trabalho tem como objetivo identificar quais
sdo os potenciais fatores envolvidos no desenvolvimento e progressdo da HGS,
assim como avaliar o efeito da TFBM, com laser de baixa poténcia, no tratamento da
HGS de animais submetidos a IT.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Glandula Tireoide

A tireoide € uma glandula de secrecdo endodcrina, que localiza-se
imediatamente abaixo da laringe e anteriormente a traqueia (21), sendo um dos
maiores Orgdos endocrinos do corpo, pesando entre 15-25 g em adultos, porém
esse peso pode estar alterado diante de desordens sistémicas e doencas, como
hipotireoidismo ou hipertireoidismo (22). E formada por dois lobos laterais, direito e
esquerdo, que estdo unidos por um istmo. Os lobos individuais, normalmente
apresentam um polo superior mais pontiagudo, e um polo inferior pouco definido,
gue vai se unir ao istmo. Cada um desses lobos tem aproximadamente 2 — 2,5 cm

de espessura e largura em seu maior comprimento, e 4 cm de comprimento (23).

Figura 2.1 — Anatomia da glandula tiredide. Fonte: Anatomia Orientada para Clinica— Moore, Dalley, Agur — 62 Ed
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O desenvolvimento da glandula tireoide origina-se de um espessamento do
assoalho da faringe, inicia-se na terceira semana de gestagcdo e termina na décima
primeira semana. A glandula tireoide possui dois principais tipos celulares; as células
foliculares, que sdo responsaveis por utlizar o iodo do sangue para produzir
hormonios tireoidianos que vao auxiliar na regulacdo do metabolismo; e as células
parafoliculares (“células C”), que produzem calcitonina, horménio responsavel pelo

uso e regulacédo de calcio no corpo (22, 23).

A regulacdo do metabolismo do sistema enddcrino ocorre através do controle e
monitoramento da producédo e secrecdo de hormonios pelo hipotdlamo, pela hipdfise
e pela tireoide. O iodeto captado na corrente sanguinea para o coldide do foliculo
tireoidiano € oxidado pela tireoperoxidase (TPO), para permitir a producdo dos
hormoénios triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), que controlam a velocidade e
manutencdo do metabolismo, sdo responsaveis pela regulacdo do desenvolvimento

fisico, neurolégico e manutencédo do metabolismo (23).

2.2 Transporte de iodo

O lodo (I) é um oligoelemento, ou seja, existe em reduzidas quantidades no
organismo, mas € indispensavel para o bom funcionamento organico. E um
componente essencial na dieta e na fisiologia do corpo e da glandula tireoide, sendo
o principal componente dos hormonios tireoidianos T3 e T4, dois dos principais

reguladores da funcéo tireoidiana (24).

Nos seres humanos a quantidade total de iodo é entre 25-50 mg, e 50-70%
desse iodo total € ndo-hormonal, ou seja, concentra-se em tecidos extra tiredideos,
onde seu papel biolégico ainda ndo foi completamente elucidado. Em 1985,
formulou-se a hipotese de que o iodeto pode ter um papel na funcédo antioxidante
nas células (25). Nestas células, o iodeto vai atuar como um doador de elétrons na
presenca de H,O, e peroxidases, e 0 restante do atomo vao atuar iodando
horménios tireoidianos e alguns lipideos especificos, neutralizando seu poder
oxidante (25-27).
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Foi demonstrado que o iodeto é capaz de eliminar espécies reativas de
oxigénio em algas, e também em humanos, e que esse foi um dos primeiros
sistemas antioxidantes inorganicos que foi descrito em um ser vivo (28). E a
deficiéncia de iodo, como um antioxidante, causa mais danos nos embrides em
desenvolvimento do que alguns outros antioxidantes mais comuns, como
carotenoides e flavonoides. Em mulheres gravidas, a deficiéncia pode provocar

abortos ou desfiguracao, especialmente facial, do feto sobrevivente (29).

A tireoide apresenta uma propriedade de concentrar iodo e o tornar disponivel
para a sintese de hormdnios tireoidianos. Levando-se em consideracdo que a
concentracdo de iodo no plasma € baixa, em torno de 15-20 mg, as células
tireoidianas precisam de um mecanismo para concentrar quantidades maiores de
iodo para a producdo adequada de horménios, para isso, a captacdo do iodeto é
feita através do NIS - Co-transportador de Sdédio e lodo (Natrium lodide

Symporther), uma proteina de membrana transportadora de sodio-iodo (30).

O NIS é uma glicoproteina integral de membrana, inserida na membrana basal
do tiredcito, que media o transporte ativo de ions iodo da corrente sanguinea para
dentro das células foliculares da tireoide, que entdo, € usado para diversos
processos fisioldgicos, possuindo uma funcdo majoritaria na captacdo de iodo. A
absorcdo de iodo € o resultado de um mecanismo de transporte ativo, conduzido

pelo gradiente eletroquimico de sddio (30, 31).

Nesse processo, dois ions sodio sdo transportados para o interior do tiredcito,
mas apenas um ion de iodo é internalizado. Os ions criam um gradiente que
favorece o transporte do ion iodo, através da energia provida pela Na*/K* ATPase. O
ion captado migra até a membrana apical, de onde é transportado para o limen do
foliculo tireoidiano. Apés seu transporte para o interior do limen, o |I" é oxidado para
iodeto, passando entdo pelo processo de organificacdo, em que o iodo é
incorporado aos residuos de tirosina da tireoglobulina, sendo catalisado pelas
enzimas Dual Oxidase 2 (Duox2) e Tireoperoxidase (TPO), na presenca de peroxido
de hidrogénio (H20,), formando Monotirosina (MIT) e Diiodotirosina (DIT). A TPO
também catalisa o acoplamento de duas moléculas de iodotirosina para formar T3 e

T4 (3).
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Na presenca do hormonio tiredideo estimulante (TSH), que & produzido na
hipéfise, a meia vida do NIS na membrana dos tirocitos é de 5 dias,
aproximadamente, e de 3 dias, na sua auséncia. Em situacdes que ocorrem
auséncia de TSH, o NIS sofre uma compartimentalizacéo intracelular (32). Desse
modo, o TSH é visto como, além do principal regulador da funcao tireoidiana, um
importante regulador da expresséo da proteina NIS. O TSH desencadeia sua fungéo
nos tirécitos por meio de AMPc intracelular, que vai promover um aumento da
expressdo de RNAmM do NIS (33, 34). Um estudo verificou nos tirocitos de ratos
hipofisectomizados (que tiveram a hipofise removida), a reducéo da expressdo do
NIS, e essa condi¢éo foi imediatamente revertida com a administracao de TSH (35).

A concentracdo de iodo na tireoide € a primeira etapa para a producdo dos
hormonios tireoidianos, que sdo responsaveis pelo crescimento, desenvolvimento
fisiologico e regulacdo de inimeras funcdes do organismo, como a producao de
energia e calor. Ja se sabe que o mecanismo de transporte de iodeto € necessario
para o normal funcionamento da glandula tireoide, e qualquer falha nesse sistema

de transporte pode gerar complicacgdes fisiologicas (36).

Alguns estudos mostram que ha uma reducdo na expressdo do NIS em
adenomas e carcinomas tireoidianos, o que causa uma diminuicdo da capacidade
dessas células neopléasicas captarem iodo, dificultando tanto a sintese e a secrecao
de hormonios tireoidianos, como a terapia com radio-iodo para alguns pacientes,

principalmente nos tumores de tireoide pouco ou indiferenciados (37).

A habilidade da tireoide de diminuir ou até bloquear suas func¢des diante de
altas concentracbes de iodo - através de, por exemplo, uma menor expressao da
proteina do NIS — é na verdade, um mecanismo de prote¢cdo das células tireoidianas

contra 0 excesso de iodo, que em alguns casos, pode ser toxico (25, 38).

2.3 Canceres de tireoide
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A ocorréncia de cancer estd aumentando nos ultimos anos devido ao
crescimento e envelhecimento da populacdo, bem como a crescente prevaléncia de
fatores de risco estabelecidos, como tabagismo, excesso de peso, sedentarismo e
mudancas nos padrdes reprodutivos associados a urbanizacdo e ao
desenvolvimento econdémico (39). Cerca de 18,1 milhGes de novos casos de cancer
e 9,6 milhdes de mortes ocorreram em 2018 em todo o mundo (1).

Figura 2.2 — Grafico do IARC com as estimativas das incidéncias de cancer no mundo em 2018, de
ambos o sexos e incluindo todas as faixas etarias (1)

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2018, worldwide, both sexes, all ages
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O cancer de tireoide é uma neoplasia enddécrina cuja prevaléncia esta
aumentando em diversos paises, como por exemplo, os Estados Unidos. Estima-se
que aproximadamente 57.000 novos casos de cancer de tireoide tenham sido
diagnosticados em 2017 (6). O tumor maligno mais comum dentre os tumores
endocrinos é o cancer de tireoide, representando 95% dos casos (40, 41). Nas
dltimas trés décadas, observamos o continuo aumento na incidéncia do cancer de

tireoide no Brasil e no mundo (42-45).

No momento, o grande aumento na incidéncia do cancer de tireoide esta
pautado em duas principais explicacbes. A primeira delas discute uma grande
melhora nos exames diagnosticos, havendo atualmente um maior acesso as

técnicas mais sofisticadas de diagnostico (ultrassonografias), e a realizacdo de
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biopsias em pequenos nodulos, pela técnica de puncdo aspirativa por agulha fina
(PAAF). Sendo assim, esse aumento no diagnéstico pode ter sido refletido através
do aumento da deteccdo da doenca em estagios iniciais/subclinicos (6, 45, 46). A
segunda hipétese trata-se de um real aumento na ocorréncia da doenca,
contrapondo que ndo apenas tumores em estagios iniciais tenham aumentado seu
diagnostico, mas também tumores maiores. Afirmando que o aumento real dessa
incidéncia esteja relacionado com fatores enddgenos e exégenos, como problemas
hormonais, genéticos, alimentares e relacionados a dieta, exposicdo as radiacbes
(46-48).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica o cancer de tireoide em trés
diferentes grupos, de acordo com sua origem histologica: Bem diferenciado, pouco

diferenciado e indiferenciado (49).

De maneira geral, os tumores de tireoide podem ser diferenciados ou
indiferenciados. Aquele que mantém as caracteristicas do tecido tireoidiano sadio é
classificado como diferenciado, o que significa que as suas células tem capacidade
de concentrar iodo, assim como as células do tecido tireoidiano normal J& os
carcinomas indiferenciados, cujas células perderam todas ou a maior parte das
caracteristicas do tecido de origem, possuem uma desorganizacao tecidual muito
grande (50).

Dentre os diversos carcinomas de tireoide, os quatro mais comuns na
populacdo sao: carcinoma papilifero de tireoide, carcinoma folicular de tireoide,

carcinoma anaplasico de tireoide e carcinoma medular de tireoide (51).

O carcinoma papilifero de tireoide e o carcinoma folicular de tireoide sé&o
derivados da célula folicular da tireoide, e s&o classificados como carcinomas
diferenciados de tireoide. O carcinoma papilifero, responsavel por 70-80% dos
casos, € um tumor pouco agressivo, de evolucdo lenta. Na maioria das vezes, é
diagnosticado num exame de rotina e reage bem ao tratamento. Quando ocorrem

metastases, os ganglios linfaticos costumam ser os inicialmente afetados (21, 52).

O carcinoma folicular € o segundo tipo mais frequente, costuma manifestar-se

apos os 35 anos e oferece um maior risco de recidivas e metastases. Em casos mais
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avancados, pulmdes e 0ssos sdo 0s Orgdos para onde se disseminam as células

tumorais primeiramente (21, 52).

O carcinoma anaplasico de tireoide é um cancer pouco diferenciado, que
também surge da célula folicular da tireoide. Representa cerca de 2% dos casos de
tumores de tireoide, e é de crescimento rdpido que em pouco tempo atinge 6rgéos a

distancia como figado, ossos e pulméo (21, 52).

O carcinoma medular de tireoide, classificado como carcinoma indiferenciado,
origina-se das células C parafoliculares, trata-se de um tumor mais agressivo e é

responsavel por 5% dos casos de tumores de tireoide (21, 52).

O diagnostico de tumores de tireoide, principalmente dos tumores papilares de
tireoide, cresceu de maneira ascendente, com um aumento de cerca de 240% nas

altimas trés décadas (53).

2.4 lodo radioativo

Reacdes e desintegracdes nucleares sdo processos nos quais ocorre um
rearranjo da configuracdo do nudcleo. O decaimento radioativo trata-se da
desintegracdo de um nucleo através da emissao de energia na forma de radiacéo,
gue podem ser particulas alfa (a), beta (8) ou raios gama (y). Sendo assim, os
elementos radiativos sdo aqueles que possuem um nucleo instavel e que tendem a

emitir radiagcbes como um modo de atingir a estabilidade (54, 55).

O termo radiacdo remete a energia em transito, que pode ser dividida em dois
tipos: nao-ionizante e, a mais importante para a medicina nuclear, ionizante,

podendo ser por particulas carregadas ou ondas eletromagnéticas (raios gama) (55).

Os radioisétopos do iodo foram utilizados pela primeira vez em 1915, para
indicar a respeito do funcionamento da glandula tireoide (24). E esse elemento vem
sendo muito utilizado, ha mais de 70 anos, na medicina nuclear. E visto como um

método seguro e eficaz para detecgdo de doencgas e tratamentos relacionados a
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glandula tireoide (54, 56, 57). As propriedades quimicas do radioiodo séo idénticas
as do iodo estavel, o que faz com que as células do nosso organismo ndo consigam
diferenciar os dois tipos, apesar das emissbes de radiacdo provocadas pelo
elemento radioativo (54). Dentre os seus isétopos, o0 iodo 131, com uma meia-vida
de aproximadamente 8 dias, obtido através da fissdo nuclear do uranio, € um
radionuclideo, de grande interesse cientifico e publico, que emite radiagdes B e .

Essas emissdes o tornam a particula ideal para tratamentos (49, 56).

