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RESUMO

Cotomacio, CC. Reparo de lesdes orais induzidas ou ndo por 5-FU em hamsters
e tratadas com diferentes protocolos de terapia de fotobiomodulacéo. [Tese]. Sdo
Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2020. Verséo
Corrigida.

As lesBes ulcerativas da cavidade bucal sdo desconfortaveis devido a dor
provocada e a maior susceptibilidade a infec¢des, afetando o desempenho em
atividades cotidianas das pessoas. A mucosite oral (MO) é uma classe desse tipo
de lesdes, causada pelo tratamento antineoplasico, podendo ser a causa da
interrupgéo do tratamento oncoldgico, aumentando a morbidade e mortalidade dos
pacientes. O 5-Fluorouracil (5-FU) é um quimioterapico antimetabdlico que impede
a mitose celular, sendo um dos mais estomatotoxicos e causadores de MO. O uso
da terapia fotobiomoduladora (do inglés Photobiomodulation Therapy - PBMT)
com laser de baixa poténcia tem sido amplamente difundido para o tratamento e
prevencdo dessa lesdao oral. No entanto, ainda ndo existe um consenso na
literatura em relacdo ao melhor protocolo de irradiacdo, a capacidade de
modulacao inflamatdria e a inducdo do reparo no tecido, tanto para feridas
induzidas na presenca do quimioterapico, quanto na auséncia dele. Diante disso,
0 objetivo desse trabalho foi analisar o processo de reparo de lesdes orais, na
presenca ou auséncia do 5-FU, e o efeito de diferentes protocolos da PBMT como
tratamento dessas lesdes. Para isso, foram utilizados 108 hamsters, os quais parte
tiveram MO induzida pela administracdo do 5-FU seguida por ranhuras na mucosa
e parte tiveram lesGes orais induzidas apenas por ranhuras. Os animais foram
divididos em nove grupos, como se segue: um grupo “C”, o qual recebeu somente
a anestesia e o veiculo do quimioterapico; quatro grupos “R” (um controle e trés
grupos laser), que receberam anestesia, veiculo do quimioterapico e ranhuras; e
guatro grupos Q (um controle e quatro grupos laser) que receberam anestesia,
ranhuras e quimioterapico 5-FU. Os grupos que receberam laser, tiveram o0s
protocolos divididos da seguinte maneira: grupos R e Q LI receberam PBMT 6
J/icm?/0,24 J; grupos R e Q LIl receberam PBMT 25 J/cm?/ 1 J; e os grupos R e Q
LIl receberam PBMT 6 J/cm?/1,2). O equipamento laser foi utilizado no

comprimento de onda de 660 nm e com area de spot de 0,04 cm?. Os animais



foram eutanasiados apds 7 e 10 dias de experimento, sendo que a mucosa oral
foi removida para analises histologicas (microscopia de luz com hematoxilina e
eosina e marcacdo de colageno com Tricrémico de Mallory), imunohistoquimica
(NF-kB e TNF-a), e analises bioquimicas (TNF-a, NF-kB e hidroxiprolina). A
influéncia mais evidente de acdo da PBMT ocorreu entre 0s grupos que receberam
inducéo de MO (quimioterapico + ranhura), principalmente no grupo QLI, de menor
energia, que apresentou reparo mais acelerado e menores niveis dos indicadores
inflamatorios quando comparado com seu controle Q. Entre os grupos R, 0 grupo
de menor energia, RLI, também apresentou menores concentracbes dos
indicadores inflamatérios analisados. Dessa forma, a presenca de quimioterapico
evidencia o efeito da PBMT, na reparacao tecidual, e energias mais baixas

parecem acelerar o reparo tecidual e modular a resposta inflamatoria.

Palavras-chave: Mucosite Oral. Laserterapia. Laser de Baixa Poténcia.

Quimioterapia.



ABSTRACT

Cotomacio, CC. Wound healing process regarding different photobiomodulation
therapy protocols to treat oral lesions induced or not by 5-FU in hamsters [thesis].
Sé&o Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2020. Versao
Corrigida.

Oral lesions cause discomfort and increase the susceptibility to infections,
impairing people quality of life. Oral mucositis (OM), a type of these lesions, is one
of the most debilitating side effects of cancer treatment, and It can also be
responsible for treatment interruption, which increases patient’s morbidity and
mortality. 5-Fluorouracil (5-FU) is an antimetabolic chemotherapy drug that inhibits
cellular mitosis. It is one of the most stomatotoxic of its category, and it is able to
cause OM. The Photobiomodulation Therapy (PBMT) with low-level laser has been
widely used for the treatment and prevention of these oral lesions. However, there
IS no consensus in the literature about the best irradiation protocol, the
inflammatory modulation process ability, and the tissue repair induction. Thus, the
aim of this study was to analyze the repair process of oral lesions in either the
presence or absence of 5-FU, as well as the PBMT effect, using different protocols
in the treatment of those lesions. In order of that, 108 hamsters were used: some
of them had OM induced by the combination of 5-FU and scratches, while others
received just scratches. The animals were separated into nine groups: one group
“C”, which received just anesthesia and chemotherapeutic vehicle; four “S” groups
(one control and three laser protocols), which received anesthesia,
chemotherapeutic vehicle and oral mucosa superficial scratching; four “Ch! groups
(one control and three laser protocols), which received anesthesia, oral mucosa
superficial scratching and 5-FU. The groups which received laser were divided as
follows: S and Ch LI groups received PBMT 6 J/cm2/0,24 J; S and Ch LII groups,
received PBMT 25 J/cm2/1 J; and S and Ch LIII groups received PBMT 6 J/cm2/
1,2 J. The laser equipment used had A = 660 nm and 0.04 cm? of spot area. The
animals were euthanized after 7 and 10 days of experiment, and their oral mucosa
were removed for histological (light microscopy and collagen staining),
immunohistochemical (NF-kB and TNF-a) and biochemical (TNF-a, NF-kB and

hydroxyproline) analysis. The most evident influence of PMBT action occurred



between the groups that received OM induced by chemotherapy and scratches. In
group ChLI (less energy) there were found accelerated repair rates and a lower
concentration of inflammatory indicators comparing to group Ch. Regarding S
groups, the group which received less energy also presented decreased
inflammatory indicators. In that way, the presence of chemotherapeutic enhance
the PBMT effect and less energy protocols seemed to accelerate tissue repair and

modulate the inflammatory response.

Keywords: Oral Mucositis. Laser therapy. Low level laser therapy.

Photobiomodulation Therapy. Dosimetry. Chemotherapy. Hamsters.
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1 INTRODUCAO

As lesBes ulcerativas da cavidade bucal s&o desconfortaveis e
incbmodas para a maioria das pessoas devido a dor provocada e a maior
susceptibilidade a infeccbes, afetando o desempenho em atividades cotidianas,
como fala, mastigacao e degluticdo (Antunes et al., 2007).

As Ulceras orais agudas sdo um problema comum na prética clinica
tendo como exemplos as Ulceras traumaticas, a estomatite aftosa recorrente
(EAR) e a estomatite recorrente do virus do herpes simples intraoral. (Neville et
al., 2016; Cui et al.,, 2016). Os tratamentos mais comuns dessas lesdes orais
envolvem o uso de anti-sépticos, agentes anti-inflamatérios, analgésicos,
antibidticos, corticosteroéides, acido hialurénico e anestésicos topicos (Suter et al.,
2017). A dinamica tecidual, associada a presenca da saliva, propicia um alto
potencial reparador para a mucosa oral que varia, em média, de 7 a 14 dias
(Broughton et al., 2006).

Um outro grupo de lesdes orais, a mucosite oral (MO), é ainda mais
preocupante, pois é um efeito colateral da quimioterapia (QT) e radioterapia de
cabeca e pescoco (RTCP) e pode durar ao longo de todo tratamento oncologico.
Por ser um efeito colateral bem debilitante, reduz as fun¢des orais cotidianas dos
pacientes e pode estar relacionada a interrupcdo do tratamento oncoldgico,
aumentando custos hospitalares, morbidade e mortalidade desses pacientes
(Machado; Sawada, 2008; Mansano-Schlosser; Ceolim, 2012).

O grande desconforto causado pelas lesGes orais, seguidos pelos efeitos
colaterais de outras terapias, como 0s corticoides, mostrou a necessidade de uma
terapia de facil aplicacdo e sem efeitos colaterais que fosse capaz de melhorar a
gualidade de vida dos pacientes. Dessa forma, desde o desenvolvimento do
primeiro laser por Maiman (1960), essa necessidade terapéutica ampliou a
utilizacdo do laser (acronimo para: “Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation”) na medicina e na odontologia, com vérias aplica¢cées na oftalmologia,
dermatologia, periodontia, estomatologia, cirurgia, endodontia, dentistica e
principalmente no manejo de lesdes orais, como na mucosite oral dos pacientes

submetidos aos tratamentos oncologicos.
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Entretanto, a vasta disponibilidade de protocolos da terapia de
fotobiomodulacdo (do inglés Photobiomodulation therapy — PBMT) na literatura
ainda deixa duvida de qual seriam os melhores parametros a serem utilizados,
visando o melhor resultado terapéutico. Dessa forma, a partir de estudo realizado
anteriormente (Cotomacio et al., 2017), percebeu-se a necessidade de avaliar o
processo de reparacao das lesdes e o efeito da PBMT, na auséncia e na presenca
do quimioterapico 5-FU, assim como a influéncia de diferentes protocolos de
PBMT em cada uma dessas situacdes clinicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ulceras traumaéticas, inflamac&o e o processo de reparo tecidual

O trauma na mucosa oral pode ocorrer devido a alimentos cortantes,
escovacao excessiva ou mordidas acidentais. Dessa forma, ocorrem mais
frequentemente em sitios sujeitos ao trauma: lingua, labios e mucosa jugal.
Geralmente apresentam-se como lesdes individuais com uma &rea eritematosa
gue circunda uma membrana removivel, central, fibrinopurulenta e evoluem para
0 reparo assim que o trauma local é removido (Neville et al., 2016).

A inflamacéao do tecido, apés um trauma, € o primeiro de varios processos
sobrepostos que levardo a cura dessas feridas (Broughton et al., 2006; Eming et
al., 2007). Dentro de poucas horas apoés a leséo, os neutrdfilos, ao serem ativados
por citocinas pro inflamatérias, como interleucina 1B (IL-1 B) e fator de necrose
tumoral a (TNF- a), migram para o local lesionado através da parede celular
endotelial dos capilares sanguineos (Eming et al., 2007). Essa ativacao leva
também a expressao de varias classes de moléculas de adesdo essenciais para
0 processo de diapedese de leucocitos (Eming et al., 2007).

Os neutrofilos recrutados removem o tecido desvitalizado e iniciam a
fagocitose de agentes infecciosos. Para executar esta tarefa, eles liberam uma
grande variedade de substancias antimicrobianas altamente ativas (espécies
reativas de oxigénio, peptideos catidnicos, eicosandides) e proteases (elastase,
catepsina G, proteinase 3, ativador de plasminogénio) ( Epstein; Weiss, 1989;
Broughton et al., 2006; Eming et al., 2007). Alguns estudos in vitro demonstraram
gue os neutréfilos atuantes no processo de reparo, podem modular o fenétipo e a
expressao de citocinas de macréfagos, regulando assim a resposta imune inata
durante o processo de reparo (Daley et al., 2005). Outro estudo demonstrou que
a presenca diminuida de neutréfilos compromete a diferenciagdo de
miofibroblastos e reduz a contracéo da ferida (Peters et al., 2005). Isso aconteceria
devido a falta de estimulo para macréfagos secretarem TGF-B1, um mediador

chave da diferenciacao de miofibroblastos (Eming et al., 2007; Peters et al., 2005).
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A menos que os estimulos para o recrutamento de neutroéfilos persistam
no local da ferida, a infiltracéo de neutréfilos cessa apos alguns dias. Os neutrofilos
implicados no processo sao fagocitados pelos macrofagos que estardo presentes
na ferida em aproximadamente 2 dias (Eming et al., 2007) ou em um periodo de
48 a 96 horas ap06s o surgimento da lesdo (Broughton et al., 2006). Ao lado dos
macrofagos residentes, a maior parte dos macréfagos no local da ferida é
recrutada do sangue por uma série de fatores quimiotaticos, como citocinas pré
inflamatorias e fatores de crescimento (Barrientos et al., 2008; Werner & Grose,
2003). Além de suas fung¢des imunoldgicas, como células apresentadoras de
antigenos e fagocitos, os macrofagos desempenhariam um papel integral no
sucesso da resposta de cura atraves da sintese de inumeros fatores de
crescimento potentes que promovem a proliferacdo celular e a sintese de
moléculas de matriz extracelular (DiPietro; Polverini, 1993).

Os macréfagos sdo importantes para a remodelacdo da matriz
extracelular e migracéo celular (DiPietro; Polverini, 1993; Werner; Grose, 2003;
Broughton et al., 2006). A reepitelizacdo € entdo iniciada por macréfagos que
estimulam fibroblastos com IL-1 e fator de crescimento de queratinécitos. Assim,
fibroblastos provocam a proliferacdo e migracao de queratinécitos para a area da
ferida (Broughton et al., 2006). Apds essa fase, os macrofagos iniciam a secrecao
de TNF e fator de crescimento derivado de plaquetas, estimulando fibroblastos da
regido a produzirem uma matriz provisoria composta de colageno tipo I,
glicosaminoglicanos e fibronectina (Broughton et al., 2006; Eming et al., 2007).

A progressédo do processo de reparo do tecido envolve a regulacdo da
concentracdo de varios fatores no tecido como diminuicdo de citocinas
inflamatorias por citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 (Eming et al., 2007) ou
TGF-B1 (Werner; Grose, 2003; Broughton et al., 2006; Eming et al., 2007),
aumento da concentracdo de moléculas anti-inflamatdrias, como antagonistas do
receptor de IL-1 ou de receptores de TNF (Eming et al., 2007). Braun et al. (2002)
mostrou que a presenca prolongada de IL-18 e TNF-a prolonga o tempo de
inflamacéo em feridas induzidas em pele de camundongos.

A partir disso, fibroblastos ja localizados no local da ferida comecam
sintetizando colageno e depois transformam-se em miofibroblastos para a
contracdo da ferida (induzido pelo TGF-B ativo por macrofagos e fibroblastos)
(Broughton et al.,, 2006). TGF- e fator de crescimento derivado de plaquetas
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estimulam os miofibroblastos a contrair, fechando a ferida (Broughton et al., 2006).
O TGF-B também direciona a construgdo da matriz, em seus picos de
concentracéo depois de 7 a 14 dias da inducédo da ferida. A matriz torna-se mais
espessa e resistente, devido a substituicdo das proteoglicanas e fibronectina por
colageno tipo | (Broughton et al., 2006; Eming et al., 2007). A molécula de
colageno € composta basicamente por uma sequéncia repetida de trés
aminoécidos, com cerca de 30% de glicina, 12% de prolina, 11% de alanina, 10%
de hidroxiprolina e 1% de hidroxilisina (Porfirio et al., 2016). A hidroxiprolina é um
importante marcador e componente de estabilidade das fibras colagenas, pois os
grupos hidroxila da hidroxiprolina ajudam a estabilizar a estrutura de tripla hélice
do colageno, formando ligacdes de hidrogénio (Burjanadze; Veis, 1997).

Nas fases seguintes do processo de reparo, macréfagos e fibroblastos
estimulam queratinécitos a expressar fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor), provocando a proliferagcdo de
células endoteliais e a formacéao de capilares (Broughton et al., 2006), dando inicio
a angiogénese. Szpaderska et al. (2005) avaliaram a angiogénese em injarias
induzidas em mucosa oral e pele de camundongos. Nos dois tecidos o
desenvolvimento de novos vasos ocorreu dentro dos 7 primeiros dias pés injuria,
atingindo sua vascularizacdo maxima no quinto dia pos inducéo da lesédo. Abaixo,

um resumo do processo inflamatorio descrito:

Quadro 2.1 — Esquema explicativo do da resposta imune inata do processo inflamatorio.

1. Apos alguma injaria no tecido é formado
primeiro um coagulo contendo fibronectina,
colageno, plaquetas e trombina, que
estimulam a liberacéo de citocinas e fatores
de crescimento. Esses elementos iniciam a
resposta inflamatéria;

2. Uma vez que aumenta a concentragédo
dos mediadores inflamatérios no tecido,
prostaglandinas (PGEs) sao liberadas
induzindo vasodilatacdo. Ao mesmo tempo,
ha um aumento de moléculas de adesao
nos vasos, essencial para adesao e
diapedese de neutrdfilos;

Moléculas '
de adesdo
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Moléculas '
de adesdo

TNF e fator de
crescimento dernvado de
piaquetas

3. Os neutrdfilos recrutados dos vasos
sanguineos removem o tecido desvitalizado
e fagocitam os agentes infecciosos. Para
isso, 0s neutrdfilos liberam uma grande
variedade de substéancias antimicrobianas e
proteases.

4. A menos que os recrutadores de
neutrofilos persistam no local da leséo, a
infiltracdo de neutrdfilos é interrompida apos
alguns dias. Esses neutrofilos séo
fagocitados por macréfagos (residentes ou
recrutados de vasos sanguineos por
citocinas inflamatérias e fatores de
crescimento);

5. A reepitelizacdo comeca quando as
citocinas IL-1 e TNF estimulam macréfagos
a induzir fibroblastos a liberar IL-6 e fatores
de crescimento de queratindcitos (KGF);

6. IL-6 e KGF estimulam os queratindcitos a
migrarem para a regiao da leséo, onde
proliferaréo e se diferenciarédo para formar
as camadas do epitélio;

7. Aliberagéo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) por macréfagos,
fibroblastos, queratinécitos e células
endoteliais induz a proliferacdo de
fibroblastos e mais células endoteliais,
gerando novos tubos capilares.