As particulas B sdo essencialmente elétrons, e sdo as particulas responsaveis
pelo tratamento em si, pois além de atravessarem o tecido apenas alguns
milimetros, é a energia carregada por estas particulas, que sera localmente

depositada e absorvida pelas células tireoidianas remanescentes (58).

A radiacdo y possui caracteristicas semelhantes as dos raios X, e séo
praticamente indistinguiveis uns dos outros; a principal diferenca entre eles esta na
origem da radiacdo. Enquanto nos raios X, a radiacdo é originada pela transicao de
elétrons nas camadas mais internas dos 4&tomos, nos raios vy, a origem da radiacdo
reside em processos de fisséo, fusdo e decaimento radioativo. Os raios y, da mesma
forma que os raios X, sdo radiacdes de origem eletromagnética, sdo classificados
como radiacdo ionizante e, por isso, podem interagir com moléculas existentes em
células de tecidos vivos. Por possuirem altas frequéncias e pequenos comprimentos
de onda — muito menores que os dos raios X — sdo bastante energéticas, tendo,
por isso, grande poder de penetracdo. Em condi¢cdes controladas, os raios y podem
destruir células cancerosas, mas, sem controle, podem provocar o cancer. Além
disso, € a radiacdo y que vai permitir as analises por imagens, através da
cintilografia, uma vez que o isétopo 131 decai por emissédo de fétons, permitindo a

formacao de imagens (48).

2.5 lodoterapia

Os carcinomas diferenciados de tiredide (papilifero e folicular), que

correspondem a grande maioria dos casos, sdo considerados tumores de bom
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prognostico e evolugdo lenta. E o tratamento para esses tumores, em sua maioria,
envolve a cirurgia de tireoidectomia (total ou parcial) e tratamento complementar

com radioiodo, a IT, para ablacéo do tecido remanescente. (56, 59-61).

O tratamento com iodo radioativo, apesar de ja ter sua eficacia comprovada ha
muitos anos como um tratamento complementar, tanto local quanto das metastases
a distancia, também é alvo de controvérsias, principalmente quanto a dose ablativa a
ser administrada (62, 63).

Por ainda existirem muitos dados conflitantes em relagdo a melhor dose de
iodo-131, trabalhos vém surgindo nos grandes centros de Oncologia, buscando
fatores prognosticos que possam decidir qual a melhor conduta a ser adotada
inicialmente (2). Fatores como a idade e o sexo do paciente, o tamanho do tumor no
momento do diagndstico e o exame histopatoldgico, mostrando o grau de invaséo
tumoral e consequentemente a sua agressividade, parecem ser fatores decisivos

nessa avaliacdo (64, 65).

A dose ablativa normalmente € administrada entre 1,11 e 5,55 GBq (30 e 150
mCi), apesar de ndo existir um consenso, podendo aumentar em casos de
disseminagédo do tumor, levando-se em conta a localizagdo, extensdo dessas

metastases (54).

Alguns centros preconizam doses baixas repetidas, como 1.110 MBq (30 mCi)
pela ndo necessidade, nestes casos, de internacdo em quarto isolado/especial. Sua
eficacia em longo prazo ndo estd comprovada, segundo a maioria dos autores (66,
67). J& outros optam por doses cumulativas muito altas, da ordem de 33,3 GBq (900
mCi), no entanto, nestes casos surge uma duvida importante em relagdo as suas
complicagbes futuras, e consequentemente a qualidade de vida desses pacientes,
principalmente por se tratar de um tumor de pacientes jovens, podendo acometer
inclusive as criancas. Alteracdes em glandulas salivares, glandulas lacrimais e tratos
gastrointestinais sdo mais comuns e conhecidas, tanto em doses mais baixas,
quanto mais altas; ja alteracdes na fertilidade e fibrose pulmonar ndo parecem,
segundo as revisdes, ocorrer com frequéncia, mas elas podem existir nos pacientes
submetidos a estas doses cumulativas muito altas, e por iSso precisam ser sempre

levadas em consideracéo (68-71).
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A IT, indicada na maior parte dos casos, € baseada na administracdo de lodo-
131, que é amplamente captado pela glandula tireoide, por fazer parte do seu
metabolismo (57). Apds sua captacdo, o iodo vai acumular no tecido tireoidiano
através do NIS e exercer seus efeitos citotoxicos causados pela radiacdo B, que
possui 0 propésito de combater as células cancerigenas ainda presentes na
glandula tireoide (60, 61). Assim que as particulas [ sdo geradas, atuam sobre as
células do parénquima da glandula, provocando necrose e fibrose da tireoide (5, 60,
61).

O objetivo da IT é, entdo, promover a ablacdo (por emissdo de radiacdo) de
todos os possiveis microfocos de tecido tireoidiano que porventura ndo tenham sido
removidos cirurgicamente e, ainda, simultaneamente, tratar possiveis micro
metéstases (57, 59). Tal terapia faz com que o iodo radioativo tenha a capacidade
de se fixar nos tecidos a serem tratados, produzindo uma irradiagdo com

consequente eliminacéo do tumor de dentro para fora (57, 59).

Nos ultimos anos, apés a ressecc¢édo total da tireoide, a IT tem tido um papel
importante no tratamento e no progndstico de pacientes com tumor de tireoide bem
diferenciado, uma vez que o tratamento previne contra metastases em outras

regides do corpo.

De maneira ideal, a IT deve exercer o seu papel, ablacionando células tumorais
residuais, assim como metastases distantes, tudo isso, sem afetar os tecidos
normais do corpo. Porém, o maior fator limitante para a IT, assim como para outras
terapias citotoxicas, é a tolerancia dos tecidos normais (57, 59). Além da glandula
tireoide, outros tecidos também possuem a propriedade de acumular iodo, e o fazem
através do NIS. Dentre eles, as GS, glandulas lacrimais, mucosa gastrica, glandulas
mamarias em lactacdo, pulmdo, placenta, timo e a medula 6ssea (72, 73).
Inevitavelmente, uma dose de iodo significante é absorvida e secretada pelas GS,
que sao altamente radio sensiveis, e as complicacbes sdo simultaneamente
instaladas (5, 7-9, 74).

As complicagbes e queixas mais comuns dos pacientes, resultantes desta
terapia incluem inchaco na regido de GS, infeccbes orais e, principalmente,

desconforto gastrointestinal e xerostomia, com consequente disgeusia (7, 8, 56, 75,
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76). Além disso, também é aumentado o risco de carie e a necessidade de
exodontias (10).

Todos os danos relacionados a IT ocorrem especificamente nesses tecidos
porque o NIS, embora menos expresso, também esta presente nos mesmos (74). E
devido a acdo dessa proteina, o lodol31 pode acumular-se em alguns 06rgaos,
principalmente nas GS (77, 78). A incidéncia de sialoadenite depois de altas doses
de IT é cerca de 30% e algum grau de alteracdo do fluxo e de composicéo salivar é

vista em todos os pacientes (10).

A captacdo de iodo através do NIS é importante para as glandulas salivares,
uma vez que esse elemento quimico é responsavel, junto com outros componentes,

pela agéo bactericida da saliva (4, 7, 27).

2.6 — Glandulas Salivares e Saliva

As GS sao 6rgaos exadcrinos importantes para manter a integridade dos tecidos
orais, através da sintese e secrecdo salivar. As glandulas salivares maiores
encontram-se aos pares e incluem as glandulas parotidas, submandibulares e
sublinguais, sendo as submandibulares responsaveis por cerca de 70% da producao
de saliva ndo estimulada e os outros 30% pelas par6tidas, sublinguais e pelas GS
menores e acessorias (79, 80). Diferente das GS maiores, as GS menores estdo
distribuidas por toda a regido da submucosa oral, incluindo lingua, palato, mucosa
jugal e mucosa labial. Juntas, as GS maiores e menores produzem entre 1 e 1,5
L/dia (81).
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Figura 2.3 — Glandulas Salivares Maiores (parétida, submandibular e sublingual) e Menores distribuidas
na cavidade oral. Fonte: Anatomia Orientada para Clinica — Moore, Dalley, Agur — 62 Ed
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As GS sdo compostas por unidades morfofuncionais denominadas
adenbmeros, que por sua vez sao constituidos de uma unidade secretora terminal e
um sistema de ductos. E elas podem ser classificadas como serosas (parétida),
mucosas (menores, com excecdo da glandula serosa de Von Ebner) ou
seromucosas/mistas (submandibular e sublingual), essa classificagdo vai depender
da estrutura da sua unidade secretora terminal e do tipo de secrecdo por ela
produzida (81).

O parénquima das GS vai ser responsavel pelo papel funcional, e seu estroma
vai ser responsavel pela sua sustentagcdo e suporte, formado por um tecido
conjuntivo que forma os septos, responsaveis por dividir a glandula em lobos
glandulares. As células da unidade secretora terminal produzem uma saliva primaria,
isotdnica em relacdo ao plasma. Essa solucdo isotdnica vai sair do lumen e
percorrer o sistema ductal - dividido em ductos intercalar, estriado e excretor -
funcionando principalmente como regulador eletrolitico, sendo no ducto estriado a
ocorréncia das maiores trocas i6nicas que modificam esse fluido, dando a saliva
uma caracteristica hipotdnica em relacdo ao plasma, além de conduzir essa saliva

secundaria a cavidade oral, onde sera secretada. O tipo da unidade secretora
terminal determina as caracteristicas principais do fluido secretado; as células
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mucosas Sa80 responsaveis por uma saliva viscosa e rica em glicoproteinas,
enquanto as células serosas séo responséaveis pela secre¢cdo de uma saliva fluida,

rica em agua (79, 80, 82).

Os seres humanos produzem saliva de maneira espontanea ou estimulada, e
isso determina algumas das caracteristicas da saliva. Os roedores, diferentemente,
produzem apenas saliva de maneira estimulada. Além disso, os roedores nao
possuem em suas glandulas salivares maiores células mucosas secretorias, elas
sdo constituidas apenas por acinos serosos e apresenta um segmento adicional,
gue tem origem no ducto estriado, chamado ducto granular, que armazena diversos
granulos de secrecdo de proteinas, enzimas e fatores de crescimento. Esse
segmento adicional ocupa em torno de 50-65% da glandula salivar dos machos.
Apesar de algumas dessas diferencas fisiologicas e anatbmicas, as glandulas
salivares de roedores possuem bastante similaridade com as humanas,

principalmente quanto ao mecanismo de secrecao de fluidos e proteinas (83).

A secrecédo de saliva pelas GS é controlada pelo sistema nervoso auténomo,
podendo ser liberada por terminagcfes nervosas simpaticas ou parassimpéaticas. O
principal neurotransmissor do sistema nervoso parassimpatico, ativado no nosso dia-
a-dia e em momentos de maior relaxamento, € a acetilcolina, que estimula as GS
através da sua ligacao ao receptor de membrana muscarinico (ativando a via de
sinalizacdo Ca®‘/calmodulina), cujo complexo vai interagir com a proteina G,
ativando a fosfolipase C, promovendo a hidrélise do fosfotidilinositol 4,5-bifosfato
(PIP2) em trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), que seréo, juntos,
responsaveis pela secrecdo de uma saliva rica em agua e eletrdlitos, e com poucas

proteinas (80).
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J& o sistema nervoso simpético, ativado em momentos de estresse, tem como
principal neurotransmissor a norepinefrina, que vai estimular as GS através da
ligacdo com receptores de membrana [(-adrenérgicos, que VAo promover uma
mudanca conformacional na proteina G, a qual vai liberar uma subunidade catalitica
que interage com a proteina adenilato ciclase, aumentando a concentracdo de
AMPc, que ativa a proteina quinase A (PKA), resultando na excre¢do de uma saliva

rica em enzimas (proteinas) e muco (80).

A saliva final, entdo, serd4 formada por agua, proteinas e enzimas (mucina,
peroxidase, catalase, lisozima, lactoferrina, lactato desidrogenase, lipase, amilase
salivar, etc), imunoglobulinas (IgA, IgM e IgG), compostos organicos (glicose,
moléculas lipidicas, etc) e eletrdlitos (K*, HCO3, Na*, CI" Ca*, F, HPO?%,, etc.),
entre outros componentes (79, 80, 82). Sendo essencial para a manutencdo da
saude bucal, pois além de exercer suas fun¢des mais conhecidas de lubrificacdo e
auxiliar na formacdo do bolo alimentar, também exerce atividade antimicrobiana,
clearance salivar, paladar, protecdo contra estimulos mecénicos e quimicos e

remineralizacdo do esmalte (80, 84, 85).

Disfuncdes relacionadas a reducdo da quantidade ou qualidade da saliva sdo
relatadas em diversas situacdes, como distarbios hormonais (diabetes, disfuncdes
da glandula tireoide), autoimunes (sindrome de Sjogren, AIDS), e durante
tratamentos antineoplasicos, (quimioterapia e radioterapia de cabeca e pescoco).
Também é muito comum em pacientes que fazem uso de algumas medicacdes,
como ansioliticos, antidepressivos, antimiméticos, etc.. Todas estas alteracdes
sistémicas que ocasionam a diminuicdo de saliva mostram a importancia da
secrecdo salivar adequada na cavidade oral, uma vez que sua auséncia pode
ocasionar processos de cérie e desmineralizacdo dental, desconforto durante a fala,
mastigacdo e degluticdo, dor, além de facilitar a ocorréncia de infeccbes orais (17,

19, 85, 86).

2.7 Hipofuncéo das Glandulas Salivares (HGS)

As GS sdo 6rgaos facilmente afetados por diversas doencas sistémicas e

terapias medicamentosas. Condi¢des sistémicas, incluindo desordens auto-imunes,
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desordem hormonais, desordens neuronais, depressao, tratamento antineoplasico e
inimeros medicamentos interferem no funcionamento das GS, tendo, como principal
efeito colateral a xerostomia (sintoma de boca seca) e a hipossalivacdo (diminuicédo
objetiva do fluxo salivar) (17, 19, 80, 87-89).