8. Depois disso, os macrofagos secretam
mais TNF e fatores de crescimento,
estimulando a proliferacéo de fibroblastos
na regiao e a produgao de uma matriz
provis@ria composta por colageno tipo I,
glicosaminoglicanos e fibronectina,
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9. A progressao do processo de
cicatrizagédo envolve a regulacéo de varios
fatores. Uma delas é a regulacao da
concentracéo de citocinas: as citocinas pro-
inflamatorias diminuem, enquanto as
citocinas anti-inflamatorias aumentam.

10. Os macréfagos comecam a
secretar TGF-B que estimulam a
transformacao de fibroblastos em
miofibroblastos.

11. Os miofibroblastos migram para a

regidao da lesdo, promovendo contracéo e

fechamento da lesdo. O TGF- também

estimula a substituicdo de uma matriz

formada por proteoglicanos e fibronectina

“’; por uma matriz mais espessa e resistente,
coligenotipo! formada pelo colageno tipo I.

12. Esse processo continua até o
tecido recompor sua integridade.

Fonte: o autor.

2.2 O tratamento oncoldgico e a mucosite oral

Segundo dados da International Agency for Research on Cancer (Francga,
2018), o cancer € uma doenca com crescente incidéncia ao longo dos anos. Se
somarmos as neoplasias de cabeca (labio e cavidade oral) e pescoco (laringe,
faringe, nasofaringe, esdfago e orofaringe), essa classe de neoplasias passa a ser
a quinta mais frequente no mundo. De 2018 até 2040, é previsto um aumento de
cerca de 50% de casos de neoplasia de labio e cavidade oral. Para o Brasil,
estimam-se 11.200 casos novos de cancer da cavidade oral em homens e 3.500
em mulheres para cada ano de 2018 a 2020 (Franca, 2018).
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O tratamento quimioterapico, assim como a radioterapia, baseia-se no
blogueio do ciclo celular, inibindo a mitose das células. Dessa forma, os farmacos
quimioterapicos agem principalmente em células com alta divisdo celular, o que
ndo limita os seus efeitos citotoxicos apenas as células tumorais (Brunton et al.,
2012; Chan et al., 2015). Células da mucosa bucal, trato gastrointestinal e medula
O0ssea sdo exemplos de células que estdo em constante mitose, tendo como
consequéncia o comprometimento de sua integridade, causando efeitos colaterais
debilitantes e aumento dos riscos de morbidade dos pacientes (Brunton et al.,
2012; Chan et al., 2015).

Os quimioterapicos podem ser classificados com base no ponto de
interferéncia no mecanismo de acdo das diferentes etapas da sintese do DNA,
transcricdo e transducdo. Dentre os tipos de quimioterdpicos incluidos na
classificagao, encontramos oS antimetabolicos, os agentes
alquilantes, os antagonistas purinicos e os taxéis (Almeida et al., 2005; Brunton et
al., 2012).

Os agentes antimetabdlicos agem através do bloqueio bioquimico da
sintese do DNA e sao restritos a fase S do ciclo celular. Um exemplo de
antimetabdlico utilizado no tratamento do cancer é o Fluorouracil (5-Fluorouracil,
5-FU) (Almeida et al., 2005). O 5-FU promove severas alteracbes hematoldgicas
e alteragbes no sistema gastrointestinal, incluindo danos importantes a cavidade
oral, como mucosite oral (MO), aumento da susceptibilidade as infec¢cbes orais,
hemorragia, alteracdo do paladar, disfagia, dor e hipofungcdo das glandulas
salivares (Machado; Sawada, 2008).

Um dos efeitos mais debilitantes do tratamento oncologico é a MO. O
paciente acometido com essa lesdo tem uma diminuicdo em sua qualidade de
vida, devido a dor severa e comprometimento das funcfes orais cotidianas, como
fala, mastigacdo, gustacdo, degluticdo e fonacdo (Machado; Sawada, 2008;
Mazzeo et al., 2009; Mansano-Schlosser; Ceolim, 2012).

A etiopatologia da mucosite pode ser descrita em 5 fases (Sonis, 2011;
Bowen et al., 2019). A primeira fase € chamada de “iniciagdo”, na qual o farmaco
guimioterapico chega ao tecido por intermédio dos vasos sanguineos
(sistemicamente) e estimula a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
causando um estresse oxidativo. A radioterapia também causa estresse oxidativo,

mas com acao local, diretamente na regido do tecido que atinge. As EROs podem
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levar a um dano letal da célula ou funcionar como ativador de fatores de
transcricdo. Dessa forma, na segunda fase, de “ativagao”, as EROs ativam fatores
de transcricdo como NF-kB (Nuclear factor kB) e STAT3 (Signal Transducer and
Activator of Transcription), responséveis por ativar genes associados a transcricdo
de citocinas pro-inflamatdérias. Mesmo sem danos visiveis, ha intensa atividade
inflamatdria que iniciara o dano ao tecido conjuntivo e endotélio, reduzindo a
oxigenacao e nutricdo das células epiteliais, causando mais danos e morte celular
(Sonis, 2011). A fase seguinte, de “amplificacéo de sinal”’, promove um feedback
positivo das citocinas inflamatérias: o NF-kB € agora estimulado pelo fator de
necrose tumoral (TNF-a) a prosseguir sua atividade, amplificando o dano iniciado
pela radiacéo ou agente quimioterapico. Segue entéo a fase Ulcerativa, quando ha
perda da integridade da mucosa. Macréfagos, neutréfilos e mastécitos séo
observados em grande quantidade nessa fase, além de colonizacdo bacteriana.
Quando o estimulo nocivo provocado pelo tratamento oncologico cessa, 0
organismo progride para fase de cura, que corresponde a migracéao, proliferacao
e diferenciacdo de células epiteliais, caracterizando a resolucdo das lesdes na
mucosa oral, quando o estimulo pelo quimioterapico ou radioterapia termina
(Sonis, 2011).

O NF-kB é o nome coletivo para um grupo de fatores de transcricdo, que
compreendem a familia Rel, presente em quase todas as células. A familia NF-
kB/Rel tem cinco membros: NF-KB1 (p50/p105), o NF-KB2 (p52/p100), p65 (Rel
A), Rel 3 e C-rel (Sen; Baltimore, 1986; Huxford et al., 1999). Esse fator pode ser
ativado por estresse oxidativo relacionado com os agentes antineoplasicos
(cisplatina, taxois, vincristina, vimblastina, entre outros) e outras drogas
(fenobarbital, metanfetamina, tamoxifeno), mediadores apoptéticos, fatores de
crescimento, horménios e, como mencionado acima, citocinas inflamatorias
(Siebenlist, 1997).

As duas vias mais bem descritas que conduzem a ativacdo de NF-kB sdo
as chamadas canbnica e ndo-canbnica, ou via classica e alternativa,
respectivamente. Em condi¢des de repouso, os dimeros de NF-kB estéo ligados
a proteinas IkB inibitérias, que sequestram complexos NF-kB inativos no
citoplasma. Portanto, o passo regulador comum nestas duas vias é a ativacao de
um complexo de IkB quinase (IKK) que provoca a fosforilagdo da parte inibitéria
do NF-kB, o IkB. Na via canénica, as proteinas fosforiladas sdo alvo da
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ubiquitinacdo e degradacdo proteassdmica, liberando os dimeros de NF-kB (p50
e p65) para que possam translocar para o nucleo (Gilmore, 2006; Okamoto et al.,
2007). A via candnica € a via classica do desenvolvimento da mucosite oral, que
culmina principalmente na morte celular (apoptose). Além desse efeito, ha
influéncia na adeséao celular, nas respostas imune inata e adaptativa, na resposta
ao estresse celular, na inflamacdo e na remodelacdo tecidual (Gilmore, 2006;
Oeckinghaus et al., 2011).

Apos estimulo, o NF-kB pode também atuar como um estimulador de
varias vias inflamatdrias, como a das citocinas inflamatérias. Geralmente, picos de
NF-kB precedem picos de citocinas pro-inflamatdrias e assim permanece ativado
até que o estimulo nocivo cesse (Al-Dasooqi et al., 2013).

As citocinas pro-inflamatdrias mais associadas ao aparecimento de
mucosite oral e ativadas pelo NF-kB sao principalmente TNFa, IL - 1 e IL - 6,
excelentes marcadores da resposta inflamatéria induzida pelo tratamento
oncologico (Logan et al., 2008). Em outras lesdes orais, como na estomatite aftosa
recorrente e Ulceras traumaticas, varios tipos de citocinas podem contribuir para o
desenvolvimento da doenca, como IL-2, IL-6 e TNF-a (Neville et al., 2016;
Belenguer-Guallar et al., 2014) .

Apesar da destruicdo tecidual provocada pelo tratamento oncoldégico, foi
detectado um aumento da expressao de citoqueratinas, principalmente as do tipo
1, 6 e 10, em mucosas afetadas pela MO em pacientes submetidos a radioterapia
de cabeca e pescoco, 0 que mostra uma tentativa do organismo em aumentar a
resisténcia da mucosa oral durante o tratamento oncolégico (Bonan et al., 2006).
Entretanto, as altas doses de quimioterapicos ou radiacdo, durante o tratamento
oncoldgico, acabam provocando destruicdo tecidual, um grande desafio para a
gualidade de vida e recuperacédo de pacientes oncolégicos (Bonan et al., 2006).

2.3 Fotobiomodulacédo com laser de baixa poténcia (PBMT)

Os equipamentos de laser sao divididos na literatura em duas classes:
lasers de alta e baixa poténcia. Os lasers de alta poténcia podem causar
desidratacdo, coagulacdo, vaporizacdo e ablacdo; sendo muitas vezes
relacionados com efeito fototérmico no tecido irradiado. Por outro lado, os lasers

de baixa poténcia geram reacdes fotoquimicas, fotofisicas e fotobioldgicas nas
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células e no tecido, sendo seus trés efeitos basicos: a modulacdo do processo
inflamatadrio, analgesia e a reparacéao tecidual. Além disso, eles ainda podem ser
subdivididos nos comprimentos de onda vermelho (A 600-700 nm) e infravermelho
(A maiores de 780 nm), correspondendo a regido com caracteristicas energéticas
e niveis de absorcao e fotobiomodulacdo relevantes para a cadeia respiratéria
(Tunér et al., 2015; Cotomacio et al., 2017).

A excitagdo dos fotorreceptores de mitocondria influencia o estado redox e
ataxa do fluxo de elétrons para seu estado mais oxidado. Acredita-se que possam
existir quatro reacdes priméarias que explicariam os mecanismos celulares dessa
fotobiomodulacdo. A primeira seria a aceleracdo de transferéncia eletrénica na
cadeia respiratéria, devido a mudanca do estado redox, seguidos pela
fotoexcitacdo de seus carreadores. A segunda seria a hipétese do 6xido nitrico
(NO), que regula a ativagao da citocromo c-oxidase. Assim, com a luz laser e a
ativacao do fluxo de elétrons na molécula, a inibicdo parcial do NO seria revertida,
aumentando a ligagéo por O: e as taxas de respiracdo (Emami et al., 1991; Karu,
2008). A terceira hip6tese seria a de producdo de pequenas quantidades de
oxigénio singleto pelas porfirinas neutras ou os citocromos na célula (Karu et al.,
1991; Lubart et al., 1992). A Ultima seria a do anion superéxido, na qual haveria
aumento da producédo desse anion apos estimulo pelo laser e ativacao da cadeia
respiratoria (Karu et al., 1993). Esses mecanismos ocorrem simultaneamente,
estimulando o estado redox da mitocéndria para seu estado mais oxidado. ApGs
esses estimulos mitocondriais, haveria o aumento da sintese de adenosina
trifosfato (ATP), de adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico (AMPc), do potencial
redox, do calcio intracelular e aumento do pH, que sinalizariam estimulos ao
nucleo celular, resultando nos efeitos biolégicos de interesse terapéutico (Karu,
2008). Apesar da citocromo c-oxidase ser o cromoforo mais estudado como um
dos principais fotorreceptores do laser nos tecidos estimulados pela luz vermelha,
um estudo recente realizado por Lima et al. (2019) mostrou que linhagens sem a
expressao de citocromo c-oxidase foram capazes de proliferar da mesma forma
gue aquelas que expressavam a molécula na mitocéndria ap0s exposicdo a
PBMT. Esses resultados sugerem a existéncia de outros fotorreceptores nas
células capazes das mesmas funcdes de biomodulacdo, principalmente

relacionados a proliferacéo celular.
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Com relacdo ao estimulo dos fotorreceptores de membrana pela luz
infravermelha, seria produzida uma mudanca da relacdo Na+/H+ e um aumento
da atividade de Na+/K+ ATPase. Isso provocaria um aumento no influxo de célcio
e consequentemente 0 aumento de sua concentracgéo intracelular, o que induziria
aos efeitos biomoduladores (Smith, 1991).

A excitacdo dos cromoforos celulares resultaria em um aumento da sintese
de DNA e RNA e, assim, os principais efeitos da terapia de fotobiomodulacao:
proliferacdo celular (por exemplo, de fibroblastos e células epiteliais), 0 aumento
da motilidade celular e a angiogénese. Esses efeitos bioldgicos estédo diretamente
relacionados a reparacao tecidual, através da ativacéo de genes e da modulacéo
da concentracdo de espeécies reativas de oxigénio (Corazza et al., 2007; Franca
et al., 2009). Além disso, ha indicios que a PBMT favorece a sintese de colageno,
inibe apoptose e € capaz de modular citocinas e fatores nucleares relacionados a
inflamacéo, propiciando modulacdo inflamatéria e melhor organizacao tecidual
para a reparacao (Karu, 2008; Pandeshwar et al., 2016; Sonis et al., 2016; Tunér
et al., 2015).

A fotobioestimulacdo, em seu comprimento de onda e energias adequados,
teria também a capacidade de aumentar o limiar de dor dos pacientes ao impedir
a propagacdo de potenciais de acdo advindos de estimulos dolorosos e ao
estimular a liberacdo de encefalina e endorfina, favorecendo a analgesia (Chow et
al., 2007).

Quanto a agéo anti-inflamatoria, o efeito da fotobiomodulag&o nas citocinas
inflamatdrias tem mostrado diminuicdo da concentracdo de interleucinas e TNF-a
(Simunovic¢-Soskic¢ et al., 2010), provavelmente associado a uma modulacédo da
via COX, que levaria a uma diminuicdo da liberac&o de prostaglandinas (Wallace,
2006; Gao;Xing, 2009; Simunovi¢-Soski¢ et al., 2010). Outras vias também
parecem ser moduladas para diminuicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatadrias, como a via do NF-KB (Gupta et al., 2015) o que poderia proporcionar
a proliferacdo celular, deposicdo de colageno e contracdo da ferida no processo
de reparo (Simdes et al., 2009; Gao; Xing, 2009; Gupta et al., 2014, 2015). Outros
estudos também mostraram efeito positivo da PBMT na modulagao de TNFa, tanto
para o tratamento de MO (Campos et al., 2016; Wagner et al., 2016) quanto em
tratamento de Ulceras orais ndo causadas por quimioterapico (Gupta et al., 2014,
2015). Essa resposta tecidual a acdo da PBMT parece ser dependente da
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guantidade de energia e protocolo utilizado (Lopes et al., 2010; Gupta et al., 2014;
Cotomacio et al., 2017).

2.4 PBMT e as lesdes orais

A maioria das lesdes orais causa grande desconforto e pode estar
associada a um trauma local, infeccbes ou doencas imuno-hematolégicas. O
controle delas depende de sua apresentacao clinica, podendo incluir drogas
imunossupressoras, corticosteroides tépicos e sistémicos ou solugdes
anestésicas e antimicrobianas (Pereira et al., 2014; Suter et al., 2017). Entretanto,
a maioria desses medicamentos envolve algum efeito colateral que pode
comprometer a saude dos pacientes.

A PBMT tem sido empregada para o tratamento de varios tipos de lesdes
orais, como ulceras traumaticas, estomatites aftosas recorrentes e mucosite oral,
sendo uma alternativa ndo invasiva e que nao provoca efeitos colaterais nos
pacientes. Wagner et al. (2013) demonstraram os efeitos benéficos da PBMT, com
comprimento de onda vermelho, em Ulceras traumaticas orais em lingua de rato,
comparando energias de 0,16J por ponto (4J/cm? —total de 0,32J) e 0,8J por ponto
(20J/cm? - total de 1,6J), com uma poténcia de 40mW e area do spot de 0,04 cm?.
A PBMT com 0,16J de energia por ponto foi capaz de acelerar a reepitelizacéo e
0 processo de reparo da mucosa, em comparagdo com a energia de 0,8J por
ponto. Em outro estudo, Carvalho et al. (2015) analisaram Ulceras induzidas com
formocresol na gengiva de ratos, que foram tratadas com 0,19J por ponto, com
PBMT 660 nm (4,8J/cm?, 40 mW) e descreveram resultados positivos para o
tempo de reparo da mucosa em relacdo ao grupo que nédo recebeu tratamento.
Outros estudos em humanos demonstraram a capacidade da PBMT em diminuir
a dor de pacientes com Ulceras aftosas recorrentes (Lalabonova; Daskalov, 2014;
Suter et al., 2017) e na sindrome de Becet (Babu et al., 2016).

A PBMT para tratamento das Ulceras traumaticas apresenta melhores
resultados quando comparados ao grupo placebo ou aos tratamentos paliativos
mais comuns (Suter et al., 2017), principalmente por ndo apresentar efeitos
colaterais (infec¢cdes oportunistas, por exemplo) como ocorre com 0 uso de
corticosteroides tépicos por periodo prolongado (Pereira et al., 2014; Suter et al.,
2017).
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Apesar disso, os efeitos da PBMT parecem ser mais evidentes em
organismos e tecidos mais debilitados, ou seja, em células em estado redox
diminuido (Yamamoto et al., 1996; Tunér et al., 2015). Tal fato é suportado pela
guantidade de estudos e evidéncias que demonstram a capacidade da PBMT em
prevenir ou tratar a mucosite oral - efeito colateral dos tratamentos de RTCP ou
QT (Tabela 2.1).

Estudos clinicos demonstraram a eficacia do PBMT no tratamento da MO
e no aumento do conforto dos pacientes oncoldgicos. Autores sugerem que o
PBMT é eficaz na prevencdao, reducéo da severidade das lesdes de mucosite e na
diminuicdo da dor (Tabela 2.1). Guedes et al. (2018) avaliaram, em dois grupos,
duas energias diferentes de 0,25J e 1J para MO decorrente de RTCP, em 25 mW
e 100mW respectivamente. Ambas energias foram capazes de controlar a
frequéncia, duragcao e severidade da MO, mas a energia de 1J mostrou-se um
pouco melhor.

Weissheimer et al., 2017 demonstraram que a energia de 0,24J com
100mW de poténcia em 33 pontos foi efetiva para prevenir MO. Schubert et al.
(2007) usaram o comprimento de onda infravermelho e vermelho de laser de baixa
poténcia, em 60 e 40 mW respectivamente, com 2J/cm? (0,08 J por ponto e total
de 3,84 J de energia), em 70 pacientes que passaram por transplante de medula
ossea. O grupo que recebeu o comprimento de onda vermelho apresentou
melhores resultados que o grupo infravermelho, comparando a severidade da
mucosite oral e dor.

Antunes et al. (2007) também testaram os efeitos do comprimento de onda
vermelho em 38 pacientes que receberam transplante de medula, com dose de 4
J/icm? (0,78 J por ponto e total de 11,76 J de energia por regido), verificando uma
diminuicdo na incidéncia da MO. Quase dez anos mais tarde, 0 mesmo grupo
(Antunes et al., 2016), ao utilizar a energia de 1J por ponto com PBMT no
comprimento de onda vermelho, detectou menor morbidade entre os pacientes,
com graus de MO entre 0 e 1 no grupo laser, enquanto o grupo placebo apresentou
graus entre 2 e 3.

Antunes et al. (2017) verificaram que a PBMT pode melhorar a sobrevida
de pacientes com cancer de cabeca e pescoco tratados com QT e RTCP. Outros
trabalhos, em que a PBMT foi aplicada em doses menores (0,24 J) para o

tratamento e prevencao de mucosite oral, também relataram menor tempo de
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reparacdo das lesdes e menor quantidade de uso de medicacdo analgésica
(Campos et al., 2009; Simdes et al., 2009).

Na literatura (Tabela 2.1), a principal indicacéo é a aplicagcdo do PBMT em
MO com laser de baixa poténcia no comprimento de onda vermelho em um
namero de pontos que cubram toda a cavidade oral, com possibilidade de
associacdo com o laser infravermelho, quando necessidade de maior analgesia
(Medeiros-Filho et al., 2017) ou quando o grau de MO é maior que 1 ou 2 (Amadori
et al., 2016; Leite Cavalcanti et al., 2018; Soto et al., 2015).

As energias por ponto que mostraram melhores resultados quanto a
diminuicdo da severidade da MO e analgesia em trabalhos clinicos variaram de
0,08 a 3J (Tabela 2.1). Entretanto, cerca de 70% dos trabalhos selecionados
usaram energias de até 1J, todos evidenciando o potencial bioestimulador, anti-
inflamatorio e/ou analgésico da PBMT. Os trabalhos com energias mais altas em
baixa poténcia ou com o laser de alta poténcia em modo desfocado (Gobbo et al.,
2016; Simdes et al., 2009), mostraram-se mais eficazes para analgesia do que
para inducdo do reparo das lesdes. O laser de alta poténcia ou altas energias
devem ser utilizados com cautela, pois podem causar dano térmico e necrose
tecidual (Campos et al., 2016). Dessa forma, parece ser melhor utilizar energias
menores que 1J em uma maior quantidade de pontos (Simdes et al., 2015).

Modelos animais também tém sido utilizados com sucesso para determinar
o melhor protocolo de PBMT que mantenha MO em graus baixos e acelere a
reparagao. Seguindo o modelo de indugdo de MO em hamsters, proposto por
Sonis et al. (1990), alguns estudos testaram os efeitos do PBMT na MO. Em 2009,
Franca et al. (2009) observaram que o grupo que recebeu PBMT (660 nm, 30 mW,
1,2 JJcm2 em quatro pontos de 0.4J de energia cada) em lesGes de mucosite oral,
apresentaram cicatriza¢cdo mais rapida que o grupo que nao recebeu tratamento.
Outro estudo usou 96 hamsters divididos nos grupos Controle (sem tratamento) e
em grupos experimentais (PBMT para prevencédo de MO; PBMT para tratar MO e
ambos), mostrando resultados positivos, reduzindo os niveis de MO quando a
PBMT foi aplicada no protocolo terapéutico, em 40mW, 6,6 J/lcm2 e 0,24 J de
energia por ponto, sendo 6 pontos de 6 segundos cada, em contato com o tecido
(Lopez et al., 2013). Em 2015, Cruz et al. (2015) aplicaram uma maior dose de
120 J/icm2, 40 mW e 4,4 J de energia na mucosa dos hamsters, que receberam o

mesmo protocolo de inducdo de mucosite oral, mas perceberam a completa
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cicatrizacdo das lesbes de MO apenas no 10° dia de experimento. Esses
resultados mostram que a PBMT promove a cicatrizacdo da mucosite oral, mas a
diferenca no tempo de reparo pode estar relacionada com a energia aplicada na
superficie do tecido, que ndo deve ser nem muito alta, nem muito baixa (Simdes
et al.,, 2015; Tunér et al.,, 2015). Mais recentemente, Cotomacio et al. (2017)
demonstraram gque energia mais baixa (0,24J em um ponto) e centralizada na
regido da lesdo apresentaram melhores resultados na reparacdo das feridas,
guando comparada com a aplicacdo de energias mais altas, distribuidas ou
centralizadas em apenas um ponto (4 pontos ao redor da leséo de 0,24J e 1J em
ponto centralizado). Assim, energias mais baixas parecem ter propriedades mais
biomoduladoras, enquanto energias mais altas parecem ter propriedades mais
relacionadas a analgesia.

O guia para manejo da MO publicado pela MASCC/ISOO de 2014 (Lalla et
al., 2014) ja assumiu a PBMT como uma técnica de intervencéo no tratamento ou
prevencao dessa lesdo com trabalhos nivel 3 de evidéncia cientifica, mas ainda
sem trabalhos suficientes para determinar o melhor protocolo a ser utilizado. Em
2019 (Zadik et al., 2019), uma atualizacdo do guia de manejo de pacientes
oncoldgicos, mostrou a indicacdo da fotobiomodulagdo com nivel de evidéncia
cientifica 2 para prevencao de mucosite oral em pacientes com cancer de cabeca
e pescoco tratados com RTCP ou QT e RTCP. Dessa forma, ja € de conhecimento
que a PBMT traz beneficios para o manejo do paciente oncoldgico quanto a MO,
mas ainda ha bastante divergéncia quanto ao protocolo que gera os melhores
efeitos de reparo nessa lesado e, além disso, os efeitos histologicos e clinicos de
diferentes protocolos ainda nao foram totalmente elucidados

Na literatura existem diversos protocolos, que variam desde o comprimento
de onda utilizado até a energia aplicada, tanto em trabalhos com humano, quanto
com animais, principalmente para o0 manejo da mucosite oral, induzida por QT ou
RTCP (Tabela 2.1 e 2.2). Todos esses estudos demostram algum efeito benéfico
da PBMT, seja quanto a velocidade de reparo ou a diminuicdo da severidade,
inflamagé&o ou da dor. Entretanto ainda séo escassas as evidéncias da influéncia
da PBMT em lesdes orais induzidas por quimioterapico ou principalmente de
feridas traumaticas, desde o inicio do processo inflamatério até o término do

reparo tecidual. Além disso, apesar da PBMT possuir diversos beneficios
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terapéuticos, ha ainda bastante divergéncia entre os protocolos utilizados e sua
influéncia no processo inflamatoério e na inducao do reparo tecidual.

Como os trabalhos que abordam o tratamento da MO com PBMT s&o muito
mais numerosos que os estudos sobre o tratamento de outros tipos de feridas
clinicas em mucosa oral, as tabelas a seguir mostram um compilado de trabalhos
clinicos (Tabela 2.1) e com animais (Tabela 2.2) com o uso de PBMT para tratar
MO.






Tabela 2.1 - Trabalhos clinicos utilizando PBMT para o tratamento de mucosite oral #*

Energia
Tratamento . DenS|dad_e A por Modo de aplicacéo
e nimero Compri- de energia Poténcia ponto (namero de pontos
Autor d Grupos mento de (J/cm?) e (mW) e (EP) e mero de p ’ Desfecho
e A ) regides irradiadas e
. onda (nm) area™ do tempo (s) | Energia , <
pacientes 5 numero de sessdes)
spot (cm?) total
(ET)
Grupo 100 mwW Maior
. Placebo 1 sessdao por dia 5 dias | analgesia para
Legouté et 51 QT, He-Ne 2 40 s por .
Grupo 4 J/icm L 4] consecutivos, com grau 0 grupo que
al., 2019 RTCP 658 nm sitiode 1 _
tratamen om? de MO > ou =2 fez recebeu
-to PBMT
635 nm:150 Aplicagdo 3x/ diaem | f7OMT €O
mw MO grau > 2; OIS Modos de
Estudo L ’ . aplicacdo
(30 s por 2- Aplicagéo extraoral foi .
prospec- 5 . (intra e
. . cm realizado o .
Noirrit- tivo, . extraoral) foi
Esclassan Compa- de area) escaneamento capaz de
22 QT . 635 nm 4 Jlcm? 808nm: combinado com S
et al., rou pré e aliviar a dor
) 3850 mW vermelho e )
2019 pos . . oral;
(30 s por 30 infravermelho na regido ~
tratamen 5 nao houve
cm< area to das bochechas e A
o 50 s para regibes evidéncia
50 cm?) submandibulares. relacionada ao
grau de MO.
PBMT: PBMT ou
N G1l: laser ) 61 pontos, 1 x por associacao
Pinheiro et | 31 QT e/ou G2 laser 660 nm 142 Jlcm? 100 mw EP: 4J semana, por 4 com PDT:
al., 2019 RTCP PDT: 40s ~
+ PDT curcumina semanas reducdo da
MO;
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+ LED 468 Associacéo
nm PBMT + PDT
acelerou o
processo de
reparo
Marin- c(cfrrlE[erc))?e Diminuiu
26 RTCP 83.3 0.5W 3J 72 pontos em contato incidéncia e
Conde et Grupo 940 nm 2 . ,
elou QT 0.036 cm 6s 180J perpendicular severidade da
al., 2019 trata- MO
mento
Grupo Aplicacdo duas vezes S
verme- na semana; 'g‘ec\%?ggﬁ]%ag
42 (RTCP), lho e Foi usado um infravermelho
Soares et sendo 16 infraver- | Diodo 660 e | 300 J/cm? 100 mw 93 ponto para cada 4 cm? diminuiu o
al., 2018 com QT melho | 808 nm 0,03 cm? 90s de leséo rau de MO e
associada G2 O laser foi aplicado g X
prescri¢cdo de
verme- extra oralmente em o
i L analgésicos.
Iho regibes inacessiveis
Aplicacbes pelo menos | A PBMT com
4 x/semana do primeiro | altas doses de
Gl Gl EP: dia da RTCP até a energia (1,0 J
0254/ 6.33cm?e | GL: 25mW G1: resolucéo das. lesbes | versus 0,25 J)
Guedes et ponto Diodo 660 0,04 cm? G2: 100 0,25 de MO; produz uma
59 (RTCP) ) iy ) G2:1J 20 Pontos: em pequena
al., 2018 G2: nm G2: mw ) o
2 ET: mucosas labiais, vantagem na
1.0J/ 33J/cm 10s . AN
onto e 0.03cm? G1:5J | mucosas jugais, lingua, melhor~a e
b ’ G2:20J assoalho da boca e prevencéao da
orofaringe (3 pontos MO induzida
horizontais); pela RTCP.
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Aplicagbes diarias de

Preventi-
i laser com
VO: . .
Leite 660 nm ' comprimentos de onda Preveniu e
. ~ Diodo 3.3 Jicm? . de 660 nm e 808 nm tratou as
Cavalcanti 52 (QT) Terapeu- 660 ou 808 0,03 cm2 100mw EP:1J 31 pontos: mucosas lesdes de MO
etal., tico (MO ! 10's ET:313 | °-P - MUCos :
! nm jugais, palato, labios,
2018 acima de :
1): dorso da lingua, bordas
: laterais da lingua e
808 nm
assoalho oral.
PBMT é
Estudo : . segura para a
retrospec 5 d'a.ls co~nsecut|vos,de prevencédo da
o aplicacao, logo apds
Brandao tvo; . RTCP; MO em
ot al 152 (QT+ pacien- Diodo 660 10 J/icm? 40 mW EP: 0,4 28 pontos: Corﬁissuras pacientes com
2012'3’ RTCP) tes que nm 0,04 cm? 10s ET: 11,2 F;nucos.as labiais ' | CEC, pois nédo
recebe- A alterou a
ram mucosas jugais, lingua, recorréncia de
PBMT assoalho e palato mole CEC na
cavidade oral.
PBMT comecgou no
mesmo qlla da RTCP, Menor
aplicada 3 . ~
interrupcao do
vezes/semana, 30
; tratamento
. . minutos antes da A
Gonzélez- G1: sessio de RTCP oncoldgico e
Arriagada 216 (RTCP) controle | Diodo 660 60 J/cm? 100mwW EP: 1J 27 DONOS: MUCOSAS menor nimero
et al., G2: nm 0,016 cm? 10s ET:27J Igbiais ' alato de instalacéo
2018 PBMT P ' de sondas em

mucosas jugais, lingua,
superficie ventral da
lingua, e assoalho
evitando area de
neoplasia.

relacédo ao
controle.
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G1:3

Sees Qi) | pauto
Weisshei PBMT/ | Diodo 660 100 mw EP: (GL); efetiva em
6 J/cm? 24s 0,24J i prevenir MO,
mer et al., 99 (TMO) semana nm 0.04 cm? Go- ETe 33 pontos: labios, mesmo
2017 G2: ! . ' comissuras labiais,
40 mWw 7,92 R apenas em 3x
PBMT 65 mucosas jugais, lingua ha semana
sessoes e assoalho da boca.
diarias
A apllcagao_ preventiva PBMT teve
do laser foi realizada impacto
Grupo diariamente, de posil?ivo na
Antunes et cisgﬂiz;tiQnTa + é?je; Diodo 660 4 J/cm? 100 mw EP: 1J Saer?tlégd;aaasi)c(?';?;rgae resposta ao
al., 2017 P P nm 0,24 cm? 10s ET: 72J P ) & tratamento do
RTCP) placebo RTCP; cancer e na
72 pontos no total; brevida d
Uma sessao por dia sobrevida dos
(em média 45,7 dias). | Paclentes.
R'eceberam. d.o primeiro PBMT:
Grupo dia de condicionamento ~
Controle: até D+7; redL_Jgao na
Salvador (orienta- EP: 80 pontos: mucosas %gvfgsgigz
51 (TMO + | ¢Besde | Diodo 660 4 Jlcm? 40 mW 0,16J labiais, jugais, lingua e .
etal., o 9 ] de maior
Qm) higiene) nm 0,04 cm 4s ET: assoalho da boca, em .
2017 N severidade
Grupo 12,8J contato com distancia .
PBMT desse efeito

de 1 cm entre um ponto
e outro;

citotdxico no
epitélio oral.
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Receberam laser do
primeiro dia do
condicionamento até o
segundo D+2;