O processo de proliferacdo e apoptose celular nas GS maiores pode ser
alterado diante de quadros de disfuncdes sistémicas, como a diabetes mellitus ou
tratamentos citotoxicos, como a quimioterapia, resultando numa alteracdo na
quantidades e/ou qualidade da saliva secretada. Condi¢des de estresse metabdlico
aumentam a presenca de mediadores inflamatérios, podendo levar a uma maior taxa
apoptotica, através da producdo de espécies reativas de oxigénio, ativando vias de

sinalizacao que resultam em morte celular (74, 90, 91).

7z

A apoptose, também chamada de morte celular programada, é responsavel
pela homeostase dos tecidos, e normalmente esta presente em tecidos em evolucao
ou involucdo, de maneira fisioldgica. Mas também pode estar presente em situacdes
patologicas, quando a lesdo causada ao DNA da célula é maior do que a sua
capacidade de reverté-la, ativando esse mecanismo de morte celular programada.
Ao receber um estimulo, podendo ser um estimulo fisico ou quimico, proveniente do
meio extracelular ou da prépria célula, uma série de fendmenos ocorrem, a célula se
encolhe e o conteddo citoplasmatico se condensa, os elementos do esqueleto
celular colapsam e o envelope nuclear se fragmenta. (92).

A morte precoce das células, principalmente as serosas, como resultado da
ruptura da membrana causada por apoptose € uma das hipéteses sugeridas na
literatura para a hipofuncdo aguda das glandulas salivares diante da IT. Embora
todas as glandulas salivares estejam envolvidas na absorcéo de iodo radioativo, as
glandulas parétidas sdo as mais ativas e as células serosas parecem ser mais

susceptiveis que as mucosas aos efeitos deletérios da radiacéo ionizante (7, 11).

Ainda existem muitas duvidas sobre o efeito da IT nas GS. Discute-se se as
alteracdes nucleares que ocorrem sao causadas diretamente pela radiacdo ou
indiretamente por outros mecanismos, incluindo alteragbes na membrana celular
elou liberacdo de enzimas lizossomais (93). Mas sabe-se que essa terapia € capaz

de causar danos as GS, pois os trabalhos encontrados na literatura relatam que



38

mais de 50% dos pacientes submetidos a IT reportam algum grau de xerostomia (6,
10, 11, 94). Especula-se que isso ocorra devido ao acumulo de iodo naquele tecido,
nas ceélulas dos ductos glandulares, onde, em doses totais entre 2.775 e 3.700 MBq
(75 e 100 mCi), pode, inclusive, ocasionar a obstrucdo ductal (4, 7, 74, 95). A
inflamacdo do ducto pode levar a esclerose e constricdo, com consequente
estreitamento da luz do ducto e diminui¢ao do fluxo salivar (7, 13).

Um estudo clinico realizado em 2012, ao avaliar a disfuncdo das glandulas
salivares por cintilografia apods tratamento com iodo-131, revelou uma importante
reducdo no volume das glandulas parétidas e submandibulares (96). Dados da
literatura apontam que a glandula parétida parece ser a mais afetada pela IT, com
reducdo de aproximadamente 40% do fluxo salivar secretado, reducédo esta que
pode ser intensificada com o passar do tempo (12). Alguns autores sugerem que,
por secretar principalmente a saliva estimulada, a glandula parétida permanece
impregnada com o iodo radioativo por periodos mais longos, o0 que poderia justificar
a maior inflamacao ductal e sintomatologia. Além disso, outro fator a ser considerado
€ que as células serosas sdo mais sensiveis ao iodo quando comparadas as células
mucosas (7, 12, 13).

O restrito nimero de estudos e consequente falta de entendimento do
desenvolvimento e progressdo da HGS, induzida pela IT faz com que ainda né&o
existam métodos de prevencdo e tratamento eficazes para essa complicacdo. Em
geral, os profissionais utilizam terapias paliativas, como lubrificantes orais, substituto
salivar, enxaguatorios, acupuntura e eletroestimulacdo, nem sempre muito bem
aceitos pelos pacientes (85, 87, 97). Em alguns casos tém sido indicada a
sialoendoscopia, que € um tratamento novo, proposto recentemente na literatura,
ainda em estudo, que propde uma cirurgia minimamente invasiva que tem como
objetivo desobstruir os ductos das glandulas salivares. Ainda ndo existem evidéncias
do seu beneficio, porém ja foram relatados casos em que melhoras clinicas

significativas foram observadas (98, 99).

Em casos mais severos e especificos, indicam-se pilocarpina, betanecol,
cevemiline, que s&do medicacdes parassimpatomiméticas com capacidade de

aumentar o fluxo salivar; mas por se tratarem de agonistas muscarinicos, em
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pacientes com problemas sistémicos, possuem indicacao limitada devido aos efeitos
colaterais (11, 94, 100-102).

Ainda ndo se sabe se as alteracdes causadas nas GS devido a IT tratam-se
apenas de efeitos colaterais transitorios ou se sao permanentes. Porém levando-se
em consideracdo o crescente aumento nos ultimos anos do cancer de tireoide, a
qualidade de vida dos pacientes durante e apos o tratamento com IT, bem como o
bom progndstico desses pacientes, torna-se importante minimizar os efeitos da IT,
sendo necessarios estudos que protejam e estimulem as GS ap6s a IT,
principalmente o0s pacientes pertencentes a grupos de risco, que levam em
consideracdo a idade do paciente, a dose de iodol131, assim como problemas de

salde pré-existentes.

Atualmente, encontramos um crescente nimero de trabalhos que avaliam a
eficacia da terapia de fotobiomodulacdo, com lasers de baixa poténcia, para o
tratamento da HGS salivares, os quais possuem resultados promissores (15, 20,
103-106). No entanto, alguns destes trabalhos s&o relacionados com algum
tratamento antineoplasico e nenhum se relaciona com os efeitos do iodo-131 (15,
107). Sendo assim, para o melhor entendimento da patobiologia desta complicacéo
€ de fundamental importancia direcionar uma forma de tratamento mais especifica,

nao invasiva e eficaz para estes pacientes.

2.8 Terapias de Fotobiomodulacao (TFBM)

Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, que possui como
acrbnimo a palavra LASER, vem sendo muito utilizado desde o seu
desenvolvimento, em diversas areas, incluindo a odontologia. Trata-se de uma
radiacdo eletromagnética estimulada, com caracteristicas especificas como
monocromaticidade (todos os fotons emitidos possuem um mesmo comprimento de
onda), coeréncia (ondas sincronizadas) e colimacdo. Os lasers sdo divididos em

duas categorias, de acordo com a sua poténcia, e consequentemente, de acordo
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com os efeitos biolégicos causados nos tecidos: lasers de alta e de baixa poténcia
(108)

Lasers de alta poténcia, em sua maioria, sd0 responsaveis por um efeito
fototérmico, ou seja, sua acdo baseia-se no aumento de temperatura, ocasionando
vaporizacao, ablacédo, desidratagédo e coagulacdo do tecido. Esses equipamentos
sdo majoritariamente utilizados, na odontologia, em procedimentos cirdrgicos e
preparos de cavidades (109). Ja os lasers de baixa poténcia, através da terapia de
fotobiomodulacdo (TFBM), vdo promover nas células e no tecido um efeito
fotobioldgico, fotoquimico e fotofisico (109).

Os lasers de baixa poténcia podem ser subdivididos de acordo com seu
comprimento de onda, em vermelho (600 - 700 nm) e infravermelhos (750 — 1000
nm), que sdo comprimentos de onda capazes de promover uma absorcao relevante
para a cadeia respiratéria (110). O comprimento de onda no espectro de emissao
vermelho tera sua luz absorvida pelos cromoéforos das mitocéndrias e possuem uma
penetracdo superficial no tecido irradiado (110). O comprimento de onda emitido no
espectro de emisséao infravermelho, por outro lado, serd absorvido, principalmente,
pelos cromoéforos da membrana celular (111) e possuem maior penetracao no tecido
(109).

Acredita-se que a resposta celular as irradiacdes monocromaticas, como é o
caso da TFMB, ocorra devido a presenca de fotorreceptores no organismo, como € 0
caso da citocromo c oxidase, presente na cadeira respiratéria. A fotoexcitacado dessa
molécula vai influenciar o estado redox celular (reacdo de oxirreducao de
transferéncia de elétrons) e, consequentemente, o fluxo de elétrons, levando para o

seu estado mais oxidado (112, 113).

Dentre as teorias a respeito do mecanismo de acdo da TFBM, em uma delas,
proposta por Karu, acredita-se que existam pelo menos quatro tipos de alteragbes/
reacOes primarias que o laser provoca em nivel celular, que explicam, em parte, sua
acao (110, 111). Essas alteracbes estédo relacionadas com a mudanca do estado
redox, que ocorre devido a aceleracdo da transferéncia de elétrons na cadeia
respiratoria; com a liberacdo de oOxido nitrico, que regula a ativacdo da cadeia

respiratéria dentro da célula (112, 114, 115); com a producédo de radicais livres de
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oxigénio que atuam como mensageiros e com um aquecimento local transitorio,
podendo alterar a estrutura de proteinas e a atividade enzimética, ativando

respostas bioquimicas (116).

Esses efeitos biologicos associados a TFBM resultam em respostas
secundéarias, como uma maior sintese de ATP e ativagdo do cAMP, e
consequentemente aumentam o metabolismo celular, a proliferacdo e regeneracao
celular (maior sintese de DNA e RNA) (109, 113).

Os efeitos da TFBM se traduzem, clinicamente, principalmente em efeito
reparador, anti-inflamatorio e analgésico. O efeito reparador pode ser compreendido
devido ao estimulo na proliferacdo celular de fibroblastos e células epiteliais, como
um efeito resultante da somatéria de eventos celulares que ocorrem estimulados
pela TFBM e que faz com que os tecidos lesionados reestabelecam seu equilibrio e,
consequentemente, sua funcdo (117). Ja em relacdo ao seu efeito anti-inflamatorio,
no estudo realizado em 2009 por Gao X et al.,, concluiu-se que a expressao e
secrecao das citocinas pro inflamatorias, como a prostaglandina E2 (PGE,), fator de
necrose tumoral (TNF-a), ciclooxigenase 2 (COX-2) e Interleucina 13 (IL-1B), podem
ser inibidas com a TFBM (118), além do aumento da microcirculacdo que também
contribui para o efeito anti-inflamatorio. E o efeito analgésico ocorre devido a maior
liberacdo de opidides enddgenos, e bloqueio de fibras nervosas. A dor surge da
ativacao das terminacdes nervosas periféricas de nociceptores, que estdo dentro da
epiderme e da mucosa, formando uma rede neural complexa (109). O bloqueio
desses nervos levaria, portanto, a reduzir a transmisséo da sinalizacdo agressiva e,
portanto, reduzir a dor (119). O laser induz o bloqueio neural que induz uma cascata
de eventos nas terminacBes nervosas periféricas na pele e na derme que vao
ocasionar importantes consequéncias clinicas, sendo a mais imediata delas o alivio

da dor e a reducao do uso de analgésicos pelos pacientes (109, 119).

Esses trés efeitos sdo muito bem vindo em diversos procedimentos
odontoldgicos, principalmente procedimentos invasivos, como pré e pos extracdes
dentarias (120), com o objetivo de reduzir a dor pds operatéria do paciente. O laser
também é utilizado em casos de hipersensibilidade dentinaria (109), disfuncdes

temporomandibulares, Ulceras aftosas e mucosites (121).
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2.9 Terapia de Fotobiomodulacao (TFBM) e Hipofuncéo das Glandulas
Salivares (HGS)

Danos presentes nas glandulas salivares ocasionam diminuicdo na quantidade
e na qualidade da saliva, resultando numa pior qualidade de vida para o paciente,
uma vez que ele vai apresentar dificuldade para mastigar, deglutir, falar, além da

perda do paladar e maior susceptibilidade para caries e infec¢des orais (122).

Os tratamentos mais comuns para HGS e xerostomia sdo agentes umectantes
e substitutos salivares, que de maneira geral possuem um efeito paliativo. Alguns
sialogogos sistémicos também vém sendo utilizados, porém com alguns efeitos

colaterais associados (97, 102).

Resultados promissores, como alteragdes no fluxo salivar e na composicao das
glandulas salivares, diante da irradiacdo com laser de baixa poténcia, foram
previamente demonstrados por nosso grupo, quando as glandulas parotidas e
submandibulares de ratos foram irradiadas com laser infravermelho em doses de 4 e
8 J/lcm2 (123, 124).

A fototerapia com laser de baixa poténcia usa a energia da luz na forma de
fétons para modular os processos metabdlicos das células (105). A TFBM tem sido
aplicada clinicamente para o tratamento da hipossalivacédo (15, 18, 19, 124, 125),
obtendo resultados satisfatorios, conforme tabela a seguir (Tabela 2.1), e, além
disso, um crescente aumento no numero de estudos nessa area, com resultados
satisfatorios, pode ser encontrado na literatura (19, 103, 105, 107, 122-124, 126).
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Tabela 2.1 - Artigos presentes na literatura que utilizaram a laserterapia de baixa poténcia para tratar hipofuncéo
de glandulas salivares em humanos.

Condigao

Sistémica

Resultados e efeitos

Cowen et al.,
1997 (107)

Campos et al.,
2009 (122)

Simoes et al.,
2009 (19)

Simoes et al.,
2010 (15)

Juras et al.,
2010 (18)

Loncar et al.,
2011 (127)

Palma et al.,
2017 (16)

Transplante
Medula Ossea

Radioterapia de
Cabeca e Pescoco

Sindrome de
Sjogren

RT Cabeca e
Pescogo

Sintomas de Boca
Seca

Sintomas de Boca
Seca

RT Cabeca e
Pescoco

O laser melhorou a xerostomia e capacidade de deglutir nos
pacientes que tiveram a laserterapia como tratamento.

Apds a primeira sessao - diminuiu a dor e a xerostomia;
Ap0s cinco sessdes - melhora significativa;

A funcdo oral e consequentes melhorias na qualidade de
vida desse paciente oncoldgico foram observadas com uso
da laserterapia.

Sintomas de boca seca melhoraram durante a laserterapia e
a dor e inchago das glandulas salivares pardtidas ndo
estavam mais presentes.