. ] o Controle da
Rodrigues Estudo | Diodo660 | 3,75Jcm? | 15mw | £ 019 Quatro sitios incidéncia e
et al., 79 (TMO) 2 J anatdmicos da mucosa :
coorte nm 0,04 cm 10s - gravidade da
2017 oral (lado direito e MO
esquerdo da mucosa '
jugal, mucosas labiais,
lingua e assoalho da
boca).
Estudo
“Split
mouth” PBMT:
Um lado | Diodo 808 8 dias de aplicagbes dpe?nTorJ;sTrg'r\gn
recebeu nm para PDT: aplicado a um efeito
PDT (5 | analgesia e PBMT: PBMT: distancia de 1 cm da L
; ) o terapéutico
Medeiros- min de 660 nm 10s EP: 4J superficie; maior em
Filho et 18 (QT ou | fotossen para PDT: ET: 8J PBMT: em contato, comparacio
QT+RTCP) | sibilizan- | biomodula- 100 mw PDT perpendicular: parag
al., 2017 ~ com PBMT
te) + cao 90s 9J 2 pontos com 1 cm de so0zinho para
PBMT PDT: (azul distancia, em uma redu éopda
vermelho | de metileno mesma lesdo escolhida ravio(l;ade da
e outro 0,005% + em cada lado da boca. 9 MO
s6 PBMT 660 nm) '
vermelho
Aplicacbes a partir do N&o houve
Amadori GA: Diodo 830 4.5J/cm? 150 mW . 1° dia de diagndstico diferenca de
et al., 123 (TMO) grupo am 1 cm? 30 s EP:45J de MO e continuou por | "€P&ro da MO
2016 PBMT P entre os dois

mais 3 dias;

grupos,
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Pontos em mucosa

apenas na

GB:
grupo bucal, mucosa labial, reducéo da
placebo lingua, assoalho da dor. GA teve
boca e palato mole. menor dor que
GB.
Menor
A aplicacdo preventiva morbidade;
G1: X ) Graus de MO
a laser foi realizada
grupo diariamente: entre0elno
Antunes et | 94 (RTCP laser Diodo 660 4 Jlcm? 100 mW EP: 1J 9 pontos de a Iic1a 50: grupo laser,
al., 2016 efou QT) G2: nm 0,24 cm? 10s ET:9J P Os acieﬁtes ¢ao, enguanto o
grupo b P | grupo placebo
lacebo receberam laser em apresentou
P uma media de 45 dias.
graus entre 2 e
3.
- AplicagGes do 1° ao
5° dia de
Grupo condicionamento pre Prevencéo de
Ferreiraet | oo o) | Laser | Diodo650 | 70Jcm? | 100mw | EP:2) | vansplante | 'e30es severas
al., 2016 Grupo nm 0,028 cm? 20 s ET: 54J -/ P ) oo ~
labiais, mucosas jugais, | em relacéo ao
Placebo , .
lingua, regido placebo.
retromolar, palato mole
e assoalho bucal
ealiviting a6 apoga | Melhora do
Bezinelli 69 Diodo 2 EP: ey escore de
et al 69 (TMO) pacien- 660 nm 6 Jicm L0 Y 0,24] da T"e?'“'a- gualidade de
- 0,04 cm? 6s ' -Pontos distribuidos por .
2016 tes toda MuCoSa: MUCOSAS vida ao longo
i do tempo

jugais, mucosas labiais,
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lingua, assoalho da
boca e palato mole.
- Aplicacéo feita do
primeiro dia do
) condicionamento até 7°
Grupo EP: dia ap0s transplante Reducéo da
Silva et 3 controle | Diodo 660 4J/cm? 40 mW 0,16J 3 P , P 'dgd d
al., 2015 9(TMO) | “Grupo nm 0,04cm? 4s ET: - 80 pontos: mucosas | gravidade da
" ’ ' labial, mucosas jugais, MO
laser 12,83 .
lingua e assoalho
bucal.
Ejl:o Aplicacbes 4 x por Llrr?]léi?ses
gIjaszr semana, do 1° dia de severas na
Diodo 685 10: fibra EP condicionamento até a dealuticao
G2 nm intraoral Otica de 10: 35 mW | 10: 0,35J | curatotal das lesbes; are?o %u o
sotoetal, | L, rvo) oo | (10)e830 | &rea 600um 10's EO: 2,4] 10: 19 pontos b Iasegr' b
2015 gser% nm EO: fibra EO: 80 mW ET distribuidos na mucosa Aplica 56 EO
laser extraoral Otica de 30s |O: 6,65 labial e bucal, a face fgi reglizada
(grupo (EO) area 600um EO: 14,4 ventral da lingua e .o para tratar a
retrospec assoalho da boca; reqido
OSp EO: 6 pontos gl
-tivo) orofaringea
35 aplicacbes (3 vezes | Menores graus
na semana por 7 de MO nos
Gl EP: semanas): dias no grupo
Curtete] s | eaur | piedoseo | eavert | zsmw | OZY | Cpenosmicoss | jeseren
"y . 2 "
2015 (QT+RTCP) G2: nm 004 cm LS 15,253 cada lado), mucosa controle;
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labial (oito pontos), Menor
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pontos), lingua: lateral | de TNF-a e IL-
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(dez pontos cada lado), 6 no grupo
dorsal (trés pontos), laser
palato mole (trés (atenuacao do
pontos), assoalho da processo
boca (dois pontos) e na | inflamatorio).
comissura labial (um
ponto de cada lado).
Reducéo na
5 sessOes por semana; |gC|der~1C|?j ©
G1: 12 pontos: lateral e M Ou E;Z%Oe o?or
Gautam et 46 (RTCP) PBMT HeNe 3 Jicm? 24 mW EP:3J ventral da lingua, severa 'e
al., 2015 G2: 632.8 nm 1cm? 125 s ET: 36J | mucosa labial, mucosa menor perda
placebo jugal, assoalho da boca d P
e palato. € Peso no
grupo laser
80 pontos: mucosa dos
|abios, mucosa bucal
G1: . Ep- ,direita e esquerda,
Silva et 30 (TMO) PBMT D'O?]?n%o 4 Jlcm? 40 mW 0,16J “r;%uié?ézraé (Ijiquetze Prevencdo de
al., 2015 G2: 0.04 cm? 4s ET: 9 » €119 graus 3-4 MO.
controle 12.83 ventral e assoalho
bucal, dando um total
de dez pontos por
regiao
G1: A PBMT até enxerto de | A associagéo
de Paula criotera- medula éssea,; entre
Eduardo 71 pia oral + | Diodo 660 6 Jicm? 40 mw EP: Aplicacbes em locais crioterapia e
et al., (TMO/ QT) PBMT nm 0,04 cm? 6s 0,24J mais comuns de OM na PBMT foi
2015 G2: mucosa oral (mucosa eficaz na
PBMT oral direita e esquerda, reducdo da
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mucosa labial superior

gravidade da

e inferior, borda lateral MO.
da lingua, assoalho da
boca e palato mole).
LED e PBMT
foram

Aplicacédo em 10 dias

eficientes na
prevencgao de
interrupcodes

PBMT: PBMT: EP: oo omsecUves: | no tratamento
G1: Diodo 660 6 Jicm? 40 mw 0.24J P MUCOSAS ' antineoplasico,
Freitas et 40 (QT) PBMT nm 0,04cm? 6s ET: uaismucosas labiais melhoraram
al., 2014 LED: 630 LED: LED: 213 | galato dore oo | qualidade de
G2:. LED nm 0.24J3/cm 80mw P ' vida dos
2 lingua, assoalho da ;
lem 3s boca e comissuras pacientes e
labiais reducéo do
' custo do
tratamento
periodo de
hospitalizacao.
G1: Do primeiro dia do A Eigﬂazgsos
PBMT + condicionamento até a bucais
cuidados pega da medula; .
. contribuem
Bezinelli higiene _ Pontos em mucosa para reduzir a
bucal Diodo 660 8J/ cm? 40 mW EP: bucal bilateral, borda .
et al., 167 (TMO) 2 . morbidade
2014 (HB) nm 0,04 cm 8s 0,32J da lingua, palato, resultante da
G2: assoalho da boca e MO e
apenas mucosa labial e Gvula minimizam os
cuidados quando tolerado pelo cursos de
HB paciente. . ~
internacao.
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Grupo A Grupo A: 5 dias
(GA) consecutivos
PBMT (preventivo)
preventi- 19 pontos: mucosas
VO jugais, mucosas labiais,
vermelho assoalho da boca, Os dois
ou GA: 35 lingua, o palato mole e | comprimentos
infraver- e comissura labial. No de onda foram
) Jicm ;
de Castro melho; Diodo 660 e GB: 70 100 mw palato mole, a igualmente
et al., 40 (QT) Grupo B -y GA:10s aplicacéo do laser foi bons para
808 nm J/em . )
2013 (GB) 0.028 cm? GB: 20 s desfocada a uma prevenir e
PBMT ) distancia de 1,5 cm tratar lesdes
apos Grupo B: Aplicado de MO
lesbes direto nas lesGes de
de MO mucosite até sumirem
vermelho as lesbes
ou Em contato,
infraver- perpendicular e
melho pontualmente
A 12 sesséo foi
realizada uma semana
antes do inicio da
RTCP e as sessodes
. Grupo laser
seguintes ocorreram
oS : apresentou
Oton-Leite Grupo : 30 J/lcm? diariamente por 5 dias menor
ot al 60 (RTCP) PBMT Diodo 685 0028 em? 35 mw EP:0,8J | consecutivos antesde | L0 0o g0
N Grupo nm ! 25s ET:47,2) | cada sessao de RTCP;
2013 , MO, menor dor
placebo 59 pontos: mucosas .
. - e maior fluxo
jugais, mucosas labiais, :
! salivar.
pregas palatinas,
lingua, palato mole,
assoalho da boca e nas
comissuras labiais.
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Diariamente por 5 dias
consecutivos;
54 pontos: labios,

PBMT é eficaz
na prevencao

Grupo e
PBMT _ mucosa bucal direitae | graus 3-4
Antunes et 47 Diodo 660 4J/cm? 100mw EP:1J | esquerda, borda lateral OM induzida
al., 2013 | (QT+RCTP) Grupo nm 0.24 cm? 10s ET: 54J esquerda e direita da pela QT +
placebo lingua, assoalho bucal RTCP
e lingua ventral, )
totalizando nove pontos
por regido.
Séul\ﬁ.?. 2 pontos em cada Graus_ de MO
Arbabi- Grupo mucpsajugal, 2 pontos | e niveis de dor
Kalati et 48 (QT) controle 5 J/lcm? 30 mwW na lingua, 2 pontos no _ foram
al., 2013 Grupo assoalho bucal, um no | significativame
Placebo palato mole e um no nte menores
(L) palato duro. no grupo laser.
Preveniu e
Aplicaces diarias, tratou MO;
antes das sessoes de Diminuiu
RTCP, por 6,5 incidéncia de
121 Grupo semanas; dor,
Gautam et (QT + PBMT He-Ne 3,5 J/lcm? 24 mwW EP-35 J 6 areas anatdmicas: necessidade
al., 2012 RTCP) Grupo 632.8 nm 1cm? 145s 7 bordas da lingua, do uso de
Placebo assoalho da boca, analgésico
Mucosa bucal, mucosa opibide e
labial, palato mole e melhor

orofaringe.

funcdes orais
no grupo laser.
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9 areas anatdmicas: A PBMT néo
labios, mucosas jugais, | foi eficaz para
Gouvéa 75 Grupo dorso e ventre de reduzir graus 3
) PBMT Diodo 660 2,5 J/lcm? 10 mwW . lingua, palatos duro e e 4 de OM,
de Lima et (RTCP + 2 EP:0,1J I : trei )
al 2012 QT Grupo nm 0,04 cm 10s mole, gengiva e freio mas reduziu
" Placebo da lingual; as
Aplicagbes do 1° ao interrupgdes
Gltimo dia da RTCP. da RTCP.
Gi;}mGZ G1: EP: 8 areas anatdmicas; PBMT (G1)
Carvalho 70 rotoco- | Diodo 660 3,8J/cm? G1: 15 mwW G1: Aplicagbes em 5 dias controlou a
etal., (RTCP + P los am G2: G2:5mW 0,153 consecutivos por intensidade da
2011 QT) diferen- 1,3 J/cm? 10s G2: semana do 1° ao ultimo mucosite e
s 0,04 cm? 0,05J dia de RTCP. dor.
A PBMT
9 &reas anatdémicas; preventiva foi
Grupo 10 pontos por area benéfica em
Silva et PBMT | Diodo 660 43/cm? 40mwW | EP:0,16 pontos por: ;
42 (TMO) 2 : anatomica; reduzir o
al.,, 2011 Grupo nm 0,04 cm 4s ET: 14,4 Apli 5es D-4 até ;
Placebo plicacdes D-4 até aparecimento
D+4. e intensidade
da MO
Aplicacéo 2 vezes por Eficaz para
semana, por 7 .
semanas: prevenir e
’ tratar MO,
Grupo 3 pontos em mucosa roporcionand
Zanin et 72 PBMT Diodo 660 | considerada 30 mw EP: 2 jugal, mucosa labial b po mais
al.,, 2010 | (RTCP+QT) | Grupo nm 1 cm? 66s ET:42 inferior e palato mole; 2 conforto e
Placebo pontos em palato e melhor
carunculas sub!mguals; qualidade de
5 pontos na lingua. vida
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O uso
profilatico dos
Slrsul\%)' dois
Gruoo tratamentos
Placgbo parece reduzir
. . ) 12 &reas anatbmicas; | a incidéncia de
Lima et 25 (com Diodo 830 12 J/cm 15 mW EP- 24 Aplicacies do 1° lesd
al., 2010 | (RTCP+QT) | suspen- nm 0,2 cm? 160s $ S (ADIICAcoEs do /80 | 1es0es severas
" s30 de ' ultimo dia da RTCP. de MO, mas o
hidroxido PBMT foi mais
de eficaz em
aluminio) atrasar o
aparecimento
da MO
~ PBMT reduziu
2
Kuhn et (Q%’lou PBMT e | Diodo 830 4 Jiem 100 mwW Ae?:rr:ii?rl; dsig(;:sdirwg a duragéo da
al., 2009 placebo nm . g MO induzida
TMO) dias consecutivos.
por QT.
EP:
0,16 J
(preven-
¢ao) ou 88 pontos na mucosa
0,24 oral, 10areas
- 2 1 ’
Eduardo m-(g:ﬁ;[)aou ( :e\‘j(/e%méo) 4O4r2W (tratame anatomicas; PBMT
Diodo 660 | P ¢ 2 x nto) Aplicagdes do primeiro | manteve graus
Ll 30 (TMO) Preven- nm € 6 Jjem (prevencao) ET: dia de condicionamento | de MO entre
2009 céo de (tratamento) oubs : . ~
2 14,08 J até a recuperacéo osgrausle 2.
MO 0,04 cm (tratamento) o
(preven- | neutrofilica ou reparo
¢éo) ou total das lesdes.
21,127
(Trata-
mento)

€s



G1:

PBMT 3 90 pontos em 19 areas PBMT com
vezes/ P anatomicas PBMT sozinho
semana S ou combinado
. 5 a 13 aplicacdes
G2: G1: PBMT 3 com alta
Associa- Diodo . : poténcia 3
~ Gle G3:40 . vezes/semana (40
¢cdo do PBMT 660 mw EP: mw): vezes na
Simoes et PBMT nm e Diodo 6 Jicm? . 0,24 . S semana
al., 2009 39 (RTCP) com alta alta 0,04 cm? 1G 2: 40 e ET: G2: Associagao do manteve 0s
P P 000 mW PBMT com alta
poténcia poténcia 6s 21,6J oténcia 3 graus de MO
3 vezes/ 808 nm P entre 1l e 2.
vezes/semana (40 mW A
semana e 1W) Alta poténcia
G3: G3: PBMT 1 preveniu o
PBMT 1 vez/semana (40 mWw) aumento da
vez/ dor.
semana
Menor
Grupo . desenvolvimen
Abramoff | r) | PBMT | Diodosss | 72Jem’ | 35mw | EP:23 25 pontos, 11 areas to de MO,
N Grupo nm 0,028 cm? 54 s ET:50J o . melhor
2008 3 aplica¢des ou mais ~
Placebo recuperacao e
alivio da dor
100 mwW
2 Combinaca (visivel) e PBMT foi
Klgstrelcr);k cozn? (?EL’ > estudos | o de lasers 2 3/em? 50,250 e 11 areas anatdmicas eficaz e
ot al y M%) prospecti | visiveis e 0.011 cm? 500 (IV) 3 sessbes por semana seguro em
iy VoS infravermel ' 33 s por prevenir e
2005 36 (TMO) ho (IV) sitio/6 min tratar MO
por sessdo
Jaguar et Grupo Diodo 660 2,5 J/cm? 10 mW . . o PBMT
al., 2007 49 (TMO) PBMT nm 0,04 cm? 10 s EP:0.1J 8 areas anatomicas; promoveu
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Grupo Do primeiro dia do alivio da dor,
Placebo condicionamento até reduziu
D+2. severidade da
MO e a
administracéo
de morfina.
165 pontos: 11 areas
Grupo EP: anatomicas, 15 pontos Diminuiu a
Antunes et | ,q (TMO) PBMT Diodo 660 4 Jlcm? 46,7 mW 0,78 J por area; incidéncia de
al., 2007 Grupo nm 0,196 cm? 16,7 s ET: Aplicac¢des no D-7 até
~ MO.
Placebo 128,7J recuperacao
neutrofilica;
G1: TMO
G2: QT/
Irinote-
can _ 60 MW 5 ér_eas anatdmicas;
Cruz et 60 G3: MO | Diodo 780 Aplicacbes de 3a5 Nao
al., 2007 (TMO/ QT) em nm 0,04 cm? dias consecutivos a significante
qualquer partir do inicio da QT.
outro
protocolo
de QT
Gl: glP
PBMT GL6OmMW 1 g 56 3 PBMT 660nm
Schubert 780 nm . G2:40 mW G2: 6 areas anatdmicas, 48 | foi capaz de
el 70 G2: Diodo 780 e 2 J/cm22 le 2_s 0,08-\] ponNtos: : diminuir
2007 (TMO/QT) PBMT 660 nm 0,04 cm respectiva- ET De 7 a 13 aplicagbes. | severidade da
660 nm mente .
G3: G1: MO e dor
placebo 2,887
G2:

SS9




3,84
Grupo Terco posterior da
Arun P(I-i'_\:l)T HeNe 1,8 J/icm? 10 mw EP: mucr:r(]);ae jg%?lgr%aslato Previne, trata
Maiya et 50 (RTCP) 0,033 . . MO e reduz
al. 2006 Grupo 632,8 nm 0.016 cm? 35 _ tonsilares; ] dor
' Controle ' 5 dias por semana até
(L-) o término da RTCP.
60 mW 9 pontos: em area .
Bensadou Slgul\%)' HeNe 2 Jfem? (1 paciente EP:2J _orofaringea;_ F;E\'\//Ie-l;icrlzziztlau
M et al 30 (RTCP) Grupo 632.8 nm com 25mWw) 35 dias co~nsecut|\_/os_ duracdo da
1999" Controle ’ lcm2 ET: 18 J | com excecdao dos finais MO e dor
33s de semana.
90 pontos: 6 sitios Eee\(/jgﬁgg ddee
Grupo anatbmicos, 15 pontos duraco dai
Cowen et 30 PBMT HeNe 1,5 J/lcm? 60 mw EP: 0,6 J por sitio; MO e dor
al., 1997 (TMO/ QT) Grupo 632,8 nm 0,4 cm? 10s ET:54J | Aplicagbes por 5 dias (reducio d
Controle consecutivos (do D-5 jugao de
até D-1). administracéo

de morfina)

#Estudos que apresentaram padrdes incoerentes nao foram incluidos.

*Parametros calculados com base nas informacdes de cada trabalho, a partir das formulas: ?2=%¢£=7¢ na qual DE é densidade

de energia (J/cm2), P é poténcia (W), t € tempo (segundos), A € a area (cm2) e E é energia (J).

~ Area deduzida pela marca do equipamento (lasers MMOptics tinham area de aproximadamente 0,04 cm2) (Simdes et al.,

2015).

99




Tabela 2.2 - Trabalhos em animais utilizando PBMT para o tratamento de mucosite oral #*

Modelo Método Poténci DE Energia
. Indugéo a(mw) | Jlcm?) e 9 Modo de | Resultados e
Autor N | Experiment . Grupos A (nm) ! por . ~ )
al Mucosit etempo | areado ponto aplicacéo efeitos
e (s) spot”
-Gl:
controle
-Gll:
Vitéria et al >-FU Ileig)alvlzTernoo 40 mwW | 2,4 Jjcm?® co'\r/llfigﬁo Reducao do
. 2 ’
2018 8 Hamsters ranhura do estudo 660 60 s 0,04 cm 0,096 J - grau de MO.
e a cada contato
48 horas
até o
sexto dia.
Laser mais
AT €53 eficaz que o
Bayer et al., Ratos sFy + | -controle 1w 7’142 e 0z0nio no
24 Sprague- -Ozo6nio 940 Jicm 20J (contato),
2017 ranhura 20s 5 FGF e no
Dawley -Laser 2,8cm modo
. PDGF.
continuo
4 0mw Grupo que
Protocol PBMT 1: PO 9
Controle . recebeu
Controle 01:6s 5 0.24J, Em menor
Cotomacio et Hamsters 5FU + QT Prqtocol GrZicn PBMT 2: contato, energia por
30 o 660 02:25s 1J
al., 2017 Sirios ranhura PBMT 1 5 . modo ponto
Protocol | 2,8 cm PBMT 3: .
PBMT 2 ] continuo apresentou
03:4 4 pontos
PBMT 3 menores
pontos de 0,24J
graus de MO
de6s

.S




5 pontos . Os grupos
Controle de 0,24 Continuo, PBMT e LED
Controle 660 (total: em estimularam o
QT (PBMT), 40 mW- 6 J/icm? 1 2)_' contato; declinio de
Campos et Hamster 5FU + PBMT 635 ' 1,2 o alta .
150 o 120s e 5 1 ponto ~ . . | TNFnodia?7
al., 2016 Sirios ranhura LED (LED) e 10005 Jicm del2Je poténcia: (p>0,05) e
Alta 808 (alta 10 J/cm? ’ desfocado =5,
P L Varredura reparo total
Poténcia | poténcia) em .
desfocado ("illta. varredura da MO no dia
poténcia) 10.
o | SLE
G1: 0,25W, 2
0,28 cm
1064 nm 9s i
G- G2: G2: Menores
980 nm | G1:1064 | 01w, | &3J/cm Géiz?fjJ Modo 2{'}@}3 dig
Bostancikliogl Ratos 5-FU + G3: G2: 980 10 s 5 o pulsado 9
35 ; 0,12 cm G3 quando
uetal., 2015 Wistar ranhura 810 nm G3: 810 G3: sy ’ e modo
G4: G4:660 | 025w | S38 | 2243 1 ophn, | usadosos
660 ﬁm : ’95 Jlicm? G4: 6J lasers de 810
G5: Ga: 0,28cm? e 660 nm
' X G4:8
controle 0,1W, >
60 s Jicm
0,75 cm?
Controle:
niveis mais
Controle baixos de NF-
PBMT kB;
terapéuti- Protocolos
co 40 mW | 6J/cm? 0,24J preventivo e
Curra et al., 96 Hamsters 5FU + PBMT Modo combinado:
2015 machos ranhuras : 5 . :
preventivo 660 6s 0,04 cm 1.44J continuo maiores
PBMT niveis de NF-
combina- kB no dia 5;
do. Grupo
terapéutico:
niveis mais
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elevados nos

dias 10 e 15.
-G1:
controle G2 G2: 0,28
positivo 0 25 cm?,
-G2: MW 9s 8 Jicm? 4
810 nm G3- G3:0,12 | G2:2,24 | aplicagbes Reparo
5.FU + -G3: G2:660 | 4 50mw cm? J modo acelerado de
Isman et al., 45 Ratos ranhura 980 nm G3: 810 10 s 8,3J/cm? | G3:0,99J | continuo feridas com
2015 machos -G4: G4: 980 G4: 0.95 G4: 0,28 | G4:2,24] ou diferentes
1064 nm | G5: 1064 W 9’3 cm?, G5: 6J pulsado | comprimentos
-G5: G5 100 | 8 J/ cm? de onda.
660 nm mW 60 G5: 0,75
-G6: s cm?
controle 8 Jicm?
negativo
Grupo Laser
apresentou
-Controle reparo total
-Controle- da MO
Quimio 660 120 Modo apenas no
Cruz et al., 245 Hamsters 5FU + -PBMT (PBMT) 40 mW Ilem? 4473 continuo, | 10°dia, igual
2015 fémeas ranhura -PDTe 635 110s 0.04 cm? ’ em ao grupo C,
-Apenas (LED) ’ contato controle-
azul de quimio, mas
metileno com MO
menos
severa.
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G1:0,28

. 2
Gln’rglo G1; 810 G1l:9s 8 ST:mZ Tratament
) nm G2: 10S ) odiarioda | -Fatores de
G2; 980 . ] G2:0,12 . .
G2; 980 G3:9s 5 . MO dos crescimento:
nm P cm=8,3 | G1:2,24] :
5-FU + . nm poténcia 5 : diasla4 | afetados por
Usumez et Ratos Grupo 3: ] " J/icm G2:0,99J :
35 ranhura Grupo 3: média . ) (modo diferentes
al., 2014 machos 1064 nm G3:0,28 | G3:2,24] . .
i 1064 nm 0,25wW ] continuo, | comprimentos
G4: 660 ] ] cm2, G4:6J
G4:660 | G4:60s 2 apenas de onda.
nm 8 Jicm ;
nm 100 ) G3 foi
Grupo 5 mw G4: 0,75 ulsado)
(controle) ' cm? P
8 J/lcm?
Lasere LED
estimularam o
-Grupo processo de
Freire et al., 60 Hamsters ril-rfhlfj; pr_e(\;/relajntlc;/o 660 40 mW | 4,8 Jlcm? 4 pé)rrrl]tos reparo
2014 tera éputi- 30s 0,04 cm? contato tecidual e
(I:Oo também
preveniram
MO.
Gl
(controle)
G2
(preventiv
0): PBMT
D-5 até 6,6 Efeitos
5-FU + D+5 40 mW J/cm? 6 pontos | positivos para
Lopezetal., | o5 | Hamsters | oop s G3 660 65 0,03 | 924 em MO somente
2013 machos - 5
(terapéutic cm contato no protocolo
0): PBMT terapéutico.
D+5 até
D+15
G4 PBMT
D-5 até
D+15
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G1:

PBMT reduziu

G1: laser laser 35 ) severidade da
mw 16 s G1:
35mwW ) MO e
i G2: 0,56 J 5 pontos -
Hamsters 5-FU + G2: laser infiltrado de
Lopes et al., ~ laser em PP
72 fémeas ranhura 100 mW 660 ) neutrofilos;
2010 } 100 mW G2: contato i
G3: 35mW:
6s 0,6J
controle G3: aumento da
controle organlgagao
de colageno.
G1l:
crioterapia PBMT reduz
preventiva severidade da
5.FU + G2: Ias_er 30 mW 1,2 0,036.\] 4 pontos MO e tem
Franca et al., Hamsters preventivo 2 Total: X .
30 ~ ranhura ) 660 J/cm em efeito mais
2009 fémeas G3: laser 10s 9 0,144 3 .
P 0,03cm contato pronunciado
terapéutic
o no tratamento
Ga: da MO.
controle
. PBMT reduz
GL severidade da
G1: PBMT 35 mw MO e
35mw 16s Gl 5 pontos apresenta
Lobes et al Hamsters | 5-FU+ | G2: PBMT G2: 0,56 J pem pefeito
p2009 Y 72 fémeas ranhura 100 mW 660 100 mW G2: contato antiinflamato-
G3: 6s 0,6J )
. rio
controle G3: e
(diminuic&o
controle L
de niveis de
COX-2).
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#Estudos que apresentaram padrdes incoerentes ndo foram incluidos.
*Parametros calculados com base nas informacgdes de cada trabalho, a partir das formulas: ?2=5¢£="¢, na qual DE é densidade
de energia (J/cm2), P é poténcia (W), t € tempo (segundos), A é a area (cm2) e E é energia (J).

~ Area deduzida pela marca do equipamento (lasers MMOptics tinham area de aproximadamente 0,04 cm2)

29
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3 PROPOSICAO

Frente a esse desafio, os objetivos do trabalho sé&o:

3.1 Objetivo geral

Estudar o efeito de diferentes protocolos da terapia de fotobiomodulacéo no
processo de reparo de les@es orais induzidas em hamsters, na presenca e
auséncia do quimioterapico 5-FU, sendo os protocolos variaveis na

quantidade e no modo de entrega da energia.

3.2 Objetivos especificos:

Avaliar os efeitos do laser na auséncia e presenca do 5-FU, quanto:

a. Analisar a evolucdo do processo de reparo tecidual,
macroscopicamente;

b. Analisar a evolucdo do processo de reparo tecidual,
microscopicamente, através da analise do tecido por coloragcdo com
hematoxilina e eosina (H&E);

c. Avaliagdo do processo inflamatorio, através de analises
bioguimicas e imunohistoquimicas de NF-kB e TNFaq;

d. Avaliar a formacao de colageno no tecido através da coloracdo com

Tricrébmico de Mallory e da analise bioquimica de hidroxiprolina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para a presente pesquisa foram selecionados 108 hamsters Sirios Dourados,
machos, com 8 semanas de vida e massa corpérea aproximada de 150 g, mantidos
no biotério do Laboratério de Biologia Oral da Faculdade de Odontologia da USP
(LBO/FOUSP). Os animais foram separados em 1 por gaiola, com agua e comida ad
libitum. Todos os protocolos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo
(Protocolo n° 010/2015) (Anexo A) e a pesquisa seguiu 0s principios éticos de
experimentacdo em animais, elaborados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal).

4.2 Delineamento experimental:

Os 108 hamsters foram separados aleatoriamente em nove grupos. Todos os
grupos foram avaliados por 10 dias, sendo que no dia 1 e 3 foi injetado o
guimioterapico ou o seu veiculo, dependendo do grupo de estudo. Nos dias 4 e 5
foram realizadas ranhuras na mucosa oral e, a partir do dia 4, foram aplicados os

protocolos de PBMT com laser de baixa poténcia (PBMT), como se segue:

- Grupo Controle (C): recebeu apenas injecdo do anestésico e veiculo do

quimioterapico (hidroxido de aménia, 1M) (n=12);

- Grupo Ranhura (R): recebeu injecéo do anestésico e ranhuras, sem tratamento com
PBMT (n=12)

- Grupo Ranhura Laser | (RLI): recebeu doses anestésicas, ranhuras e protocolo 1 de
PBMT: A 660 nm, 6 J/cm?; 0,24 J em mucosa oral (n=12);

- Grupo Ranhura Laser Il (RLII): recebeu doses anestésicas, ranhuras e protocolo 2
de PBMT: A 660 nm, 25 J/cm?; 1 J em mucosa oral (n=12);
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- Grupo Ranhura Laser Il (RLIII): recebeu doses anestésicas, ranhuras e protocolo 3
de PBMT: A 660 nm, 6 J/cm?, 1,2 J em mucosa ora (n=12);

- Grupo Controle-Quimioterapico (Q): recebeu injecdo do anestésico, ranhuras e

quimioterapia, sem tratamento com PBMT (n=12)

- Grupo Qumioterapia Laser | (QLI): recebeu doses anestésicas, ranhuras,
guimioterapia e protocolo 1 de PBMT: A 660 nm, 6 J/cm?, 0,24 J em mucosa oral
(n=12);

- Grupo Quimioterapia Laser Il (QLII): recebeu doses anestésicas, ranhuras,
guimioterapia e protocolo 2 de PBMT: A 660 nm, 25 J/cm?, 1 J em mucosa oral (n=12);

- Grupo Quimioterapia Laser Il (QLIII): recebeu doses anestésicas, ranhuras,

guimioterapia e protocolo 3 de PBMT: A 660 nm, 6 J/cm?; 1,2 J em mucosa oral (n=12);

4.3 Procedimentos clinicos

Todo tratamento foi realizado no Laboratério de Biologia Oral LBO/FOUSP e teve

duracao de 10 dias. Nos dias 7 e 10, seis animais de cada grupo foram eutanasiados.

4.3.1 Tratamento com veiculo ou quimioterapico

Nos dias 1 e 3 do estudo, os animais dos grupos C, R, RLI, RLII e RLIII
receberam dose do veiculo do quimioterapico (hidréxido de ambnia, 1M e agua) e os
grupos Q, QLI, QLII e QLIII receberam dose do quimioterapico 5-fluorouracil (5-FU),
preparado em hidréxido de aménia e agua. A dose aplicada intraperitonialmente no
dia 1 foi de 100 mg/kg e no terceiro dia a dose complementar foi de 65 mg/kg, com
intervalo de um dia entre as doses (dia 2) (Campos et al., 2016; Cotomacio et al.,
2017).

4.3.2 Anestesia

Do dia 4 ao dia 10 os animais foram anestesiados com uma associagcao de

Copazine (Xilazina) 13,8 mg/kg e Vetanarcol (Ketamina) 11,6 mg/kg (Figura 4.1).
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Figura4.1 —  Aplicacdo intraperitoneal anestésica

4.3.3 Ranhuras

Nos dias 4 e 5, as mucosas da bolsa grutal direita e esquerda de cada hamster
foram arranhadas (com excec¢ao do grupo C) com a ponta de uma agulha pelo mesmo
operador, para inducdo da mucosite oral (grupos com quimioterapico) ou feridas orais
(grupos sem quimioterapico). Tais ranhuras seguiram um padrdo para todos o0s
grupos, onde todas tiveram o mesmo tamanho inicial, garantido através do uso de
uma moldura pré-fabricada, com 1cm? de éarea interna (Campos et al.,, 2016;
Cotomacio et al., 2017).

Figura4.2 —  Representacdo esquemdtica da inducéo de ranhuras em uma moldura de 1 cm2

4.3.4 Andlise macroscopica das lesbes

A partir do dia 4, as mucosas orais direita e esquerda de cada animal foram

expostas para classificacdo imediata da mucosite oral/lesédo por um Unico operador
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responsavel pelo manejo diario dos animais. Foi estimado o tamanho e a severidade
do eritema, com o auxilio de uma moldura quadriculada (Figura 4.2 e 4.1) (Campos et
al., 2016; Cotomacio et al., 2017).

Além dessa classificacdo, nos dias 5, 7 e 10, as mucosas foram fotografadas
para analise da evolucao das lesGes durante o periodo experimental, dentro da area
demarcada de 1 cm?, usando o programa ImageJ®. Para a realizagdo das fotografias,
foi utilizada uma maquina fotografica acoplada a um suporte proprio. Apos as fotos
das mucosas serem adquiridas, como demonstrado na Figura 4.3, estas foram
renomeadas aleatoriamente, utilizando o programa Right Click Enhancer®.

Depois disso, as imagens foram abertas no programa ImageJ®. O programa foi
calibrado de acordo com a area de 1 cm? da foto e todas as areas Ulceradas foram
demarcadas trés vezes. A area registrada correspondeu a média entre essas trés
medidas (Figura 4.4).

Para os dois tipos de andlise, imediata e cega, a classificacdo do eritema foi
determinada da seguinte forma: “nenhuma alteracdo” correspondia a mucosa com
coloragao résea (“nada”), eritema “ndo severo” correspondia a mucosa com cor
vermelha claro e brilhante, e eritema “severo” foi de cor proxima ao vermelho escuro
e roxo. As duas informagbes nos dois métodos foram entdo cruzadas para ser
determinada a classificacéo das lesdes, conforme quadro 4.1. As andlises fotograficas

foram realizadas pelo método cego por dois avaliadores.
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Quadro 4.1 — Classificacdo adaptada para lesdes orais, de acordo com Wilder-Smith et al. (2007)

AREA DE ULCERA(}AO SEVERIDADE DO ERITEMA
Nada N&o severo Severo

Nada 0 0 1 2

<4 mm? 1 1 2 3

4-9 mm?2 2 2 3 4

> 9mm? 3 3 4 5

EEEEERN|)ZEEEREEN|
Figura4.3—  A. Suporte utilizado para as fotografias, a uma distancia fixa da superficie; B. Esquema

representativo das fotos tiradas com o tripé; C. Regido analisada dentro da moldura de
1cm2

Cada animal obteve uma classificacdo para cada mucosa, direita e esquerda.
A classificacao final de MO por animal foi determinada pela média entre as duas

mucaosas.