Parece ser uma terapia que estimula as GS e atenua os
sintomas de xerostomia.

A aplicagdo de laserterapia estimulou a produgao de mais
saliva com melhores caracteristicas antimicrobianas e
melhora as dificuldades associadas a boca seca.

Os resultados indicam que o laser de baixa poténcia é
estimulante e regenerativo.

Houve aumento no fluxo salivar ndo estimulado e
estimulado, pH e escore de qualidade de vida.

Pacientes com sindrome de Sjogren que apresentam hipossalivacdo tém

mostrado resultados promissores quanto ao uso da TFBM, mostrando que as

glandulas salivares foram capazes de reagir ao tratamento (19). Assim como

pacientes oncologicos que foram submetidos a quimioterapia e receberam a

irradiacdo com laser na cavidade oral, mostraram melhora na salivagdo, na

degluticdo e, consequentemente, na qualidade de vida (107, 122).
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Além disso, nosso grupo estudou o efeito da TFBM no sintoma de xerostomia
de pacientes oncolégicos em tratamento radioterapico de cabecga e pescoco, e 0s
resultados mostraram que a fototerapia, ndo somente diminui o sintoma de
xerostomia destes pacientes, como também pode ser responsavel por algumas
modificagdes na composic¢ao salivar, o que reflete na melhora da qualidade de vida
dos pacientes tratados (15, 107, 123).

Takeda, em 1988, observou que o efeito da irradiacdo com TFBM GaAs, 904
nm, em GS submandibular de ratos provocou um aumento do nimero de mitoses,
principalmente, nas células epiteliais do ducto granular (103). Em 2003, Plavnik et al,
relataram alteracdo de sintese proteica e da secrecdo das GS de cobaias através da
irradiacdo com laser de He-Ne, com 11,2 J/cm? de densidade de energia aplicada,

além de alterar o processo inflamatorio apdés a irradiacéo (126).

Estudos mais recentes, realizados em animais (Tabela 2.2), indicam a acao
benéfica da TFBM diante de diferentes condicGes sistémicas, capazes de causar
HGS. Em 2013, Campos et al. realizou um trabalho com a hipofuncéo de glandulas
salivares induzidas pelo quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU) em hamsters e
analisou o efeito da TFBM para tratar essa hipofuncdo. Foram realizadas analises
histolégicas e bioquimicas, analisando morfologia e atividade das enzimas
antioxidantes. Foi identificado que o tratamento com TFBM foi capaz de modular os
efeitos deletérios do quimioterapico 5-FU nas glandulas salivares de hamsters,
diminuindo ou até preservando a total atividade das enzimas envolvidas no sistema
antioxidante, controlando a morte celular e preservando a morfologia das glandulas

salivares submandibulares e sublinguais dos animais que receberam o 5-FU (128).
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Tabela 2.2 - Artigos presentes na literatura que utilizaram a laserterapia de baixa poténcia para tratar hipofuncéo
de glandulas salivares em animais.

Condicao
Sistémica

A (nm)

Poténcia
(mw)

DE (J/cm?)

Energia (J)
por ponto

Resultados e efeitos

Simdes et al., Diabetes 660 100 5J/cm? 10 0,08 J/ponto, Laserterapia foi capaz de
2009 (88) J/cm?e 20 0,17 J/ponto alterar a atividade da
J/cm? e 0,35 enzima catalase.
J/ponto
Ibuki et al., 2013 Diabetes 660 100 5J/cm?e 0,08 J/ponto  Airradiacdo com laser de
(129) e 0,35 baixa poténcia pode afetar
20 J/em? J/ponto o sistema antioxidante
enzimatico das glandulas
salivares de ratos
diabéticos.
Campos et al., QT (5-FU) 780 20 5J/cm? 0,2 J/ponto Parece ser um mecanismo
2013 (128) contra o estresse oxidativo,
modulando o efeito da QT
nas GS
Fukuoka et al., Diabetes 660 70 20 J/cm? 0,56 J/ponto Inibiu a apoptose nas

2017 (20)

glandulas SM de ratas
diabéticas.
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3 PROPOSICAO

Este trabalho tem como objetivo identificar, através de analises histologicas e
imuno-histoquimicas, fatores envolvidos no desenvolvimento e progressdo da
hipofuncdo das glandulas salivares de animais submetidos a iodoterapia, assim
como avaliar o efeito da terapia de fotobiomodulagcéo, com laser de baixa poténcia,

no tratamento dessa hipofungao.
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4 MATERIAL E METODOS

Apbs aprovagdo pela Comissdo de Etica de uso de animais em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da USP — CEUA/FMUSP (Decreto n° 6.899 — Anexo A) e da
Faculdade de Odontologia da USP — CEUA/FOUSP (Protocolo n°019/2018 — Anexo
B), todo o experimento com animais foi realizado no Laboratério de Medicina
Nuclear — LIM 43, o qual é equipado de acordo com os pré-requisitos exigidos pela
Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN-NN-6.01) para 0 manuseio de
materiais radioativos. E todas as andlises posteriores foram realizadas no
Laboratorio de Biologia Oral da FOUSP (LBO- FOUSP).

4.1 Material

Setenta camundongos BALB/c, machos, com aproximadamente 20 gramas e
com cerca de 4 semanas de vida, foram selecionados para que a inducdo da HGS
através da administracdo do iodo-131. Os animais foram separados em cinco por
gaiola, com &gua e comida ad libitum e em condi¢cdes controladas de iluminacao
(12hs luz/ 12hs escuro), temperatura 23° £ 3° C e umidade 55 £ 10%.

4.2 Delineamento Experimental

Os animais, todos com idades e pesos semelhantes, foram divididos
aleatoriamente em trés grandes grupos, Controle, lodo e lodo/Laser, que receberam
respectivamente, solugéo salina, iodoterapia e iodoterapia seguida da TFBM como

tratamento (Figura 4.1).
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Figura 4.1 - Delineamento experimental dos grupos Controle, lodo e lodo/Laser
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Estes grandes grupos foram subdividos em subgrupos, de acordo com o seu
tempo experimental: Trés subgrupos Controle (C-T1, C-T2 e C-T3), dois subgrupos
lodo (I-T2 e I-T3) e dois subgrupos lodo/Laser (IL-T2 e IL-T3), com um total de 10
animais por grupo (Figura 4.2).

Grupo C: grupo controle ndo submetidos a IT, houve somente administracdo de

solucéo salina pelo método de gavagem em alguns subgrupos (n=30);

C-T1: Os animais foram eutanasiados no 1° dia do experimento (antes da

administracdo da solucéo salina).
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C-T2: Os animais foram eutanasiados no 10° dia do experimento (10 dias
apos a administracao da solugéo salina).

C-T3: Os animais foram eutanasiados no 90° dia do experimento (90 dias

apos a administracao da solugéo salina).

Grupo I: grupo iodo, experimental, submetidos a IT, houve administracdo de iodo-
131, dose Unica, via oral, na dose de 0,37 MBq (0,01 mCi)/g de animal, pelo método

de gavagem (n=20);

I-T2: Os animais foram eutanasiados no 10° dia do experimento (10 dias apés

a administragéo de lodo-131).

I-T3: Os animais foram eutanasiados no 90° dia do experimento (90 dias apds

a administracao de 1-131).

Grupo IL: grupo iodo/laser, experimental, submetidos a IT, houve administragédo de
iodo-131, dose Unica, via oral, na dose de 0,37 MBq (0,01 mCi)/g de animal, pelo
método de gavagem e ao tratamento de laserterapia, com laser no comprimento de
onda infravermelho (808 nm), nas regibes de GS parétidas e submandibulares
(n=20).

IL-T2: Os animais receberam uma Unica aplicacdo de laserterapia no 10° dia
do experimento, com o comprimento de onda infravermelho (808 nm), 1 J por
ponto, poténcia de 100 mW, tempo de 10 s por ponto nas regides de GS
parétidas e submandibulares e sofreram eutanasia em seguida (10 dias apds

a administracao de lodo-131).

IL-T3: Os animais receberam aplicacdes de laserterapia, com 0 comprimento
de onda infravermelho (808 nm), 1 J por ponto, poténcia de 100 mW, tempo
de 10 s por ponto nas regidbes de GS parotidas e submandibulares, duas
vezes por semana ao longo de 90 dias (totalizando 22 sessfes), e sofreram
eutanasia no 90° dia do experimento (90 dias apds a administracédo de lodo-
131).
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Figura 4.2 - Delineamento experimental dos grupos Controle, lodo e lodo/Laser
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Todos os procedimentos citados anteriormente, realizados em cada dia com os
animais, durante todo o experimento estdo descritos de maneira resumida na tabela
a seguir (Tabela 4.1)

Tabela 4.1 - Cronograma de procedimentos clinicos experimentais para inducéo e tratamento da hipofungéo de
glandulas salivares em camundongos, de acordo com Campos et al (128).

DIA TRABALHOS REALIZADOS

1 Administragdo lodoterapia - Dose Unica (Grupos I-T2, I-T3 e IL-T2, IL-T3)
Administracdo Solugdo Salina (Grupo C-T2 e C-T3)
Eutanasia (Grupo C-T1)
2-9 Isolamento dos animais, até decaimento do 1-131 / sem procedimentos clinicos
10 Anestesia (Grupos IL-T2 e IL-T3)
Remogdo dos pelos na regido das GS maiores (Grupos IL-T2 e IL-T3)
TFBM (Grupos IL-T2 e IL-T3)
Eutanasia (Grupos C-T2, -T2 e IL-T2)
11-89 Fototerapia 2x por semana (Grupo IL-T3)
TFBM (Grupo IL-3)
20 Anestesia e Eutanasia (Grupos C-T3, I-T3 e IL-T3)
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O grupo C-T1 € comum a todos 0s grupos, e essa foi uma sugestdo do comité
de ética da Faculdade de Medicina, para diminuir o nimero de animais a serem
utilizados, uma vez que esse grupo sofreu eutanasia no primeiro dia do experimento,

sem nenhum tipo de inducédo ou tratamento.

4.2.1 Inducéo da hipofuncéo das GS pela lodoterapia

A inducdo da HGS pela administracdo do iodo-131 nos grupos | e IL, foi
realizada através de uma dose Unica, via oral, pelo método de gavagem (Figura 4.2
— A e B), na concentracéo de 0,37 MBqg (0,01 mCi) de 1-131 por grama de animal, de
acordo com um protocolo ja estabelecido na literatura (74) e reproduzido por
Campos et al. (128). Ja o grupo C, ndo submetido a IT, recebeu inducéo de solucao
salina da mesma maneira que a IT foi administrada, pelo método de gavagem. Apés
a administracdo do iodo-131 os animais ficaram isolados até o 10° dia do
experimento, sem nenhum tipo de manipulacéo ou procedimento clinico, para evitar
contaminagao pela radioatividade do iodo-131. No 10° dia, tiveram regido das
glandulas parétidas e submandibulares tricotomizadas (remoc¢éo dos pelos da regiao
- bilateralmente) e demarcadas com dois retangulos (1 cm?), para a melhor

penetracdo do laser (Figura 4.3 - C e D).

4.2.2 TFBM

Para os animais do grupo IL, os quais receberam o tratamento com laser para
a HGS a partir do décimo dia de experimento, a irradiacéo foi realizada de maneira
pontual, com 3 pontos para cada umas das glandulas parétidas e submandibulares,
realizada com a frequéncia de 2 vezes por semana, totalizando 22 aplicagbes. A
TFBM foi realizada com um laser do tipo InGaAIP (Therapy X, DMC Ltda, Sao
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Carlos, SP, Brasil) com a area do spot de 0,028 cm?, programado no comprimento
de onda infravermelho 808 nm), com 100 mW de poténcia, energia de 1 J e tempo
de 10 segundos por ponto, totalizando uma densidade de energia de 35,7 J/cm?
(Figura 4.3 - E).

Para a aplicagédo das sessOes de Laserterapia, foram obedecidas as seguintes

formulas:
DE=PxT e E=DExA
A
Nas quais,

DE é a densidade de energia do laser (J/cmz);
E é a energia do laser (J);

P é a poténcia (W);

T € o tempo de irradiacdo (s);

A é a area do spot do laser (cm?).

Sempre antes do inicio e ap6s cada sessdo o laser foi checado, através do
Power meterCoherent®. Todos os principios de biosseguranca foram rigorosamente
seguidos, onde o investigador usou os Oculos de protecdo especificos para o
comprimento de onda emitido pelo aparelho, durante todo o tempo em que o laser

esteve ligado.

Os procedimentos de controle de infeccdo também foram seguidos para
protecdo do investigador, o qual fez uso de luva de latex, pe¢ca de méo e ponta do
laser devidamente recoberto por filme de policloreto de polivinila (PVC). Apos cada
utilizacdo, as pecas de mao, mangueiras e 0 corpo do equipamento foram

desinfetados com lengos proprios, umedecidos em solugdo de alcool (70%).

Para os animais que ndo receberam a aplicacdo da TFBM, ea contencdo
dorso-cervical foi realizada pelo operador durante o0 mesmo tempo da irradiagao (2

minutos), apenas para o controle do estresse.
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4.2.3 Eutanasia

Como descrito acima, foram eutanasiados e analisados 10 animais de cada

grupo, em trés tempos experimentais:

T1: antes do tratamento com IT;

T2: 10 dias ap6s a IT;

T3: 90 dias apos a IT.

Nos trés tempos experimentais pré-determinados, 0s animais foram
devidamente anestesiados com 2-3% isoflurano, em oxigénio, previamente a

eutanasia, que foi realizada através da remocao do coracao (Figura 4.3 - F).
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Figura 4.3 - Sequéncia dos procedimentos realizados durante o experimento. A) Camundongo prestes a receber
a lodoterapia/ Solugéo salina pelo método da gavagem; B) Administragdo da lodoterapia/ Solugéo
saliva por gavagem em camundongo para inducéo da hipofungéo glandular; C) Tricotomia (remocao
dos pelos) da regido de glandulas salivares com o auxilio de uma lamina de barbear; D)
Camundongo tricotomizado na regido de glandulas salivares; E) Aplicacdo da TFBM em regido de
GS de camundongo com laser de baixa poténcia; F) Eutanasia através da remocgéo do coragao.