70

Figura 4.4 — Representacdo da demarcacgéo da area da Ulcera utilizando o programa ImageJ

x
10.00x10.00 mm (1181x1181); RGE; 5.3MB

[
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Dol =L+ Al [alell]4]7]7]1a) /]

4 Results - o X
| Fie Edt
| [Area [StdDev
[1 57644 21.1080
{2 56853 21.0488
I3 57691 199149

4.3.5 Terapia de fotobiomodulagdo (PBMT)

A PBMT foi realizada com um laser do tipo InGaAIP da MMOPTICS Ltda (TWIN
laser, Sdo Carlos, SP, Brasil) com ponteiras de diodo com a area do spot de 0,04 cm?.
Para todos os grupos o equipamento foi programado no comprimento de onda
vermelho (660 nm) com 40 mW de poténcia. Os protocolos foram definidos da
seguinte forma: protocolo Laser | (LI), que dos protocolos utilizados representa uma
energia mais baixa com um ponto central de 0,24 J; protocolo Laser Il (LII), energia
mais alta em um ponto central de 1J; protocolo Laser Il (LIII), uma energia baixa por
ponto de 0,24 J, mas mais alta no total (total de 1,2J), uma vez que 0sS animais
receberam 5 pontos de irradiagdo, sendo quatro ao redor da lesdo e um central. Dessa
forma, para os grupos RLI, RLIII, QLI, QLIII foi aplicado 6 J/cm? e energia de 0,24 J
por ponto, onde para os grupos RLI e QLI apenas um ponto central foi realizado e para
os grupos RLIII e QLIII, cinco pontos foram realizados na mucosa bucal, totalizando
1,2 J de energia total. Para os grupos RLII e QLII foi utilizado o mesmo equipamento,
com 25 J/cm? e energia de 1 J em um ponto central.

Para todas as técnicas a seguinte formula foi obedecida:

DE=Pxt E=DEXxA

A

Onde: DE ¢é a densidade de energia (J/cm?2) e E representa a energia (J); P =

poténcia (W) T = tempo de irradiacao (s) e A = area do spot do laser (cm?).
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Todos os principios de seguranca foram seguidos: o investigador usou éculos
de protecao especificos para o comprimento de onda emitido pelo aparelho, durante
todo o tempo em que o aparelho estiver ligado. Além disso, o investigador usou luva
de latex e a caneta do equipamento foi devidamente recoberta por filme de Policloreto
de Vinila (PVC). Apos cada utilizacdo, as pecas de mao e o corpo do equipamento

foram desinfetados com lencos umedecidos em solucédo de alcool (70%) (Figura 4.5).

Figura4.5—-  A: Equipamento de Laser MMOptics utilizado (TWIN laser, Sdo Carlos, SP, Brasil); B:
Método de aplicacdo do Laser, perpendicular a superficie, em contato C: Esquema
representativo dos métodos de aplicagdo do laser: 1- area representativa de ranhura
induzida, 2- Modo de aplicagéo dos protocolos LI (6J/cm?,0,24J total em 6 segundos)
e LIl (25J/cm?, 1J total em 25 segundos), 3- Modo de aplicacido do protocolo LIl
(6Jd/cm?, 1,2 J total em 6 segundos cada ponto)

4.3.6 Obtencdo das amostras para analises laboratoriais

Para as andlises histolégicas (microscopia de luz, tricrbmico de Mallory e
imunohistoquimica para NF-kB e TNF-a), ap0s anestesia e eutanasia do animal, as
amostras da mucosa bucal direita foram obtidas nos dias 7 e 10 do experimento, com
o auxilio de uma tesoura e foram imediatamente fixadas (0,1% glutaraldeido + 4%
paraformaldeido em tampéao fosfato 0,1M — pH 7,4). Os espécimes foram lavados em
tampao fosfato e submetidos a desidratacdo em concentracfes crescentes de etanol,
seguido de xilol, infiltrados e incluidos em parafina (Electron Microscopy Sciences, PA,
USA). Foram obtidos cortes de 4 um em um micrétomo MICROM HM360 (Alemanha).
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As laminulas foram montadas com Entellan (Merck, Germany) e, finalmente, as
laminas foram analisadas e fotografadas em um microscoépio de luz Olympus BX 60
(aumento 20 vezes e 40 vezes de acordo com a andlise a ser realizada).

A mucosa esquerda foi também removida com o auxilio de uma tesoura e
dividida em quatro porgdes iguais que foram e imediatamente congeladas a -80°C em
eppendorfs até 0 momento das analises bioguimicas (ensaios imunoenzimaticos para
TNF-a, NF-kB e hidroxiprolina), quando foram homogeneizadas em tampé&o fosfato de
potassio monobasico 20mM, pH7,2, na proporcao de 100mg de amostra para 1 ml de
tampdo. Na tabela 4.1, é possivel observar o cronograma dos procedimentos

realizados ao longo dos 10 dias:
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Tabela 4.1- Cronograma sequencial do procedimento experimental
DIA°  TRABALHO REALIZADO
1 Veiculo do quimioterapico C, R, RLI, RLII RLIII
Dose inicial de quimioterapia (100 mg/kg) para os grupos Q, QLI, QLII, QLIII
2 Acompanhamento dos animais, sem procedimentos clinicos
Veiculo do quimioterapico C, R, RLI, RLII RLIII
3 Dose complementar de quimioterapia (65 mg/Kg) para os grupos Q, QLI,
QLII, QLI
Anestesia grupo C; Anestesia e ranhura em mucosa direita e esquerda
4 (grupos R, RLI, RLII, RLII, Q, QLI, QLII, QLIII); PBMT (grupos RLI, RLII
RLII, QLI, QLII, QLIII)
Anestesia grupo C
. Anestesia e ranhura em mucosa direita e esquerda (grupos R, RLI, RLII,
RLII, Q, QLI, QLII, QLIII)
PBMT (grupos RLI, RLII RLII, QLI, QLII, QLIII)
5 Anestesia grupo C, Re Q
Anestesia e PBMT (grupos RLI, RLII RLIII, QLI, QLII, QLII)
Anestesia grupo C, Re Q
7 Anestesia e PBMT (grupos RLI, RLII RLII, QLI, QLII, QLIII
Eutanasia de seis animais por grupo (n=54)
Anestesia grupo C, Re Q
8 Anestesia e PBMT (grupos RLI, RLII RLII, QLI, QLI, QLI
Anestesia grupo C, Re Q
° Anestesia e PBMT (grupos RL1, RL2, RL3, QL1, QL2, QL3)
Anestesia grupo C, Re Q
10  Anestesia e PBMT (grupos RLI, RLII RLIII, QLI, QLII, QLII)

Eutanasia de seis animais por grupo (n=54)
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4.4 Procedimentos laboratoriais

Os procedimentos laboratoriais envolveram analises histolégicas (microscopia de
luz com hematoxilina e eosina e marcacdo de coldgeno com Tricrdbmico de Mallory),
imunohistoquimica (NF-kB e TNF-a), e analises bioquimicas (TNF-a, NF-kB e

hidroxiprolina).
4.4.1 Para analisar a evolugao do processo de reparo tecidual microscopicamente
e Hematoxilina e Eosina
Para as analises histologicas em microscoépio de luz foram obtidos cortes de 4
pm que foram corados com hematoxilina e eosina. Os cortes foram inicialmente
desparafinizados em xilol a 60°C e tratados com alcool nas concentra¢des 100%, 95%
e 70%, até a coloragdo com Hematoxilina e Eosina e posteriores lavagens e
tratamentos finais em alcool e xilol para montagem das laminulas.
4.4.2 Para avaliar a remodelacao do tecido:
- Analise Histoldgica
e Expresséao de colageno
A concentracdo de colageno foi determinada pela técnica de Tricrébmico de
Mallory. Apds desparafinizacdo em xilol e passagem em concentracdes decrescentes
de alcool, as laminas séo coradas com uma solucao A e uma solucéo B para marcacéo
de fibras colagenas.
- Analise Bioguimica

e Hidroxiprolina

A partir da proteina extraida, avaliou-se a concentragéo de hidroxiprolina com
o kit QuickZyme Hydroxyproline Assay ELISA Kit (QuickZyme Biosciences,
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Netherlands), de acordo com as instru¢gbes do fabricante. As concentragdes foram
calculadas em relacdo a quantidade de proteina total presente em cada amostra,
calculada pelo método de Lowry et al. (1951) em absorbancia de 660nm. A leitura da

absorbancia foi realizada em 570 nm.

4.4.3 Para avaliacao do processo inflamatério:

Para cada tipo de anticorpo em imunohistoquimica foi utilizado um controle
positivo (tecido sabidamente positivo — cancer de mama) (figuras 4.6 e 4.7) e um
controle negativo. O controle negativo foi realizado através da abolicdo do anticorpo
primario. A imunoexpressao foi avaliada por examinadores pré-calibrados em
microscépio de luz com aumento de 20x. Foi realizada andlise descritiva e semi-
guantitativas de todos os cortes, através do método de deconvolugdo de imagem

utilizando o programa Image J®.

- Analises imunohistoquimicas

Para determinar a expressdo de NF-kB e TNF-a na mucosa oral, foram
utilizados cortes de 4 um de espessura dos blocos previamente incluidos em parafina,
em laminas silanizadas. Apos o corte, as laminas foram secas em placa quente por 2

horas e incubadas em estufa a 37°C overnight.

e NF-kB

Para o NF-kB, as amostras foram imersas em xilol a 60°C e a temperatura
ambiente. Depois disso, as amostras foram lavadas em concentracdes decrescentes
de alcool até sua lavagem em alcool/NaOH e H:O/etanol. Depois das subsequentes
lavagens, as amostras foram incubadas com soro suino por 1 hora e depois com
anticorpo primario anti-NF-kB p65 fosforilado policlonal de coelho (1:500; BIOSS, Inc.
Woburn, MA, EUA), diluido em PBS. ApGs a incubagdo com o anticorpo primario,
seguem-se as lavagens e incubacdo com anticorpo secundario (Dako LSAB System-
HRP). Apos lavagem com tris-hidroximetilaminometano (TRIS), todos os espécimes

foram imunomarcadas com solucéo de diaminobenzidina (DAB) (Dako) e contrastadas
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com hematoxilina. Para teste do anticorpo, foi utilizado uma lamina de cancer de

mama como controle positivo (Figura 4.6).

Figura 4.6- Controle positivo para NF-kB — Marcac¢@o em cancer de mama

Para a imuno marcacdo com TNF-a, as amostras foram lavadas em xilol e
alcool e lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). Apds a acdo da
peroxidase e o bloqueio de proteina, as amostras foram lavadas novamente com PBS
e incubadas com anticorpo primério TNF-a. As amostras foram enxaguadas com PBS
e incubadas durante 1 hora com anticorpo secundario Histofine SimpleStainRat MAX-
PO (Multi) (NichireiBiosciences, Inc., Tokyo, Japan). O anticorpo policlonal de Coelho
anti-TNF-a (IHC world, LLC, Woodstock, MD) foram utilizados como anticorpo primario
para detectar a imunorreactividade nos tecidos coletados da mucosa oral. Apés
lavagem com PBS, todos os espécimes foram imunomarcadas com DAB (Dako) e
contrastadas com hematoxilina. Para teste do anticorpo, foi utilizado uma lamina de

cancer de mama como controlepositivo (Figura 4.7).
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Figura 4.7- Controle positivo para TNF-a — Marcacéo em cancer de mama

- Analises Bioquimicas

As amostras foram armazenadas em freezer a —80°C até o momento das
andlises. No dia das andlises, as amostras foram homogeneizadas em tampao fosfato
de potassio monobasico 20mM, pH7,2, e centrifugadas para a coleta e uso do

sobrenadante.

e NF-kB

A partir da proteina extraida, avaliou-se a concentracdo de NF-kB com o kit Rat
NF-kB p65 (Nuclear Factor Kappa B p65) ELISA Kit (Elabscience Houston, Texas), de
acordo com as instrucées do fabricante (Ali et al., 2018; Mittal et al., 2018; Stofilova et
al., 2017), com leitura de absorbancia em 570 nm. As concentragdes foram calculadas
em relacdo a quantidade de proteina total presente em cada amostra, calculada pelo

método de Lowry et al. (1951) em absorbancia de 660nm.
e TNF-a
A partir da proteina extraida, avaliou-se a concentragdo de TNF- a com o kit

Legend Max Rat TNF-alpha ELISA kit (Biolegend. Inc, San Diego, California), de

acordo com as instrucbes do fabricante, com leitura de absorbancia em 570 nm
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(Campos et al., 2016). As concentra¢des foram calculadas em relagdo a quantidade
de proteina total presente em cada amostra, calculada pelo método de Lowry et al.
(1951) em absorbancia de 660nm.

As concentrac6es foram calculadas em relacdo a quantidade de proteina total
presente em cada amostra, calculada pelo método de Lowry et al. (1951) em
absorbéancia de 660nm. A leitura da absorbancia foi realizada em 450nm para a

concentracdo de TNF e NF-kB.

4.5 Analise das imagens histolégicas — Deconvolucao de Imagem

Apés as fotomicrografias das laminas serem adquiridas, estas foram
renomeadas aleatoriamente, utilizando o programa Right Click Enhancer®, para
andlise cega das imagens. Para deconvolucdo de imagem, foi utilizada inicialmente
uma imagem com escala para a calibracdo do programa. Dessa forma, todas as
medidas realizadas foram fornecidas nos mesmos parametros. Depois disso, foi
aberta a mesma imagem sem a marcacao da escala, para o contorno da area total da
lamina a ser avaliada, excluindo o fundo. Apés a medicdo da area da lamina, foi
escolhida a opgéao “Colour deconvolution”, com a opg¢ado “HDAB”. A imagem foi
decomposta em trés cores: verde, azul e marrom. Apenas a imagem marrom foi
utilizada, correspondente a marcacao imunohistoquimica pelo DAB. Opcionalmente,
a imagem foi convertida para 8 bits (preto e branco) para melhor visualizacdo das
areas de marcacdo. Depois disso, iniciou-se o0 processo de selecdo do que é
considerada marcagao positiva. Para tanto, foi selecionado no programa
Image/Adjust/Threshold e um intervalo threshold foi determinado. Comparando com a
imagem original, foi estabelecida uma faixa de threshold para marcacdo com o DAB.
Com a opgao “Analyze particles” foi dada a area de marcacao do DAB. Dessa forma,
calculou-se a porcentagem dessa area em relacéo a area total da lamina mensurada
inicialmente (Castro, 2018).

Para a coloracdo com Tricromico de Mallory, todos os passos foram
semelhantes, com excec¢ao da deconvolugao que foi realizada a partir da opgéo “Azan-
Mallory” e a imagem decomposta escolhida para o threshold foi a azul. O epitélio ndo
foi contabilizado na area da marcacgéo para a coloracdo de Tricromico de Mallory. Na
figura abaixo ha o passo-a-passo da execucéo da deconvolucao de imagem (Quadro
4.2).
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Quadro 4.2-  Passo-a-passo da técnica de deconvolug¢do de imagem utilizando o programa ImageJ
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6. Opcionalmente, transformar a
imagem em preto e branco (8bits);

8. Processo de selecdo do que é
considerada marcagéo positiva.
Esse passo é essencial para
estabelecer o intervalo de tons que
serdo selecionados:
Image/Adjust/Threshold;

9. Processo de selecdo do que é
considerada marcagéao positiva.
Esse passo é essencial para
estabelecer o intervalo de tons que
serdo selecionados: Image/ Adjust/
Threshold;

10. No threshold, a linha superior
de ajuste refere-se aos tons mais
escuros e a linha inferior, dos tons
mais claros. Em geral, mexe-se
somente nos tons mais claros,
reduzindo ou ampliando a faixa de
selecdo conforme a interpretacao
do que é marcacao positiva,
comparando com a imagem
original. A medida que se mexe
nesse intervalo, havera a selecéao
do tom na imagem (coloragéo
vermelha que aparece na imagem);
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11. Quantificar a selecéo:
Analyze/Analyze Particles.

12. “Total area” corresponde a area
marcada em vermelho. Com a
medida de area calculada
inicialmente (total do tecido), é
possivel calcular a porcentagem de
marcacao.

Fonte: O autor

46 Analises estatisticas

O célculo de tamanho de amostra foi baseado nos dados de estudo prévio
(Cotomacio et al., 2017). Foram necessarios 12 animais por grupo divididos nos dois
tempos experimentais, para chance de aproximadamente 95% de detectar, com um
nivel de significancia de 5%, uma diferenca significativa entre os grupos com relagéo
ao desfecho priméario (grau de mucosite oral), conforme calculado no programa
G*Power 3.1.9.2. Para analises clinicas de avaliacdo dos graus de classificacdo das
lesbes (dados discretos) foram utilizados testes estatisticos de Kruskal-Wallis para
comparacgao entre grupos e testes de Friedman para evolucdo de cada grupo ao longo
dos tempos experimentais. Outros dados com distribuicdo nao-normal e
heterocedasticos foram avaliados com testes de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e
Wilcoxon. Os demais dados com distribuicdo normal foram avaliados através do teste
de Fisher (ANOVA) e Teste T. Os dados coletados foram registrados em um banco
de dados elaborado em programa Microsoft Excel® versdo 2016 e as andlises
estatisticas foram realizadas no programa Minitab® 18.0. Foi utilizado um nivel de
significancia a de 5% em todos os testes estatisticos. Para a elaboracdo de graficos

e tabelas, foi utilizado o software Minitab® 18.0 e Microsoft Office Excel® 2016.
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5 RESULTADOS

Os resultados clinicos foram analisados pelo método cego por dois avaliadores,
com fator kappa 0,83 (IC 0,52-0,98), entre os avaliadores. Foram realizadas analises
intra-avaliador de forma cega e ndo cega com fator kappa de 0,90 (IC 0,88-0,97),
mostrando a elegibilidade do método e baixa variacéo entre as classificacdes.