4.2.4 - Obtencdo das amostras

Imediatamente apdés a eutanasia, as amostras das GS parétidas e
submandibulares foram removidas com o auxilio de uma tesoura e prontamente
imersas em solucdo fixadora (0,1% glutaraldeido + 4% formaldeido em tampé&o
cacodilato 0,1M — pH 7,4) para inclusdo em parafina, seguida das andlises
histoloégicas e imuno-histoquimicas (Figura 4.4). A massa corpérea foi mensurada

para 0s animais de todos 0s grupos no inicio e no final do experimento.



57

Figura 4.4 - Esquema ilustrativo da remogdo cirdrgica das glandulas salivares de camundongos, colocadas em
microtubos, contendo solugéo fixadora, e sua posterior inclusdo em blocos de parafina para analise
histologica

4.3 Andlises

4.3.1 Andlises Clinicas

Durante todo o periodo experimental, os animais foram devidamente

identificados e separados em cinco por gaiola, com agua e comida ad libitum. Nos
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dias T1, T2 e T3 os animais foram pesados, e esses pesos foram comparados entre

Si.

4.3.2 Analises Histoldgicas

Para a realizacdo das analises histolégicas (microscopia de luz e imuno-
histoquimica), ap6s a eutanasia, as GS parétidas e submandibulares foram
removidas e imediatamente imersas em solucao fixadora (0,1% glutaraldeido + 4%
formaldeido em tampao cacodilato 0,1M — pH 7,4) por 12 horas (overnight). Em
seguida foram lavadas em tampéao cacodilato 0,05 M e submetidos a desidratacéo
em concentracdes crescentes de etanol, seguido de xilol, sendo infiltrados e

incluidos em parafina para a obtencao dos blocos.

4.3.2.1 Analise por Microscopia de Luz — Hematoxilina e Eosina (HE)

Foram analisadas, através da microscopia de luz com coloracdo HE (130), as
glandulas salivares em todos os tempos experimentais. Para isso foram feitos cortes
nos blocos de parafina no microtomo MICROM HM360 de 4 um, que foram corados

com hematoxilina e eosina através de um protocolo pré-estabelecido (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 - Protocolo para a coloracéo pela técnica de HE (Hematoxilina & Eosina)(130)

Reagente Repeticoes Tempo

Desparafinizacdo

Xilol | 1 5’
Xilol Il 1 5’
Hidratacdo

Etanol 100% 1 5’
Etanol 95% 1 5’
Etanol 70% 1 5’

Coloracao
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Agua Corrente 1 5’

Agua Destilada 1 5’
Hematoxilina 1 3’

Agua Corrente 1 7-10’
Agua Destilada 1 Mergulho
Eosina 1 1-2’

Agua Destilada 3 Mergulho
Desidratacao

Etanol 95% 1 20"
Etanol 100% 2 3

Etanol/ Xilol 1 5’

Xilol Diafanizagao 1 5’

Xilol Montagem 1 5’

Apos desparafinizacdo, hidratacdo, coloracdo e desidratacdo, as laminulas
foram montadas com Entellan (Merck, Germany) e as laminas foram analisadas e

fotografadas em um microscopio de luz Olympus BX 60 (Figura 4.5).

Figura 4.5 - Passo a passo ilustrativo do processo de coloragdo H&E
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Foi feita, através da analise de Hematoxilina e Eosina por microscopia de luz,
uma analise estrutural e morfologica das GS dos diferentes grupos, em diferentes

tempos experimentais.

4.3.2.2 Analise por Microscopia de Luz — Tricrémico de Mallory (TM)

Foram feitos cortes no microtomo MICROM HM360 de 3 um de espessura, que
foram corados através da técnica de Tricromico de Mallory (TM) (131), com fucsina,

azul de anilina e OrangeG, através de um protocolo pré-estabelecido (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 — Protocolo para a coloragado pela técnica de Tricbmico de Mallory

Reagente Repeticoes Tempo

Desparafinizacao

Estufa 60°C 1 60’
Xilol | 1 10’
Xilol Il 1 10’
Hidratacdo

Etanol 100% 1 10
Etanol 95% 1 10
Etanol 70% 1 10
Coloracao

Agua Destilada 3 3’
Solucdo A 1 2’
Agua Destilada 3 Mergulho
Solucdo B 1 30’
Desidratacao

Etanol 80% 1 20”
Etanol 95% 1 20”7
Etanol 100% 3 3
Etanol/ Xilol 1 10
Xilol Diafanizagao 1 10
Xilol Montagem 1 10
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ApOs coloragéo, as laminulas foram montadas com Entellan (Merck, Germany)
e as laminas foram analisadas e fotografadas em um microscépio de luz Olympus
BX 60.

Figura 4.6 - Passo a passo ilustrativo do processo de coloragdo de Tricrédmico de Mallory
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Microscopio
de luz

Coloracgéo Tricomico
de Mallory

Estufa 60° Desparafinizacdo Hidratacao Solucéo A Solucéo B Desic?aia(;éo

Para a quantificagdo de coldgeno, os cortes foram analisados através de
fotografias realizadas com o microscépio de luz Olympus BX 60 (Figura 4.6). Foram
tiradas trés fotos por animal, e posteriormente essas imagens foram analisadas no

programa ImageJ®.

A escala produzida pelo microscépio no momento da fotografia foi transferida e
utilizada como escala no programa. A gquantidade de colageno foi mensurada
através da area corada em azul na fotografia, que representa o coldgeno nessa
coloragdo, sobre a area total da imagem. Na ferramenta “Threshold” o que marca em
vermelho indica a porcentagem em colageno (corado em azul na foto original), em
um aumento de 20x, revelando o valor percentual que a cor azul esta presente em

cada fotomicrografia (Figura 4.7).
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Figura 4.7 - Programa ImageJ na ferramenta 'Threshold' para quantificacdo da porcentagem coldgeno na
coloragdo Tricrdmico de Mallory
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Tanto as fotografias, quanto o processo para mensurar a quantidade de
colageno foi feita de maneira cega pelo examinador. No primeiro momento as fotos
foram tiradas no microscépio de maneira cega, sem que o examinador soubesse
qual grupo esta sendo fotografado. Depois de passadas para o computador
devidamente identificadas, foram para o programa Right Click Enhancer®, que
permite uma numeracao aleatéria das imagens. Entdo foram analisadas quanto a
guantidade de colageno no programa ImageJ® de modo que o operador néo

soubesse a qual animal aquela fotografia pertencia.

Os dados experimentais formaram um banco de dados para analise, onde cada
animal foi identificado por um numero. Os dados foram submetidos a teste
estatistico, com nivel de significancia de 5%.

4.3.2.3 Analise por Imuno-histoquimica — Método de TUNEL

A andlise por imuno-histoquimica pelo método de TUNEL (132), para a
determinacdo quantitativa de células apoptéticas, foi realizada a partir do material
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processado, emblocado em parafina e cortado sobre laminas silanizadas, como

descrito acima.

O TUNEL foi realizado através do kit comercialApopTag® Plus Peroxidase (In
Situ ApoptosisDetection Kit, Millipore), de acordo com as recomendacdes do
fabricante (132), a partir de cortes de 4 um de espessura (Figura 4.8).

Figura 4.8 — Imunohistoquimica para TUNEL - Kit comercial ApopTag. No numero 1 é possivel observar um DNA
fragmentado, representando um DNA que passou pelo processo de apoptose celular, neste meio
foram adicionados nucleotideos através do reagente Proteinase K; No numero 2, a adicdo do
Equilibration Buffer permite a catalizacdo dos nucleotideos ali presentes; No nimero 3 ocorre a
adicao do anticorpo primario (TdT) que se liga aos nucleotideos conjugados formando um aligbmero;
No numero 4, o anticorpo secundario (anti-dioxigenina) se liga ao complexo
dioxigenina+nucleotideos, que em seguida, no numero 5 é conjugada pela molécula da peroxidase
(DAB). No numero 6 foi feita a contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris promovendo a
marcacgdo das células apoptéticas.

_ Equilibration Anticorpo Anticorpo Coloracéo Contra-coloracéo
Proteinase K Buffer primario (TdT) secundario com DAB Hematoxilina
® P [~

MDD

@ @ © O0

As laminas contendo cortes de parafina ndo corados foram submetidas ao
processo de desparafinizagdo, em seguida foi colocada uma enzima de digestao
proteica (Proteinase K), diluida 1:500 em PBS (tampé&o fosfato salino), em seguida,
os cortes sdo colocados em peréxido de hidrogénio 3% por 5 minutos. Os cortes
foram lavados e submetidas ao processo de incubacédo com anticorpo primario (TdT)

por 60 minutos na camara umida a 37°C. O anticorpo secundario (Anti-Dioxigenin
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bY

Conjugate) € encubado por 30 minutos a temperatura ambiente. ApOs esse
processo, 0s cortes foram contra-corados com Hematoxilina de Harris, previamente
filtrada e submetidos a desidratacdo em concentracfes crescentes de etanol e

diafanizacdo em xilol, como mostrado na tabela a seguir (132) (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 — Protocolo para a rea¢do imunohistoquimica para deteccdo de células apoptoticas — Kit ApopTag
(Tunel) (132)

Reagente Repeticoes Tempo
Xilol 3 10'
Etanol 100% + Xilol 1 Mergulho
Etanol 100% 2 5'
Etanol 95% 1 3'
Etanol 70% 1 3'
PBS 1 5'
Proteinase K (1:500) 1 15'
PBS 2 2
Perdxido de Hidrogénio 3% 1 5'
Agua MilliQ 1 5'
Equilibration Buffer 1 30'
TdT — cdmara Umida a 37°C 1 60'
Wash/Stop Buffer (agitando) 1 15"
Wash/Stop Buffer 1 10'
PBS 3 1'
Anti-dioxigenin conjugate 1 30'
PBS 4 2!
DAB 1 6'
Agua MilliQ 3 1'
Agua MilliQ 1 5'
Hematoxilina de Harris 1 3'
Agua MilliQ (10 mergulhos de 30") 2 Mergulho
N-Butanol (10 mergulhos de 30") 3 Mergulho
Xilol 3 5'

As laminas foram montadas com laminulas de vidro utilizando-se como meio o
Entellan (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA). O controle negativo foi realizado

através da eliminagdo do anticorpo primario.

Para a quantificacdo de células apoptéticas, os cortes foram analisados através

de fotografias realizadas com o microscépio de luz Olympus BX 60. Foram tiradas
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trés fotos por animal, e posteriormente essas imagens foram colocadas no programa
ImageJ® para que a contagem fosse realizada por campo. A contagem foi realizada
de maneira duplo-cega, tanto no momento da fotografia, quanto no momento da
contagem das células, o operador ndo sabia a qual grupo aquela lamina pertencia,
através do programa Right Click Enhancer®, que permite uma numeracéo aleatoria
das imagens. E o processo de contagem foi realizado duas vezes para evitar erros
de calibracdo do operador. A imunomarcacéo de células apoptoéticas foi avaliada por

um examinador pré-calibrado, em microscépio de luz com aumento 40x.

4.3.2.4 Analise por Imuno-histoquimica — Canais de Sodio e lodo (NIS)

A analise por imuno-histoquimica para a deteccdo da proteina de membrana
NIS, foi realizada a partir do material processado, emblocado em parafina e cortado
sobre laminas silanizadas, como descrito anteriormente. A expressdo dos canais de
Sadio/lodo foi determinada pelo Sodium lodide Symporter - Polyclonal Antibody
(Proteintech, 24324-1 AP) a partir de cortes com 4 ym de espessura. As laminas
contendo cortes de parafina ndo corados foram submetidas ao processo de
desparafinizacdo, depois foram incubadas em peréxido de hidrogénio 3%, seguido
pela adicdo do anticorpo primario (Sodium iodide symporter Polyclonal Antibody G-5)
diluido 1:500 por 60 minutos a temperatura ambiente e, por 20 minutos, foi
adicionado o anticorpo secundario Histofine, Nichirei Biosciences inc. (Simple Stain
Rat MAX PO (MULTI) Universal Immuno-peroxidase Polymer for rat tissue, Anti-
mouse and Rabbit — Codigo 414191F) (133), também a temperatura ambiente. Ao
final, os cortes foram contra-corados com Hematoxilina de Harris, previamente
filtrada e submetidos a desidratacdo em concentragBes crescentes de etanol e
diafanizacdo em xilol, como mostrado na tabela a seguir (Tabela 4.4). Finalizada a
reacao, as laminas foram montadas com laminulas de vidro utilizando-se como meio
o Entellan (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA). O controle negativo foi realizado

através da abolicdo do anticorpo primario.
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Tabela 4.4 - Protocolo para a rea¢éo imunohistoquimica para detec¢éo dos Canais de Sédio e lodo (NIS)(133).

Reagente Repeticoes Tempo
Xilol 3 10'
Etanol 100% 1 5'
Etanol 95% 1 5'
Etanol 80% 1 5'
Agua destilada 3 3
TBST 3 3
Perdxido Hidrogénio 3% 1 10'
Soro Bloqueador 1 60’
Anticorpo primario (1:500) 1 60’
TBST 3 3
Histofine (anticorpo secundario) 1 30'
TBST 3 3
DAB 1 10'
Agua destilada 1 1'
Hematoxilina de Harris 1 5'
Agua destilada 1 1'
HCI (1%) + Etanol (99%) 1 10"
Agua destilada 1 mergulho
Etanol 70% 1 5'
Etanol 80% 1 5'
Etanol 95% 1 5'
Etanol 100% 1 5'
Xilol 2 5'

Para a quantificacdo da marcacdo da proteina NIS, os cortes foram analisados
através de fotografias realizadas de maneira cega com o microscépio de luz
Olympus BX 60. Foram tiradas trés fotos de cada animal, e posteriormente essas
imagens foram colocadas no programa ImageJ® para auxiliar na contagem dos
ductos corados pelo HDAB. A contagem foi realizada de maneira duplo-cega, ou
seja, tanto no momento da fotografia, quanto no momento da contagem, o operador
nao sabia a qual grupo aquela lamina pertencia, e o processo de contagem foi
realizado duas vezes para evitar erros de calibracdo do operador e foram feitas

analises descritivas e quantitativas.