As analises para colageno, NF-kB e TNF-a foram realizadas por dois métodos
diferentes: analise imunohistoquimica ou de coloracdo especifica (para colageno),

avaliada pelo método de deconvolucéao de imagem, e analise bioquimica.

51 GRUPOSR

Os resultados dos grupos R, com e sem os protocolos de PBMT foram

avaliados de acordo com paradmetros macro e microscopicos.

5.1.1 Andlise clinica e macroscopica das lesdes

Anadlises qualitativas da distribuicdo das classificacfes das les6es em cada
grupo (Gréfico 5.1):
e Grupo C:
Dia 5 ao dia 7: Todas as mucosas nao apresentaram lesdes (classificacao

0 na escala utilizada);

e Grupo R (Evolucéo clinica da leséo para o grupo do dia 5 ao dia 10 - p<0,05):
Dia 5: a distribuicdo das classificagcdes das lesbes manteve-se entre 0s
graus 2,5 e 3, com mediana e média proximas a 3;

Dia 7: a distribuicdo das classificacfes das lesdes ficou concentrada entre
os graus 1 e 2,5, com mediana e media proximas a 1,5;
Dia 10: a distribuicdo das classificacdes das lesdes ficou concentrada nos

graus 0 e 1, sendo mediana e média proximas a 1.
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e Grupo RLI (Evolugédo clinica da lesdo para o grupo do dia 5 ao dia 10 -
p<0,05):
Dia 5: a distribuicdo das classificacdes das lesbes manteve-se entre 0s
graus 2,5 e 3, com mediana e média préximas a 3;
Dia 7: a distribuicdo das classificagdes das lesdes ficou concentrada entre
os graus 1 e 2,5, com mediana e media préximas a 2;
Dia 10: a distribuicdo das classificacoes das lesdes ficou concentrada nos

graus 0 e 1, sendo mediana e média proximas a 0,5.

e Grupo RLII (Evolucado clinica da lesao para o grupo do dia 5 ao dia 10 -
p<0,05):
Dia 5: a distribuicdo das classificagOes das lesbes manteve-se entre 0s
graus 2,5 e 3, com mediana e média préximas a 3;
Dia 7: a distribuicdo das classificacfes das lesdes ficou concentrada entre
os graus 1,5 e 2,5, com mediana e media proximas a 2;
Dia 10: a distribuicdo das classificagcdes das lesdes ficou concentrada nos

graus 0 e 1,5, sendo mediana e média entre 0,5 e 1.

e Grupo RLIII (Evolucéo clinica da lesdo para o grupo do dia 5 ao dia 10 -
p<0,05):
Dia 5: a distribuicdo das classificacdes das lesbes manteve-se entre 0s
graus 2,5 e 3, com mediana e média proximas a 3;
Dia 7: a distribuicao das classificagbes das lesdes ficou concentrada entre
os graus 1,5 e 2,5, com mediana e media proximas a 2;
Dia 10: a distribuicdo das classificacoes das lesdes ficou concentrada nos

graus 0,5 e 1,5, sendo mediana e média proximas a 1.

Em relacdo a evolucdo das lesGes orais intergrupo, em cada tempo
experimental (Grafico 5.1), no dia 5 todos 0s grupos (exceto o grupo C) apresentaram
grau de mucosite semelhante, permanecendo entre grau 2 e 3 (média e mediana
préximas do grau 3).

No dia 7, os quatro grupos que receberam ranhuras apresentaram

semelhanca entre si. Essa semelhanca manteve-se no dia 10, entretanto o grupo RLI
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apresentou resultados mais proximos do grupo C (sem indugé&o de ranhuras) (Gréfico

5.1).

Grafico 5.1 —

Grau de Classificacao

Grupo

Tempo

Evolugcdo da mucosite oral em cada grupo nos dias 5, 7 e 10, de acordo com a escala
de Wilde-Smith et al. (2007) para MO. Letras mailsculas diferentes indicam relevancia
estatistica entre os grupos em cada tempo experimental e letras minisculas diferentes
indicam diferenca estatistica de cada grupo ao longo do tempo (p<0,05); C, Controle;
R, Ranhura; RLI, PBMT 6 J/cm?/0,24J — um ponto; RLII, PBMT 25J/cm?/1J — um ponto;
RLII, PBMT 6 J/cm?/1,2 J — cinco pontos de 0,24J; Quadrado: média; Circulo: mediana;
Asteriscos: outliers. Teste de Kruskal-Wallis (teste intergrupo — letras mailsculas) e
Friedman (teste intragrupo — letras minusculas)

Classificagao — Grupos Ranhura

Ba Ba Ba Ba

Ba Bap Ba
Bb Bb
B @ ABb | Bb
Bb
Aa Aa Aa
— —i * -
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7

Fonte: O autor

Quanto a evolucéao clinica das lesbes nos dias 5, 7 e 10, com excec¢do do

grupo C, todos os grupos apresentaram aspecto semelhante das lesGes no dia 5. No

dia 7 o mesmo padréo é observado, com Ulceras e eritema leve. No dia 10, 0 mesmo

padrdo de evolucdo de reparo é observado. Entretanto, os grupos RLII e RLIII

apresentaram eritema um pouco mais severo ao ser comparado aos demais grupos
(Figura 5.1).
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Figura 5.1 —

RLI

RLII

RLIII

Comparacdo clinica das mucosas dos hamsters de cada grupo, nos dias 5, 7 e 10. C,
Controle; R, Controle-Ranhura; RLI, PBMT 6 J/cm2/0,24J — um ponto; RLII, PBMT
25J/cm?/1J — um ponto; RLIII, PBMT 6 J/cm?/1,2 J — cinco pontos de 0,24

5 dias 7 dias 10 dias

Fonte: O autor.
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N&o houve diferenca estatisticamente significativa para as analises de perda

de massa corpérea e de consumo de agua e comida, (p>0,05) (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 — Média e Mediana (entre parénteses) da massa corpérea perdida (g), agua consumida
(ml) e comida consumida (g). N&o houve diferenca estatistica entre os grupos em cada
tempo experimental (Teste de Kruskal-Wallis). Ndo houve diferenca estatistica em
cada grupo entre os dois tempos experimentais (Teste de Wilcoxon)

Controle R RLI RLII RLIII
Massa corpodreas perdida (g)
7 Dias 9,2 (9) 11,4 (12) 15 (15) 10,7 (9,5) 15,2 (16,5)
10 Dias 11,8 (10,5) 13,3 (12) 15 (15) 17,7 (16,5) 19,3(21,5)
Agua consumida (ml)
7 Dias 73,3 (65) 74,3 (70) 78,3 (75) 71,7 (82,5) 54,2 (45)
10 Dias 123,3 (135) 78,3 (70) 110 (105) 89 (70) 108,3 (80)
Comida consumida (g)
7 Dias 47,7 (38) 32,4 (35) 33,5 (26) 24,5 (27,5) 46,7 (20,5)
10 Dias 55,2 (44,5) 46,8 (46) 36,1 (21,50 35,3(34,5) 43,3(39,5

Fonte: O autor.

5.1.2 Andlise da evolucéo do processo de reparo tecidual microscopicamente

Alguns aspectos histoldgicos foram observados nos grupos experimentais

nos dias 7 e 10. O grupo C apresentou um exemplo de aspecto de tecido integro:

epitélio continuo e tecido conjuntivo da lamina prépria com presenca de fibras

musculares e vasos sanguineos em ambos os dias (Figura 5.2). No dia 7, 0s grupos

gue receberam apenas a inducdo de ranhuras (R) ou ranhuras associadas a um dos

protocolos de PBMT, apresentaram aspectos bastante semelhantes, com epitélio

integro, algumas fibras musculares e vasos. O grupo R apresentou infiltrado

inflamatério leve e o grupo RLII apresentou infiltrado inflamatério moderado no dia 7.

No dia 10, os quatro grupos R, RLI, RLII e RLIII apresentaram aspecto

semelhante ao do grupo C, com um epitélio continuo e mais organizado e auséncia

de células inflamatorias no tecido conjuntivo (Figura 5.2).
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Figura 5.2 —

Fotomicrografias da mucosa oral dos animais dos diferentes grupos experimentais.
Imagens representativas dos grupos C, R, RLI, RLII e RLIII nos dias 7 e 10. Epitélio
continuo em todos os grupos. Infiltrado inflamatério leve (IN) no grupo R e moderado
no grupo RLII no dia 7, ndo mais observado no dia 10. IN, infiltrado inflamatério; VS,
vasos sanguineos; m, fibras musculares. Coloragdo com hematoxilina e eosina.

Aumento de 20x

7 dias 10 dias

Fonte: O autor.
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5.1.3 Avaliacéo da remodelacéo do tecido

A avaliacdo da remodelacdo do tecido envolveu andlise bioquimica para
concentracdo de hidroxiprolina e de marcacao de coldgeno pela técnica de Tricrébmico
de Mallory.

No dia 10, o grupo C apresentou maior concentracdo de hidroxiprolina, cerca
de 33% maior que a encontrada no grupo RLIII, que recebeu o tratamento com maior
guantidade de energia (4 pontos de 0,24J, com energia total de 1,2J) (p<0,05) (Gréfico
5.2).

Gréfico 5.2 - Concentragdo de hidroxiprolina. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente
significativas entre os grupos experimentais no dia 10 (p<0,05). Teste de Fisher —
Anova

Concentracao de Hidroxiprolina
60 A
50
40
30
20
10

—

miliM hidroxiprolina/mgProt

C R RLI RLII RLII

@C OR ERLI BRLII ORLII

Fonte: O autor.

Com relagdo a deconvolugdo de imagem para marcagdo de colageno pela
técnica Tricrobmico de Mallory (Grafico 5.3), apesar de nao ter sido possivel detectar
diferencas estatisticas (p>0,05), houve ligeira tendéncia de menor porcentagem de
marcacao de colageno para o grupo R em relagdo aos demais grupos (20%). O grupo
C (26%) teve marcagédo semelhante ao grupo RLIII (26%) e aos grupos RLI e RLII
(27%) (Gréfico 5.3).
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Gréfico 5.3—  Porcentagem de marcacgédo para colageno com a técnica de Tricrébmico de Mallory. Nao
foram encontradas diferengas estatisticas entre os grupos experimentais no dia 10
(p>0,05). Teste de Kruskal-Wallis

Deconvolugéo para Tricromico de

50 Mallory - Grupos R
o 40 ;
g -
& 30 T
S |
g 20 7 |
E .

10

0

C R RLI RLII RLIN

EC OR =ERLI @RLII ORLII
Fonte: O autor.

Nas fotomicrografias € possivel observar padrao bem semelhante entre os
grupos que receberam a PBMT, com uma area de marcacéo em azul escuro proximo
ao epitélio, evidenciando a presenca de um colageno mais denso, seguido de uma
area coldgeno mais frouxo em regido submucosa. A marcacao foi menos intensa para
0 grupo R, mostrando a presenca de um colageno menos denso em mucosa e

submucosa em comparacao aos demais grupos (Figura 5.3).
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Figura5.3 -  Fotomicrografias dos grupos experimentais no dia 10. A marcacdo em azul escuro
representa areas de colageno mais denso. Asteriscos (*), area de colageno mais
denso. Técnica de Tricrémico de Mallory. Aumento de 20x

Fonte: O autor.

5.1.4 Avaliacéo do processo inflamatorio

O processo inflamatério foi avaliado através de analises bioquimicas e
imunohistoquimicas para NF-kB e TNF-a.

5.14.1 Analise de NF-kB

No dia 7, a concentragdo da proteina NF-kB manteve-se semelhante entre os
grupos que receberam ranhura com ou sem PBMT, havendo aproximacao entre as
concentragdes dos grupos C (sem intervencgéo) e RLI (PBMT um ponto de 0,24 J). No
dia 10, houve maior aproximacao entre os grupos C e RLI. O grupo RLI apresentou
concentragcdo dessa proteina aproximadamente 50% menor que o grupo R (apenas
ranhura) (p<0,05). O grupo RLII aproximou-se do grupo C e o grupo RLIII foi
semelhante aos demais grupos que receberam laser, no entanto, dos trés protocolos,
o grupo RLIII foi o que mais ficou proximo do resultado do grupo R (Gréfico 5.4). Na
comparacao da evolucdo de cada grupo entre os dois tempos experimentais, foi
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possivel observar diminuicdo significativa (p<0,05) apenas para o grupo RLI entre os

dias 7 e 10 (Grafico 5.4).

Grafico 5.4— Concentracdo de NF-kB em cada grupo experimental nos dias 7 e 10. Letras
mailsculas diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre
0s grupos em cada tempo experimental (Teste de Fisher — Anova). Letras mindsculas
diferentes demonstram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na evolugao de
cada grupo entre os dois tempos experimentais (Teste T pareado)
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Fonte: O autor.

O método de deconvolucdo de imagem (Grafico 5.5) das fotomicrografias de
imunohistoquimica com marcacdo para NF-kB (Figura 5.4) apresentaram padrao
semelhante ao método bioquimico. Nos dias 7 e 10, o grupo R apresentou maior
marcacéao, seguido pelos grupos RLIII, RLII, RLI e C. Entretanto, houve diferenca
estatistica apenas no dia 7 entre o grupo C e os demais grupos. Além disso, ndo houve
diferenca estatistica em cada grupo entre os dois tempos experimentais analisados (7
e 10 dias) (Gréfico 5.5).
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Grafico 5.5—- Porcentagem de marcacdo em imunohistoquimica para NF-kB em cada grupo
experimental nos dias 7 e 10. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos em cada tempo experimental
(Teste de Kruskal-Wallis). Nao houve diferenca estatistica na evolucdo de cada grupo
entre os dois tempos experimentais (Teste de Wilcoxon)
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Fonte: O autor.

Nas fotomicrografias para NF-kB (Figura 5.4), o padrdo de marcacdo para
esses grupos foi pontual nas células, principalmente em citoplasma celular. No
destaque do grupo R no dia 7 (Figura 5.5) pode ser observado citoplasma corado de
macrofagos, indicados pelas setas. E possivel observar as mesmas estruturas
teciduais encontradas na analise por H&E (vasos, fibras musculares e infiltrado
inflamatério discreto). Os grupos que receberam ranhura apresentaram mais

marcacao que o grupo C, mas ndo apresentaram diferencas expressivas entre si.
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Figura 5.4 —

Fotomicrografias da mucosa oral dos animais dos diferentes grupos experimentais
marcadas pelo anticorpo NF-kB (em marrom). Imagens representativas dos grupos C,
R, RLI, RLII e RLIII nos dias 7 e 10. O grupo C ndo apresentou marcacao para o fator
NF-kB, enquanto os demais grupos apresentaram marcacao semelhante entre siem 7
e 10 dias. Detalhe na fotomicrografia de R aos 7 dias sera mostrada na figura 5.5.
Contracoloracdo com Hematoxilina de Harris. Aumento de 20x

7 dias 10 dias

RLII

RLII

Fonte: O autor.
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Figura5.5—-  Detalhe destacado da fotomicrografia do grupo R aos 7 dias mostrando marcacao em
marrom em citoplasma de macréfagos (setas)

|
|

Fonté: O autor.

51.4.2 Anélise de TNF-a

Para TNF-q, no dia 7, os grupos RLI (1 ponto central de 0,24J) e RLII (1 ponto
central de 1,0 J) apresentaram cerca de 53% menor concentracdo da proteina em
relacdo ao grupo R (apenas ranhura) (p<0,05), enquanto o grupo RLIII (5 pontos de
0,24J cada, 1,2J de energia total) obteve concentracdo semelhante ao grupo R
(p>0,05). O grupo RLI mostrou resultados semelhantes ao grupo C (p>0,05). No dia
10, todos os grupos que receberam ranhura + PBMT (RLI, RLII e RLIII) apresentaram
resultados semelhantes entre si e menores que o grupo R (p<0,05), em cerca de 50%.
Os grupos RLI e RLII apresentaram resultados mais proximos ao grupo C. Apenas a
reducdo de concentracdo de TNF-a para o grupo RLIIl entre os dias 7 e 10 foi

estatisticamente significativa (Grafico 5.6).
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Grafico 5.6 — Concentracdo de TNF-a em cada grupo experimental nos dias 7 e 10. Letras
mailsculas diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre
0s grupos em cada tempo experimental (Teste de Fisher — Anova). Letras minUsculas
diferentes demonstram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na evolugdo de
cada grupo entre os dois tempos experimentais (Teste T pareado)
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Fonte: O autor.

Na deconvolucéo de imagens (Grafico 5.7) obtidas a partir das laminas de
imunohistoquimica marcadas com a proteina TNF- a (Figura 5.5), ndo houve diferenca
estatistica na comparacao entre os grupos em cada tempo experimental (p>0,05). Ao
compararmos a evolucdo de cada grupo entre os dias 7 e 10, os grupos RLI e RLII

apresentaram reducéo da concentracdo de TNF- a (p<0,05) (Gréfico 5.7).
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Gréfico 5.7 — Porcentagem de marcagéo das laminas marcadas em imunohistoquimica para TNF-a.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em cada tempo
experimental (Teste de Kruskal-Wallis). Letras mindsculas diferentes demonstram

diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na evolucdo de cada grupo entre os
dois tempos experimentais (Teste de Wilcoxon)
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Fonte: O autor.