Os dados experimentais formaram um banco de dados para analise, onde cada
animal foi identificado por um numero. Os dados foram submetidos a teste

estatistico, com nivel de significancia de 5%.
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4.3.3 Analise Estatistica

Com os resultados adquiridos dos experimentos foram feitas as analises
estatisticas, que foi realizada com analise de variancia (ANOVA), seguida do teste
de Tukey, utilizando o software MiniTab 16. O nivel de significAncia de 5% foi

considerado para todas as comparacoes.
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5 RESULTADOS

Nos subitens a seguir serdo descritos os resultados das analises clinicas e
histoldgicas.

5.1 Analises Macroscépicas

A observacdo macroscopica dos animais nos mostrou alguns dos sinais
classicos do hipotireoidismo nos animais que receberam a iodoterapia, como perda

de pelos e fadiga, confirmando a padronizagédo do modelo experimental utilizado.

Com relacdo a analise da massa corporea, houve um aumento estatistico de
aproximadamente 20%, nos 3 grupos, Controle (n=30), lodo (n=20) e lodo-Laser

(n=20) ao longo do tempo, sem diferenca entre os grupos (Gréfico 5.1).
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Grafico 5.1 - Médias da massa corporea dos animais dos grupos C, | e IL nos diferentes tempos experimentais.
Letras iguais indicam semelhanca e letras diferentes indicam diferenga estatisticamente
significante dos grupos (C, | ou IL), nos diferentes tempos experimentais (T1, T2 e T3) ou entre 0s
grupos (C, | e IL) nos diferentes tempos experimentais (T1, T2 ou T3). Teste ANOVA dois fatores,
(tempo e grupo) seguido do teste de Tukey. (p<0,05) (n=10)
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O peso das glandulas salivares parétidas e submandibulares dos animais do
experimento também foram analisados. As GS parétidas do grupo controle (C-T1)
apresentaram peso com valor médio de 0,047 g. No tempo de 10 dias apds o inicio
do experimento, T2, o grupo iodo-laser (IL-T2), com peso médio 0,037 g, foi
estatisticamente inferior ao grupo controle (C-T2), com peso médio de 0,053 g. O
grupo iodo (I-T2), com peso médio 0,053 g, apresentou valores semelhantes aos
dois grupos. No tempo de 90 dias ap0s o inicio do experimento, T3, foi observada
uma média de peso no grupo iodo (I-T3) de 0,037 g, enquanto o grupo controle (C-
T3) teve um peso médio de 0,049 g e o grupo iodo-laser (IL-T3) peso médio 0,048 g.
(Grafico 5.2).
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Gréfico 5.2 - Médias do peso das glandulas salivares pardtidas dos grupos C, | e IL nos diferentes tempos
experimentais. Letras iguais indicam semelhanca e letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante dos grupos (C, | ou IL), nos diferentes tempos experimentais (T1, T2 e
T3) ou entre os grupos (C, | e IL) nos diferentes tempos experimentais (T1, T2 ou T3). Teste
ANOVA dois fatores, (tempo e grupo) seguido do teste de Tukey. (p<0,05) (h=10)
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Com relagéo ao peso das glandulas submandibulares todos os grupos, tratados
e ndo tratados, apos 10 e 90 dias do inicio do experimento (T2 e T3), apresentaram
diminuicdo no tamanho das glandulas salivares submandibulares em relacdo ao
grupo controle no tempo inicial do experimental, que presentou peso médio de 0,107
g (C-T1) (Grafico 5.3).

Com relagdo aos grupos 10 dias apés do inicio do experimento, eles nao
apresentaram nenhuma diferenca estatisticamente significante entre si. O que néo
ocorreu para 90 dias apdés o inicio do experimento, onde o grupo lodo (I-T3)
apresentou uma queda de cerca de 20% com relacdo ao grupo controle T3 e o
grupo laser foi o grupo que apresentou uma menor diminui¢cdo do peso da glandula,

com relac&o ao grupo controle.

No tempo experimental T2, apés 10 dias de experimento, ndo foi possivel
observar diferenca estatistica entre os diferentes grupos experimentais, como foi

citado anteriormente, apesar disso, observa-se uma tendéncia do grupo controle (C-
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T2), com valor médio de peso 0,08 g, a mostrar valores médios superiores aos
valores dos grupos iodo (I-T2), que apresenta um peso médio 0,059 g e iodo-laser

(IL-T2), com um valor médio de peso de 0,062 g.

Em T3, houve essa diminuicdo de 20% do peso das glandulas salivares
submandibulares no grupo lodo em T3 - ap6s 90 dias (I-T3), que apresentou uma
meédia de peso de 0,068 g, quando comparado ao seu respectivo grupo controle (C-
T3), que teve um peso médio de 0,085 g. Nesse mesmo tempo experimental, T3, os
animais do grupo IL-T3, que receberam a iodoterapia e a laserterapia como
tratamento, apresentaram valores mais proximos ao grupo C-T3, com uma média de

peso de 0,076 g.
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Gréfico 5.3 - Médias do peso das glandulas salivares submandibulares dos grupos C, | e IL nos diferentes
tempos experimentais. Letras iguais indicam semelhanga e letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante dos grupos (C, | ou IL), nos diferentes tempos experimentais (T1, T2 e
T3) ou entre os grupos (C, | e IL) nos diferentes tempos experimentais (T1, T2 ou T3). Teste
ANOVA dois fatores, (tempo e grupo) seguido do teste de Tukey. (p<,05) (h= 10)
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5.2 Andlises histoldgicas

5.2.1 Microscopia de Luz — Hematoxilina e Eosina (HE)

As glandulas parétidas e submandibulares foram coradas com hematoxilina e
eosina e analisadas em microscopia de luz para avaliar possiveis alteracées

morfologicas.

Em relacdo a glandula parétida, os animais dos grupos controles, tanto para 10
quanto para 90 dias de experimento, apresentaram as caracteristicas tipicas das
unidades secretoras terminais e ductos, ou seja, células serosas contendo granulos
de secrecdo, nucleo esférico e citoplasma basofilo, as quais se apresentaram
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integras, assim como os ductos intercalar e estriado (Figura 5.1 — A e D). Nos
grupos | e IL, em T2, o tamanho das unidades secretoras terminais pareceram
diminuidas e os espacos entre as unidades secretoras pareceram aumentados,
sugerindo atrofia acinar (Figura 5.1- B e C). No grupo I-T3 (Figura 5.1 — E), mesmo
apos 90 dias, ainda foi possivel observar atrofia acinar e ductos com formatos
irregulares, presenca de células inflamatorias, além de um aparente espessamento
dos septos glandulares. O grupo IL-T3 (Figura 5.1 — F), aparentou caracteristicas
menos severas que o grupo | - T3, quando comparados ao seu respectivo grupo

controle, mostrando menor atrofia dos acinos e auséncia de células inflamatérias.
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Figura 5.1 - Fotomicrografia das glandulas salivares parétidas. Em (A e D) grupo C nos dias 10 e 90 do
experimento, respectivamente, revelando integridade das unidades secretoras terminais e dos
ductos. Em (B e C) grupo lodo e lodo/Laser no dia 10 do experimento, revelam unidades
secretoras alteradas e diminuidas e maiores espagos intercelulares. Em (E)grupo lodo observa-se
atrofia das unidades secretoras e presencga de células inflamatérias (seta) e no grupo lodo/Laser
(F) no dia 90 do experimento, respectivamente, é possivel observar caracteristicas menos severas
de atrofia acinar e auséncia de células inflamatérias DI, Ducto Intercalar; DS, Ducto Estriado; DE,
Ducto Excretor; VS, Vaso Sanguineo. Aumento Original: 20x — Coloragdo: Hematoxilina & Eosina -
Barra com 100 pm.
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A glandula salivar submandibular, nos grupos controles, (Figura 5.2 — A e D),
apresentou caracteristicas de glandula salivar mista, predominantemente serosa,;
contendo granulos de secrecdo e nucleos esféricos integros, assim como os ductos
intercalar, granuloso e estriado, e citoplasma basofilo. Nos grupos I-T2 e IL-T2, no
tempo 10 dias (Figura 5.2 — B e C), foi possivel observar maior concentracdo de
vasos sanguineos, alteracdo na morfologia dos ductos granulosos e espacos
intercelulares sugestivos de vacuolizagdo. No grupo I-T3 (Figura 5.2 — E), foi
possivel observar um aparente espessamento nas regides dos ductos, sugestiva de
fibrose. E, no grupo IL-T3 (Figura 5.2 — F), observou-se caracteristicas semelhantes
aos grupos controles, como por exemplo, auséncia de espacos entre as unidades
secretoras terminais, assim como ductos granulosos integros, apesar de também ser
possivel observar um aparente espessamento na regido dos ductos, caracterizando

uma possivel formacéo de tecido fibroso.
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Figura 5.2 - Fotomicrografia das glandulas salivares submandibulares. Em (A e D) grupo C nos dias 10 e 90 do
experimento, respectivamente, revelando integridade das unidades secretoras terminais e dos
ductos granulosos. Em (B e C) grupo lodo e lodo/Laser no dia 10 do experimento, respectivamente,
revelam uma maior presenc¢a de vasos sanguineos e um aparente espagamento entre as células
que aparentam ser uma vacuolizacdo (seta). Em (E e F) grupo lodo e grupo lodo/Laser no dia 90 do
experimento, respectivamente, é possivel observar um aparente espessamento dos septos proximo
aos ductos. DG, Ducto Granuloso; DI, Ducto Intercalar; DS, Ducto Estriado; DE, Ducto Excretor; VS,
Vaso Sanguineo. Aumento Original: 20x — Coloragéo: Hematoxilina & Eosina - Barra com 100 pum.
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5.2.2 Microscopia de Luz — Tricémico de Mallory (TM)

Nas andlises realizadas com a coloragdo de Tricbmico de Mallory, nas GS
parétidas e submandibulares, na qual a marcagdo de colageno em azul, foi possivel
observar a quantidade de colageno presente nas GS dos animais nos diferentes

grupos e tempos experimentais.

Nas glandulas salivares parotidas os grupos controles em ambos 0s tempos
experimentais, C-T2 e C-T3 (Figura 5.3 — A e D), apresentaram 15% de colageno,
em média, no tecido glandular. Em T2, apés 10 dias de experimento, esse colageno
diminuiu para cerca de 5,5% e 7,5%, respectivamente, nos grupos I-T2 e LI-T2
(p<0,05) (Figura 5.3 — B e C). Com relacéo ao tempo experimental T3, 90 dias apds o
inicio do experimento, o grupo I-T3 (Figura 5.3 — E) apresentou uma queda de
coldgeno para cerca de 8%, e o grupo LI-T3 (Figura 5.3 — F) manteve um valor de
aproximadamente 15%. Essa diferenca, que foi estatisticamente significante com 10
dias de experimento, ndo pdde ser observada entre os grupos com 90 dias. No
entanto, apesar de ndo ter sido estatisticamente significante, foi possivel observar
que 0 grupo que recebeu a terapia de fotobiomodulacdo apresentou sua média
porcentual de colageno com um valor similar ao grupo controle (Gréfico 5.4).
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Gréfico 5.4 - Médias das quantidades porcentuais de colageno nas glandulas salivares parétidas, dos grupos C, |
e LI, nos diferentes tempos experimentais (T2 ou T3 ). Teste ANOVA seguido do teste de Tukey.
(p<0,05) (n=5).
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Figura 5.3- Fotomicrografia das glandulas salivares parotidas, coradas com Tricbmico de Mallory, para anélise
da concentracdo de colageno. Em A e D, grupo C nos dias 10 e 90 do experimento,
respectivamente, revelando quantidades de colageno normais, corado em azul (seta). Em B e C,
grupo lodo e lodo/Laser no dia 10 do experimento, respectivamente, revelando quantidade de
colageno inferior, corados em azul (seta), quando comparadas ao grupo controle (A). Em E e F,
observa-se a presencga de colageno corado em azul (seta). Aumento original 20x - Barra com 100

pm.
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Nas glandulas submandibulares, os animais dos grupos controles, C-T2 e C-
T3, apresentaram valores médios porcentuais de concentracao de colageno de 19%
e 13%, respectivamente (Figura 5.4 A e D). Nos grupos I-T2 e LI-T2, 10 dias ap0s o
inicio do experimento, foi observada uma menor concentracdo de colageno, de, em
média, 5% (Figura 5.4 — B e C), e estes valores foram estatisticamente significantes,
quando comparados com o grupo C-T2 (p<0,05). Apds 90 dias, o grupo I-T3
apresentou quantidades porcentuais de colagenos de 6,8%, que foi estatisticamente
menor que seu respectivo grupo controle, C-T3 (p<0,05) (Figura 5.4 —E). J& o grupo
que recebeu o iodo, mas também o tratamento com a terapia de fotobiomodulacao,
0 grupo IL-T3 (Figura 5.4 — F), mostrou quantidades de colageno estatisticamente
semelhante ao grupo controle, C-T3, com uma média de 16,6% (p>0,05) (Gréfico
5.5).

Gréfico 5.5 - Médias das quantidades porcentuais de colageno nas glandulas salivares submandibulares, dos
grupos C, | e LI, nos diferentes tempos experimentais (T2 ou T3). Teste ANOVA seguido do teste
de Tukey (p<0,05) (n=5).
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Figura 5.4-- Fotomicrografia das glandulas salivares submandibulares, coradas com Tricdmico de Mallory,
para analise da concentragdo de colageno. Em A e D, grupo C nos dias 10 e 90 do experimento,
respectivamente, revelando quantidades de colageno normais, corado em azul (seta). Em B e C,
grupo lodo e lodo/Laser no dia 10 do experimento, respectivamente, revelando quantidades de
colageno inferiores, corados em azul (seta), quando comparadas aos grupos controles. Em E e
F, grupo | e IL, respectivamente, no dia 90 do experimento, observa-se a presenca de colageno
corado em azul (seta), indicando possivel regido de fibrose. Aumento original 20x - Barra com
100 pm.
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5.2.3 — Imuno-histoquimica — Método de TUNEL

As andlises de TUNEL indicam a presenca de células apoptéticas nas GS

parotida e submandibular dos grupos C, | e IL, nos diferentes tempos experimentais.

Nas GS parétidas, no grupo controle, C-T2 (Figura 5.5 A), a presenca de
células apoptéticas foi observada de maneira discreta e esporadica, havendo em
meédia 1 célula apoptotica por campo analisado. Foi possivel observar a presenca de
células apoptéticas em grande quantidade, cerca de 40-45 células por campo, em
média, nos grupos iodo, I-T2 e iodo-laser, IL-T2 (Grafico 6 e Figura 5.5 — B e C).
Apds 90 dias, observa-se apenas um nucleo apoptético no grupo C-T3 (Figura 5.5 —
D), no grupo iodo, I-T3 (Figura 5.5 — E), foi observada a presenca de cerca de 20-25
células apoptoticas por campo, nos animais que nao receberam laser como
tratamento, sendo estatisticamente diferente dos valores apresentados pelos grupos
controle, C-T3 e laser-iodo, LI-T3 (Grafico 5.6). Nos animais do grupo LI-T3 (Figura
5.5 - F), que receberam a iodoterapia e a terapia de fotobiomodula¢éo, observou-se,

em média, 3 células apoptéticas por campo analisado (Grafico 5.6).



83

Gréfico 1 — Médias das quantidades de células apoptoéticas expressas na Glandula Parétida, dos grupos C, | e IL,
nos diferentes tempos experimentais (T2 e T3), marcadas através de método de TUNEL com Kit
Apoptag, Andlises duplo-cegas foram realizadas com triplicata amostral. Teste ANOVA dois fatores,
(tempo e grupo) seguido do teste de Tukey (p<0,05) (n=5).
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Figura 5.5 — Fotomicrografia das glandulas salivares par6tidas na andlise imuno-histoquimica de TUNEL, para
detecc¢éo de células apoptéticas. Em (A) grupo C no dia 10 do experimento, auséncia de marcagao.
Em (D) grupo C no dia 90 do experimento € possivel observar a marcagdo de um nucleo apoptotico
(seta) nas unidades secretoras. Em (B e C) grupo lodo e lodo/Laser no dia 10 do experimento,
respectivamente, é possivel observar multiplos nulcleos apoptéticos marcados (seta) tanto nas
unidades secretoras terminais quanto nos ductos. Em (E) grupo lodo no dia 90 do experimento, é
possivel observar marcagéo de nudcleos apoptéticos em células acinares e ductos (setas). Em (F)
grupo lodo/Laser no dia 90, observa-se uma marcacédo de nlcleos apoptoéticos menos intensa. DI,
Ducto Intercalar; DS, Ducto Estriado; DE, Ducto Excretor; VS, Vaso Sanguineo. Aumento Original:
40x — Coloracéo: Hematoxilina - Barra com 50 pm.
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Nas GS submandibulares dos animais do grupo controle, C-T2 (Figura 5.5 —
A), foi observada a discreta presenca de células apoptéticas, variando em média, em
torno de 1-2 células por campo analisado. Nos grupos I-T2 e LI-T2 (Figura 5.5 - B e
C) foi observada maior presenca de células apoptoticas, entre 30-35, em média, por
campo analisado. Em T3, os grupos analisados, C-T3, I-T3 e IL-T3 (Figura 5.5 -D, E
e F) apresentaram quantidades inferiores e estatisticamente semelhantes entre si,
com cerca de 1-5 células apoptoticas, por campo observado. Apesar disso, foi
possivel observar uma média discretamente maior no grupo I-T3, enquanto 0 grupo

LI-T3 apresentou valores mais proximos do grupo C-T3 (Grafico 5.7).

Gréfico 5.7 - Médias das quantidades de células apoptéticas expressas nas glandulas submandibulares, dos
grupos C, | e IL, nos diferentes tempos experimentais (T2 e T3), marcadas atraveés de método de
TUNEL com Kit Apoptag, Andlises duplo-cegas foram realizadas com triplicata amostral. Teste
ANOVA dois fatores, (tempo e grupo) seguido do teste de Tukey (p<0,05) (n=5).
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Figura 5.5 Fotomicrografia das glandulas salivares pardtidas na andlise imuno-histoquimica de TUNEL, para
deteccgédo de células apoptoticas Em (A) grupo C no dia 10 do experimento, auséncia de marcacao.
Em (D) grupo C no dia 90 do experimento € possivel observar a marcagdo de um nucleo apoptotico
(seta) nas unidades secretoras. Em (B e C) grupo lodo e lodo/Laser no dia 10 do experimento,
respectivamente, é possivel observar miltiplos ndcleos apoptéticos marcados (seta) tanto nas
unidades secretoras terminais quanto nos ductos. Em (E) grupo lodo no dia 90 do experimento, é
possivel observar marcacéo de nucleos apoptéticos em células acinares e ductos (setas). Em (F)
grupo lodo/Laser no dia 90, observa-se uma marcagdo de nlcleos apoptéticos menos intensa. DG
Ducto Granuloso, DI, Ducto Intercalar; DS, Ducto Estriado; DE, Ducto Excretor; VS, Vaso
Sanguineo. Aumento Original: 40x — Coloragdo: Hematoxilina - Barra com 50 pm.

Marcacao Imuno-histoquimica para Apoptose (TUNEL)
Glandula Submandibular

o

r-90di




87

5.2.4 Imuno-histoquimica — Canais de Sodio e lodo (NIS)

A marcacao imuno-histoquimica dos canais de sodio e iodo (NIS) foi realizada
para as GS paroétida e submandibular, nos diferentes tempos experimentais. Para as
glandulas paroétidas, o grupo C-T2 (Figura 5.6 — A) apresentou a maior marcacgao de
NIS, com uma meédia de 2 ductos por campo analisado. Nos grupos |-T2 e IL-T2
(Figura 5.6 — B e C) a marcacado foi praticamente inexistente. Apés 90 dias de
experimento, em T3, o grupo controle, C-T3 (Figura 5.6 - D) apresentou uma média
de 1,5 ductos por campo analisado. Nesse mesmo tempo experimental, o grupo I-T3
(Figura 5.6 — E) apresentou valores mais baixos, sendo essa diferenca,
estatisticamente significante entre esses dois grupos, C-T3 e I-T3 (p<0,05). J& no
grupo IL-T3, foi observada uma maior expresséo de NIS, semelhante aos valores do

grupo C-T3 (p>0,05) e superiores ao grupo I-T3 ((Figura 5.6 — F) Grafico 5.8).

Nos grupos em que houve a expressdo da proteina NIS, esta estava
localizada principalmente nos ductos estriados, e em alguns casos, também nos

ductos intercalares (Figura 5.6).
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Gréfico 5.8 - Quantificacdo da expresséo relativa das marcac¢des de Canais de Sédio e lodo (NIS) por imuno-

histoquimica na Glandula Parétida, dos grupos C, | e IL, nos diferentes tempos experimentais.
Andlises duplo-cegas foram realizadas com triplicata amostral. Teste ANOVA dois fatores, (tempo
e grupo) seguido do teste de Tukey foi realizado para a analise estatistica. Letras iguais indicam
semelhanca e letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante de cada grupo nos
diferentes tempos experimentais ou entre 0s grupos em um mesmo tempo experimental (p<0.05)
(n=5).
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Figura 5.7 — Fotomicrografia das glandulas salivares parétidas na analise imuno-histoquimica de NIS, para
detecgdo da expressd@o dos Canais de Sédio e lodo. Em (A e D) grupo C no dia 10 e 90 do
experimento, respectivamente, marcagdo dos canais de sodio e iodo nos ductos intercalares e
estriados (seta). Em (B e C) grupo lodo e lodo/Laser no dia 10 do experimento, respectivamente,
possivel observar auséncia de marcacao nos ductos. Em (E) grupo lodo no dia 90 do experimento,
€ possivel observar também auséncia de marcac&o de NIS nos ductos. Em (F) grupo lodo/Laser
no dia 90, observa-se marcacdo de NIS nos ductos intercalares e estriados. DI, Ducto Intercalar;
DS, Ducto Estriado; DE, Ducto Excretor; VS, Vaso Sanguineo. Aumento Original: 20x —
Coloragdo: Hematoxilina - Barra com 100 pm.

Marcacao Imuno-histoquimica para Canais de Sodio e lodo (NIS)
Glandula Parotida

~ lodo-10 ias (T3)

-,
.

v
=

X Ty @. 7o "‘L'f 4 2 ,.'-;’ _._\3" Rt AR e |

% 1";_£’?Y v b
; -

o g

&)

YN
AT
Al T %{T
LSy, ML
g’-’d%"“&g

{ 27

2 .

PR

e iy
ek

-
-

=iEg

S

lodo/Laser- 7 r - 90 dias




90

Para as glandulas submandibulares, o grupo C-T2 (Figura 5.8 — A)
apresentou a maior taxa de marcacdo de NIS, com uma média de 2 ductos
marcados por campo analisado, e os grupos I-T2 e IL-T2 (Figura 5.8 — B e C) a
marcacao foi estatisticamente inferior (p<0,05). Apds 90 dias de experimento, em T3,
o0 grupo controle, C-T3 (Figura 5.8 — D) apresentou também maior taxa de marcacao
para NIS, com cerca de 2 ductos marcados por campo analisado e o grupo I-T3
(Figura 5.8 — E) continuou apresentando valores inferiores, entre 0,5 e 1,0, e essa
diferenca entre C-T3 e I-T3 foi estatisticamente significante (p<0,05). Por outro lado,
o grupo IL-T3 (Figura 5.8 — F) apresentou expressao de NIS mais alta e mais
proxima ao grupo C-T3, com uma média entre 1,0 e 1,5 ductos marcados por campo
analisado (p>0,05) (Grafico 5.9).

Assim como na GS parétida, a expressao da proteina NIS ocorreu

principalmente nos ductos estriados e intercalares.

Gréfico 5.9 - Médias das quantidades de canais de sodio e iodo expressos na Glandula Submandibular, dos
grupos C, | e IL, nos diferentes tempos experimentais (T2 e T3), marcadas por andlise imuno-
histoquimica, Andlises duplo-cegas foram realizadas com triplicata amostral. Teste ANOVA dois
fatores, (tempo e grupo) seguido do teste de Tukey foi realizado para a andlise estatistica. Letras
iguais indicam semelhanca e letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante de
cada grupo nos diferentes tempos experimentais ou entre 0S grupos em um mesmo tempo
experimental (p<0.05) (n=5).
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Figura 5.8 — Fotomicrografia das glandulas salivares submandibulares na analise imuno-histoquimica de NIS,
para deteccéo da expressao dos Canais de Sodio e lodo. . Em (A e D) grupo C no dia 10 e 90 do
experimento, respectivamente, marcacdo dos canais de sédio e iodo nos ductos intercalares e
estriados (seta). Em (B e C) grupo lodo e lodo/Laser no dia 10 do experimento, respectivamente,
€ possivel observar marcacéo nos ductos intercalares e estriados. Em (E) grupo lodo no dia 90
do experimento, € possivel observar também auséncia de marcacéo de NIS nos ductos. Em (F)
grupo lodo/Laser no dia 90, observa-se marcacdo de NIS nos ductos intercalares e estriados.
DG, Ducto Granuloso; DI, Ducto Intercalar; DS, Ducto Estriado; DE, Ducto Excretor; VS, Vaso
Sanguineo. Aumento Original: 20x — Coloragdo: Hematoxilina - Barra com 100 pm.
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6 DISCUSSAO

A xerostomia/hipofungéo das glandulas salivares tem sido vista como um efeito
colateral muito presente nos pacientes que realizaram tratamento anti-neoplasico
com iodoterapia, impactando de maneira significativa na qualidade de vida desses
pacientes, que em sua maioria, possuem uma sobrevida alta (10, 134). Além de
diminuir a qualidade de vida dos pacientes, a hipofuncdo das glandulas salivares
pode ocasionar outras complicacdes na cavidade oral, justificando a necessidade de
mais estudos nessa area e a necessidade de se estabelecerem métodos tanto de

prevencao e tratamento desse efeito colateral da iodoterapia.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a hipofuncéo das glandulas salivares
induzidas pela administracdo de iodo-131 em camundongos, assim como avaliar o
tratamento dessa complicacdo, através da terapia de fotobiomodulacdo com o laser
de baixa poténcia na faixa do infravermelho. Os resultados deste trabalho indicaram
que o iodo-131 é danoso ao parénquima das glandulas salivares, de modo a
aumentar as taxas de células apoptéticas, inibir co-transportadores, além de alterar
significativamente a quantidade de colageno presente no tecido. Sendo a glandula
parétida, aparentemente, mais afetada que a glandula salivar submandibular. Além
disso, a TFBM foi capaz de modular o processo inflamatério nas GS parotidas e
submandibulares, aumentar a concentracdo de colageno, diminuir a quantidade de
células apoptéticas (para as glandulas parétidas), assim como aumentar a marcagao
para os canais NIS.

Alguns dos sinais classicos do hipotireoidismo, como a fadiga e a calvicie,
foram observados nos animais que receberam a iodoterapia e sdo dois parametros
capazes de nos mostrar que o modelo de estudo padronizado por Choi et. al (74) e
reproduzido por Campos et al (128), aparentemente foi capaz de induzir um estado
de hipotireoidismo, e com isso, uma provavel hipofungédo das glandulas salivares. E
essa confirmacéo, quanto a adequacédo da dose, se torna importante porque néo
existe um consenso quanto & dose ideal de iodoterapia, ndo apenas no ambito da
pesquisa laboratorial em animais, mas também nos centros de radiologia de
iodoterapia (67, 135, 136).
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N&o ter ocorrido um aumento de peso nos animais que receberam a
iodoterapia, e que, consequentemente, estavam sob uma menor quantidade de
horménios tireodianos (TSH), foi um fator, a principio, ndo esperado, uma vez que 0
hipotireoidismo estd comumente associado ao ganho de peso. No entanto, autores
discutem que essa relagcdo entre ganho de peso e hipotireoidismo nédo € direta, e sim
que a diminuicdo do metabolismo causada pela queda do hormoénio TSH,
frequentemente associada a uma dieta desequilibrada pode promover um ganho de
peso com maior facilidade ao longo prazo, e que quando ocorre, ndo costuma ser
maior que 10% (137). O que nao foi o caso dos camundongos em experimento, que
mantiveram uma dieta equilibrada com racdo durante todo o experimento. Além
disso, um estudo feito por Rakov et al., em 2016, no qual o hipotireoidismo &
induzido através de Lol/MMI/CIO4 (low iodine diet /methimazole /perchlorate), ou
seja, dieta com baixo teor de iodo / metimazol / percloreto, demonstra que o ganho
de peso em camundongos ndo foi um fator observado em seu fenétipo durante esse
estado de privacao de TSH (138).

Apesar da ideia de que os efeitos colaterais nas GS promovidos pela
iodoterapia sdo, em sua maioria, transitérios (139); os achados deste trabalho
revelam que o iodo-131 promove alteracdes morfoldégicas importantes, como atrofia
das unidades secretoras terminais, apoptose e aumento dos espacos intercelulares.
Além disso, o grupo I-T3 apresentou presenca de células inflamatoérias no estroma
glandular.

A diminuicdo do peso das glandulas salivares, tanto parétida quanto
submandibular, apesar de nado terem apresentado diferencas de peso
estatisticamente significantes apds a iodoterapia, no momento da remocéo cirargica,
era possivel observar as glandulas dos animais que receberam a iodoterapia mais
aderidas e difusas no tecido, e visualmente menores. Uma diminuicdo macroscopica
das glandulas pode ser um indicativo da ocorréncia de atrofia, devido aos efeitos
deletérios de necrose e fibrose que o iodo radioativo promove nos tecidos
glandulares, semelhante aos efeitos que ocorrem na tireoide (27, 136). Essa atrofia
macroscopica provavelmente também pode indicar uma alteracdo da sua fungéo,
uma vez que forma e funcdo estdo relacionadas quando se trata da fisiologia da

glandula salivar.
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Um dos motivos que podem ter contribuido para auséncia de diferencas
estatisticas dos pesos das glandulas é o fato da glandula parétida dos camundongos
ser um tecido muito difuso e de dificil remocéo cirdrgica, que apesar de ter sido feita
por um operador calibrado e experiente, € um tecido que fica aderido por linfonodos

e tecido adiposo, 0 que acaba alterando seu peso final.

Nas analises histoloégicas com coloracdo de Hematoxilina & Eosina, visando
analise estrutural e morfolégica da glandula e Tricbmico de Mallory, com o objetivo
de analisar a concentracdo de colageno presente nas glandulas, nos diferentes
tempos experimentais; foi possivel observar que, 10 dias apds a realizacdo da
iodoterapia, a quantidade de colageno nas glandulas salivares, tanto parétida quanto
submandibular, estava estatisticamente diminuida para os grupos iodo e iodo-laser.
Esse fato pode estar provavelmente relacionado com o processo inflamatorio intenso
que ocorre durante os primeiros dias apos o tratamento com iodo-131, uma vez que
a degradacdo do colageno se inicia precocemente e € muito ativa durante o
processo inflamatério. Além disso, também foi observada uma maior concentracao
de vasos sanguineos e alteracdo na estrutura das unidades secretoras terminais,
principalmente da glandula parétida, que apresentaram morfologia alterada,

indicando atrofia.

Essa diminuicdo na concentracdo de colageno das glandulas salivares também
foi observada apos 90 dias de experimento nos grupos iodo (I-T3) para as GS
submandibulares. Nas glandulas salivares parétidas essa diminuicdo de colageno
nao foi estatisticamente significante, apesar de apresentarem valores médios
relevantes. A presenca do colageno nas GS parétidas do grupo iodo (I-T3) indica
que provavelmente trata-se de um tecido que passou da fase inflamatéria, para uma
fase de remodelacdo, onde a producdo de colageno, apos 90 dias, ja voltou a
ocorrer, porém sua distribuicdo no tecido glandular ndo ocorre da mesma maneira
que o grupo controle. A producdo e distribuicdo desse colageno imaturo, que
costuma ser depositado de maneira desordenada, em alguns casos, pode formar um
tecido com fibrose, e a formagdo dessa fibrose pode ser responsavel pelo
espessamento dos septos intra-lobulares da glandula, bem como a atrofia das

unidades secretoras terminais. O espessamento dos septos intralobulares também
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foi descrito por Choi et al.,2013 (74) em glandulas submandibulares de cobaias
submetidos a iodoterapia.

O grupo iodo-laser da GS submandibular que receberam a TFBM ao longo dos
90 dias de experimento apresentou suas quantidades de coldgeno semelhantes ao
seu controle, indicando que o laser foi possivelmente capaz de acelerar a produgéo
de colageno, passando mais rapidamente da fase inflamatoria para a fase de

remodelacéo tecidual.

A GS parotida, apesar de ndo ter apresentado valores estatisticamente
diferentes entre seus grupos, apresenta valores de médias que indicam um processo

semelhante ao ocorrido com as GS submandibulares.

A apoptose € um processo de morte celular programada que ocorre de maneira
patolégica em situacBes que o dano ao DNA ¢é irreversivel e, quando ocorre em
grande quantidade, pode acarretar na involugdo de um érgao; e este é um possivel
mecanismo que ocorre nas GS afetadas pelo iodo-131. Neste estudo, o teste de
TUNEL revelou que, apo6s 10 dias de experimento, uma quantidade maior de células
apoptéticas, tanto em unidades secretoras terminais, quanto em ductos, foram
encontradas, quando comparadas ao grupo controle. Maiores taxas apoptoticas em
glandulas salivares submandibulares de camundongos apos iodoterapia também
foram observadas por Choi et al.,2013 (74).

J& se sabe que a concentracdo de iodo radioativo é entre 20 — 100 vezes maior
na saliva do que no plasma (7), e isso indica que o iodo, sendo na sua forma
radioativa ou ndo, é absorvido e eliminado em grande quantidade pelas GS. Ainda
nao se compreende o mecanismo completo de como isso ocorre, mas uma das
hipéteses mais bem aceitas € que nas glandulas salivares existe o co-transportador
de sodio e iodo nos ductos estriados, o NIS, que € a proteina transportadora
responsavel pela entrada do iodo nas GS, como foi demonstrado por La Perle et al.,
(5). Nossos achados, através de analises imuno-histoquimicas, revelaram a
presenca desse co-transportador nas GS dos animais dos grupos controles,

principalmente nos ductos estriados, como descrito na literatura.



96

A unidade funcional das GS, formada por unidades secretoras terminais e um
conjunto de ductos, sdo responsaveis pela producdo e conducdo da saliva até a
cavidade oral. Os ductos estriados sdo 0s responsaveis por tornar a saliva
hipotbnica, em relacdo ao plasma, através de diversas trocas idnicas. Em uma
situagdo em que o0s co-transportadores de sais, como, por exemplo, 0 co-
transportador de sédio e iodo, estdo alterados ou estdo compartimentalizados de
modo que ndo exercam a sua funcdo, a troca idnica e consequentemente a
concentracdo de sais na saliva pode ficar comprometida, resultando na secrecédo de
uma saliva com muito mais sédio que o ideal, isotbnica em relacdo plasma, e com

isso, causando disgeusia, além de alteracdo em seu pH (80).

Os ductos estriados fortemente marcados para NIS, na imuno-histoquimica,
nos grupos controles, ndo foram encontrados no tempo experimental T2, 10 dias
apos a iodoterapia. Provavelmente isso ocorreu porque em situacées em que ocorre
a auséncia de TSH, o NIS tem sua meia-vida diminuida, assim como ocorre sua
compartimentalizacéo intracelular (32). Um estudo realizado por Levy O et al., 1997,
revelou que nas células tireoidianas de ratos hipofisectomizados, observou-se
reducdo da expressdo do NIS, e essa condicao foi imediatamente revertida com a
administracdo de TSH (35). A habilidade da tireoide de diminuir ou bloquear suas
funcdes diante de altas concentracfes de iodo € um mecanismo de protecdo para
suas células contra o excesso de iodo, que em alguns casos pode ser toxico (25,
38). Provavelmente esse € o0 mesmo mecanismo que ocorre nas células das GS, e
coerente com os resultados encontrados no nosso estudo, no qual 10 dias ap6s
altas concentracdes de iodo, na iodoterapia, a marcacdo dessa proteina estava

praticamente inexistente no estroma glandular.

A TFBM atualmente ja é indicada como tratamento para disfuncdo de GS em
diferentes condi¢cbes sistémicas, como para diabetes mellitus (20, 88, 129),
sindrome de Sjogren (19), sintomas de boca seca (18), pacientes que receberam
transplante de medula 6ssea (107) ou que foram submetidos a tratamentos
antineoplasicos, como quimioterapia (105) e radioterapia (15, 16, 122). E para estas
mais variadas condic¢des, existem relatos a respeito da amenizacéo dos sintomas de
boca seca, efeito reparador e de modulacéo do processo inflamatério, aléem de efeito
antioxidante que a laserterapia foi capaz de proporcionar.
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No entanto, nenhum trabalho na literatura relaciona a TFBM como tratamento
para os efeitos colaterais da iodoterapia. As terapias propostas, na literatura, para
amenizar os efeitos colaterais da iodeterapia nas glandulas salivares, sao substitutos
salivares, medicacdes sialogogas (97, 102) e até mesmo procedimentos como a

sialoendoscopia (98, 99).

A laserterapia nas GS parece ter sido eficaz para atenuar o processo de atrofia
das GS promovida pelos efeitos da iodoterapia, uma vez que a TFBM age
modulando o processo inflamatério ali presente. A modulagdo dessa inflamacgéo
permitiu a glandula salivar, em parte, recuperar sua funcdo. E isso pode ser visto
com as analises histologicas. Nas micrografias do HE, foi possivel observar, nos
animais tratados com TFBM apds 90 dias, um estroma sem presenca de células

inflamatdrias e com &cinos mais volumosos e menos espacos intercelulares.

Na coloracdo com Tricobmico de Mallory, foi possivel observar, que apés 80
dias a TFBM foi capaz de modular a inflamac&o de modo a igualar a concentracéo
de coldgeno aquela observada no grupo controle, principalmente nas GS
submandibulares. Além de uma maior concentracdo de coldgeno nos grupos que
receberam a TFBM, em comparacdo ao grupo que nao recebeu nenhum tipo de
tratamento para as glandulas salivares; as analises imuno-histoquimicas, mostraram
menores taxas de células apoptéticas nas GS parotidas dos animais do grupo que
recebeu a laserterapia.

Diante dos resultados deste trabalho, que revelam maior preservacao
morfolégica e estrutural das GS nos grupos IL que receberam laserterapia como
tratamento por 90 dias comparado aos grupos |, pode-se sugerir que a TFBM foi um
tratamento eficaz, possivelmente por ser capaz de produzir efeitos opostos aos que
ocorrem na iodoterapia. Apesar de ndo existiram iniUmeros estudos que analisem 0s
efeitos da TFBM na hipofuncédo das glandulas salivares, os resultados presentes até
agora na literatura nos mostram um prognostico muito positivo em relacdo a esta

terapia.

Os beneficios atrelados a TFBM ja foram observados em glandulas salivares,
diante de outras condicdes sistémicas. Como em pacientes submetidos a

transplante de medula 6ssea, em que Cowen et al, em 1997 observou que a TFBM
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melhorou a xerostomia dos pacientes, assim como a degluticdo (107). Além disso,
Simoes et al, em 2010, mostraram que a TFBM é uma terapia capaz de estimular as
glandulas salivares e atenuar os sintomas de xerostomia em pacientes oncoldgicos
sob tratamento antineoplasico (15) e Palma et al, em 2017, concluiram que a TFBM
foi capaz de aumentar as taxas médias de fluxo salivar ndo estimulado e estimulado,
os valores médios de pH e escore médio do questionario de qualidade de vida,

atuando de maneira eficaz para atenuar a hipofuncao salivar (16).

A TFBM, no comprimento de onda na faixa do infravermelho, é capaz de
promover aumento do numero de mitoses em células epiteliais, como foi proposto
em 1988, por Takeda et al (103), e isso ocorre pelo laser atuar no transporte de
elétrons na mitocondria e no bombeamento de prétons resultando em maior
producdo de ATP, proteinas e maior proliferacdo celular (110). Além de modular o
processo inflamatdrio nas glandulas salivares, através da diminuicdo de células
inflamatorias, no parénquima glandular, como foi sugerido por Plavnik et al., em
2003 (126). Outros estudos também observaram alteracdes histoldégicas e
bioguimicas em animais submetidos a quimioterapia, nos quais a TFBM foi capaz de
modular os efeitos de estresse oxidativo nas GS, proposto por Campos et al. (105).

De maneira geral, a literatura sugere que a laserterapia € um método eficaz
para atuar melhorando a quantidade e a qualidade da saliva de pacientes que
apresentam disfuncdo das glandulas salivares, mas ainda sao necessarios mais
estudos para avaliarem esses beneficios em pacientes submetidos aos diferentes

tipos de tratamentos oncolégicos, como quimioterapia, radioterapia e a iodoterapia.
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7 CONCLUSAO

Com base neste estudo, os resultados obtidos das andlises histologicas e
imuno-histoquimicas sugerem que o iodo-131 foi capaz de induzir a hipofuncdo das
glandulas salivares parétida e submandibular através da diminuicdo da concentracdo
de NIS, aumento de células apoptoticas e alteracdo do estroma glandular, com
diminuicdo da concentracdo de coldgeno e atrofia das unidades secretoras
terminais; sendo a glandula parétida aparentemente mais afetada que a
submandibular. No entanto, a TFBM parece ser uma terapia promissora na

modulacado dos efeitos causados pelo iodo-131.
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