Para as fotomicrografias marcadas com TNF-a (Figura 5.6), o grupo C nao
apresentou marcagdao relevante, enquanto os demais grupos apresentaram marcacgao
nos dias 7 e 10, podendo observar reducdo mais expressiva de marcagao para os
grupos RLI e RLII entre dias 7 e 10. No dia 7, o grupo RLIII apresentou marcacéo

celular em submucosa. Os demais grupos apresentaram marcacao discreta e difusa.
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Figura 5.6 —

Fotomicrografias da mucosa oral dos animais dos diferentes grupos experimentais
marcadas pelo anticorpo TNFa (em marrom). Imagens representativas dos grupos C,
R, RLI, RLII e RLIII nos dias 7 e 10. O grupo C ndo apresentou marcagéo, enquanto 0s
demais grupos apresentaram marcacao nos dias 7 e 10, podendo observar reducéo
mais expressiva de marcagdo para os grupos RLI e RLII entre dias 7 e 10. A marcagéo
para os grupos foi discreta e difusa, exceto para o grupo RLIII no dia 7, que mostrou
marcacgdo celular em submucosa. Contracoloragcdo com Hematoxilina de Mayer.

Aumento de 20x
7 dias 10 dias

Fonte: O autor.
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52 Grupos Q

Os resultados dos grupos Q foram avaliados de acordo com parametros macro e

microscopicos.

5.2.1 Andlise clinica e macroscépica das lesdes

Andlises qualitativas da distribuicdo das classificacbes da mucosite oral em

cada grupo C e demais grupos com inducao de MO (5-FU+ ranhura) (Gréfico 5.11):

eGrupo C
Dia 5 ao dia 7: Todas as mucosas nao apresentaram MO (classificacdo O

na escala utilizada);

¢ Grupo Q (Evolucéo clinica da lesdo para o grupo do dia 5 ao dia 10 - p>0,05):
Dia 5: a distribuicdo das classificacdes de MO manteve-se entre 0s graus
2,5 e 3, com mediana e média préximas a 3;
Dia 7: a distribuicdo das classificagbes de MO ficou concentrada entre os
graus 3 e 4,5, com mediana e media proximas a 3,5;
Dia 10: a distribuicdo das classificagdes de MO ficou concentrada entre 0s

graus 3,5 e 4, sendo mediana e média proximas a 4.

e Grupo QLI (Evolucéo clinica da lesdo para o grupo do dia 5 ao dia 10 -
p<0,05):
Dia 5: a distribuicdo das classificacbes de MO manteve-se entre 0s graus
2,5 e 3, com mediana e média préximas a 3;
Dia 7: a distribuicédo das classificagbes de MO ficou concentrada entre os
graus 1,5 e 3, com mediana e media proximas a 2;
Dia 10: a distribuicdo das classificacées de MO ficou concentrada nos graus

0 e 2, sendo mediana e meédia préximas a 1.

e Grupo QLI (Evolugéo clinica da lesdo para o grupo do dia 5 ao dia 10 -
p>0,05):
Dia 5: a distribuicao das classificacdes de MO manteve-se entre 0s graus

2,5 e 3, com mediana e média proximas a 3;
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Dia 7: a distribuicdo das classificacbes de MO ficou concentrada entre os
graus 2 e 3,5, com mediana e media préximas a 3;
Dia 10: a distribuicao das classificacoes de MO ficou concentrada nos graus
1,5 e 4, sendo mediana e média proximas a 2.
e Grupo QLIII (Evolugéo clinica da lesao para o grupo do dia 5 ao dia 10 -
p>0,05):
Dia 5: a distribuicéo das classificacdes de MO manteve-se entre os graus
2,5 e 3, com mediana e média proximas a 3;
Dia 7: a distribuicédo das classificagbes de MO ficou concentrada entre os
graus 2 e 3,5, com mediana e media proximas a 3;
Dia 10: a distribuic&o das classificagdes de MO ficou concentrada nos graus

2 e 4,5, sendo mediana e média préximas a 3.

Em relacdo a evolugcdo do grau de mucosite oral intergrupo, em cada tempo
experimental (Grafico 5.8), no dia 5 todos 0s grupos (exceto o grupo C) apresentaram
grau de mucosite semelhante, permanecendo entre grau 2 e 3 (média e mediana
préximas do grau 3).

No dia 7, o grupo QLI (media e mediana préximas a 2) apresentou graus
menores de MO em comparagao ao grupo Q, mas ainda semelhante aos grupos QLII
e QLIII. Os grupos Q, QLII e QLIII ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si.
Entretanto, a média e mediana do grupo Q foi mais proxima de 4 e a média dos grupos
QLI e QLIII foi mais préxima de 3.

No dia 10, pudemos notar uma diferenca mais evidente entre o grupo QLI e os
demais. Enquanto o grau de MO no grupo continuou decaindo, com média e mediana
chegando préximas ao grau 1, com aproximacdo ao grupo C, 0S outros grupos nao
apresentaram diferencas estatisticas relevantes (Q, QLII e QLIII). Entretanto, o grupo
Q apresentou media e mediana préximas a 4, enquanto os grupos QLI e QLI

apresentaram valores proximos a 2 e 3 respectivamente (Gréfico 5.8).
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Grafico 5.8 -  Evolucdo da mucosite oral em cada grupo nos dias 5, 7 e 10, de acordo com a escala
de W-Smith para MO. Letras mailsculas diferentes indicam relevancia estatistica entre
0S grupos em cada tempo experimental e letras mindsculas diferentes indicam
diferenca estatistica de cada grupo ao longo do tempo (p<0,05); C, Controle; Q,
Quimioterapia; QLI, PBMT 6 J/cm?/0,24J — um ponto; QLII, PBMT 25J/cm?/1J — um
ponto; QLIII, PBMT 6 J/cm?/1,2 J — cinco pontos de 0,24J; Quadrado: média; Circulo:
mediana; Asteriscos: outliers. Teste de Kruskal-Wallis (teste intergrupo — letras
mailsculas) e Friedman (teste intragrupo — letras minusculas)
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Fonte: O autor.

Em relacdo ao aspecto clinico da MO (Figura 5.7), podemos constatar que o
grupo C manteve-se sem alteragfes, como esperado, com mucosa résea e integra. O
grupo Q apresentou ulceracdo com eritema leve a severo nos dias 5 e 7, que evoluiu
para uma Ulcera coberta por membrana fibrinopurulenta e eritema severo no dia 10.
Quanto aos grupos que receberam os protocolos de PBMT, todos apresentaram
Ulcera central com eritema de leve a severo no dia 5. O grupo QLI, no dia 7, ja
apresentou indicios de progressao de reparo acelerado, com diminuicdo da area
ulcerada e eritema. No dia 10, o grupo QLI apresentava mucosa totalmente reparada,
com leve eritema. O grupo QLII apresentou Ulcera central coberta por uma membrana
fibrinopurulenta e eritema severo no dia 7. No dia 10 o grupo QLII ainda apresentou
area de intenso eritema. O grupo QLIII apresentou eritema severo com Ulcera central
gue comecou a diminuir no dia 10, mas ainda com presenca de eritema severo e

pequenas areas ulceradas (Figura 5.7).
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Figura 5.7 — Comparacdo clinica das mucosas dos hamsters de cada grupo, nos dias 5, 7 e 10. C,
Controle; Q, Controle-Quimioterapia; QLI, PBMT 6 J/cm?/0,24J —um ponto; QLII, PBMT
25J/cm?3/1J — um ponto; QLIII, PBMT 6 J/cm?/1,2 J — cinco pontos de 0,24

5 dias 7 dias 10 dias

QLl

QL

QLii

Fonte: O autor.
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A perda de massa corporea foi menor para o grupo C em comparagcdo com
todos os grupos que receberam inducdo de MO (ranhura + 5-FU), nos dois tempos
experimentais analisados (Tabela 5.2) (p<0,05). Tal resultado pode estar relacionado
aos efeitos colaterais do quimioterapico 5-FU, como diarreia e prostracdo. Outros
efeitos também foram observados, como alopecia e secrec¢do nos olhos. O grupo Q
apresentou aumento de perda de massa corpOrea estatisticamente significativa
guando comparados os valores dos dias 7 e 10 (p<0,05).

Para o consumo de agua, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre
0s grupos em cada tempo experimental. Entretanto, o grupo QLI apresentou aumento
de consumo estatisticamente significativo de agua do dia 7 ao dia 10 (p<0,05). Néao
houve diferencas estatisticas para o consumo de comida entre 0s grupos e tempos
experimentais (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 - Média e Mediana (entre parénteses) da massa corporea perdida (g), agua consumida
(ml) e comida consumida (g). Letras mailsculas diferentes representam diferencas
estatisticas entre os grupos em cada tempo experimental (Teste de Kruskal-Wallis).

Letras minUsculas diferentes representam diferencas estatisticas em cada grupo entre
os dois tempos experimentais (Teste de Wilcoxon)

Controle Q QLI QLll QL
Massa corpéreas perdida (g)
7 Dias 9,2 22 22,2 18,7 22.5
(9" (21,5) (23)° (18)° (23,5)°
10 Dias 11,8 34 29 25,5 26,8
(10,54 (31)Bp (29) B (22,5) 8 (29)
Agua consumida (ml)
7 Dias 73,3 (65) 70 (70) 61,7 (55)* 70,8(77,5) 53,3 (60)
10 Dias 123,3 (135) 113,3(90) 121,7 (140)® 101,7 (110) 112,5(110)
Comida consumida (g)
7 Dias 47,7 (38) 22,8 (17,5) 40,3 (15) 46,8 (26.5) 21,2 (18)
10 Dias 55,2 (44,5) 24,2 (17) 46,3 (28) 21,8 (13) 39,5 (37)

Fonte: O autor
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5.2.2 Andlise da evolucéo do processo de reparo tecidual microscopicamente

O grupo C apresentou um exemplo de aspecto de tecido integro nos dias 7 e
10: epitélio continuo e tecido conjuntivo da lamina propria com presenca de fibras
musculares e vasos sanguineos (Figura 5.8).

No dia 7, o grupo Q apresentou uma Ulcera evidente e um epitélio descontinuo;
0 tecido conjuntivo subjacente apresentou desorganizacdo e necrose abaixo da
Ulcera. O aspecto do grupo QLI foi semelhante ao do grupo C, com um epitélio
continuo e tecido conjuntivo organizado, com a presenca de vasos e fibras
musculares. O grupo QLII apresentou o0 mesmo padrao dos grupos C e QLI, com
epitélio continuo, tecido conjuntivo organizado e fibras musculares. O padrao do grupo
QLIII parece ser um estagio intermediario entre o grupo Q e os grupos QLI e QLII,
devido a aparéncia de regeneracao epitelial na regido de Ulcera, na qual a camada
basal parece estar se formando e o epitélio ndo esta totalmente organizado; € também
observado uma pequena regido de necrose na lamina propria.

No dia 10, € possivel perceber aspectos ainda mais semelhantes entre os
grupos QLI, QLII e C. Os grupos Q e QLI ainda estdo em processo de reparo tecidual,
com desorganizacdo do conjuntivo e regeneracdo epitelial. O grupo Q, além da
presenca de alguns vasos, ainda apresentou areas de infiltrado inflamatorio
moderado. O Grupo QLIII apresentou alguns vasos e areas de extravasamento

sanguineo (Figura 5.8).



Figura 5.8 —
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Fotomicrografias da mucosa oral dos animais dos diferentes grupos experimentais.
Imagens representativas dos grupos C, Q, QLI, QLII e QLIII nos dias 7 e 10. Epitélio
integro € observado em todos 0s grupos exceto no grupo Q, que apresenta Ulcera
(seta) e area de necrose adjacente (NE) no dia 7 e epitélio em processo de reparo (#)
e area de infiltrado inflamatério de leve a moderado (IN) no dia 10. O grupo QLI
apresentou area de epitélio em processo de reparo (#) com necrose subjacente (NE)
no dia 7 e area de extravasamento sanguineo no dia 10 (*). Setas, Ulceras; #, epitélio
em formacao; Asteriscos (*), extravasamento de células sanguineas; IN, infiltrado
inflamatdrio; VS, vasos sanguineos; M, fibras musculares; NE, necrose. Coloragdo com
hematoxilina e eosina. Aumento de 20x

7 dias 10 dias

Fonte: O autor.
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5.2.3 Avaliacéo da remodelacéo do tecido

A avaliacdo da remodelacdo do tecido envolveu analise bioquimica para
concentragdo de hidroxiprolina e de marcacgéo de colageno pela técnica de Tricromico
de Mallory.

A concentracao de hidroxiprolina no dia 10 ndo apresentou diferenca estatistica
entre 0s grupos que receberam apenas indu¢do da MO ou indu¢do da MO + PBMT.
Entretanto, o grupo C (sem intervencdo) apresentou concentracdo dessa proteina
cerca de 50% maior em relagdo aos outros grupos (Q, QLI, QLI e QLIII) (Grafico 5.9).

Gréfico 5.9—  Concentragdo de hidroxiprolina. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos experimentais no dia 10 (p<0,05). Teste de Fisher —
Anova
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Fonte: O autor.

O Gréfico 5.10 mostra os valores de porcentagem de area de marcacao de
coldgeno com a técnica de Tricrobmico de Mallory, através do método de deconvolugao
de imagem. Pode-se constatar que as concentrac¢des de fibras colagenas em Q e QLI
foram menores em relacdo aos outros grupos, sendo proximas de 20%. O grupo QLII
apresentou uma concentracao proxima ao grupo C, com cerca de 26%. O grupo QLI,
por sua vez, apresentou uma concentracéo discretamente superior, por volta de 29%.
No entanto, as diferencas entre as médias ndo foram estatiscamente significativas
(p>0,05) (Gréafico 5.10).
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Grafico 5.10 — Porcentagem de marcacgéo para colageno com a técnica de Tricrémico de Mallory. Nao
foram encontradas diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais no dia 10
(p>0,05). Teste de Kruskal-Wallis
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Fonte: O autor.

Nas fotomicrografias para marcacdo de Tricrdmico de Mallory, o grupo Q
apresentou area de coladgeno menos densa em relacdo aos demais. Os outros grupos
apresentaram uma area de colageno mais denso proximo ao epitélio, seguido por uma

area de colageno mais frouxo (Figura 5.9).
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Figura5.9 —  Fotomicrografias dos grupos experimentais no dia 10. A marcacdo em azul escuro
representa areas de colageno mais denso. Asteriscos (*), area de colageno mais
denso. Técnica de Tricrdmico de Mallory. Aumento de 20x

Q QLl

,;_ﬁ 3
Fonte: O autor.

5.2.4 Avaliacdo do processo inflamatorio

O processo inflamatério foi avaliado através de analises bioquimicas e

imunohistoquimicas para NF-kB e TNF-a.

5.24.1 Anélise de NF-kB

No dia 7, foi possivel observar maior concentracdo do fator nuclear NF-kB no
grupo Q, aproximadamente 60% maior que 0S grupos que receberam algum protocolo
de PBMT (p<0,05). Apesar dos grupos que receberam PBMT ndo apresentarem
diferencas entre si, houve aproximacao entre as concentracdes dos grupos C (sem
intervencao) e QLI (ranhura + PBMT um ponto de 0,24 J). No dia 10, a concentragao
de NF-kB diminuiu para todos os grupos, mas ainda foi maior para o grupo Q em 70%
em relagdo ao grupo QLI, em 54% em relagédo ao grupo QLII e em 40% em relacdo
ao grupo QLIII. Ainda no dia 10, houve maior aproximacao entre os grupos C e QLI e
a concentracdo de NF-kB para o grupo QLI foi cerca de 53% menor em relacado ao

grupo QLI (p<0,05) (Gréfico 5.11). Na comparacado da evolucdo de cada grupo entre
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0os dois tempos experimentais (7 e 10 dias), foi possivel observar diminuigédo

significativa apenas para o grupo Q (p<0,05).

Grafico 5.11 — Concentracdo de NF-kB em cada grupo experimental nos dias 7 e 10. Letras
mailsculas diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre
0s grupos em cada tempo experimental (Teste de Fisher — Anova). Letras mindsculas
diferentes demonstram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na evoluc¢éo de
cada grupo entre os dois tempos experimentais (Teste T pareado)

Concentracdo de NFkB
50 Ca

S
£ 40 [

S 35 \ Db

25

A _ [ _ A AC :

m m 7

7 Dias 10 Dias
EC O0Q BEQLI @QLIl mqQLll

Fonte: O autor.

O método de deconvolucao de imagem (Gréfico 5.12) das fotomicrografias de
imunohistoquimica com marcacao para NF-kB (Figura 5.10) apresentaram 0 mesmo
padrdo de distribuicdo da concentragdo de proteina pelo método bioguimico. Nos dias
7 e 10 o grupo Q apresentou marcacdo cerca de 50% maior que 0S grupos que
receberam ranhura + PBMT. No dia 7, os Grupos QLI e QLI apresentaram
proximidade tanto ao grupo C quanto ao grupo Q. Apenas os grupos C e QLI
apresentaram diferencas estatisticas quando comparados ao grupo Q: o grupo QLI
apresentou resultado 60% menor e o grupo C apresentou marcacdo 97% menor, em
relacdo ao grupo Q (p<0,05). No dia 10, o grupo QLII também passou a apresentar
diferencas estatisticas quando comparado ao grupo Q, com concentracdo de NF-kB
aproximadamente 54% menor. Apenas o grupo QLIII permaneceu semelhante ao
grupo Q (p>0,05). Ndo houve diferenca estatistica em cada grupo entre os dois

tempos experimentais (p>0,05) (Gréfico 5.12).
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Gréfico 5.12 — Porcentagem de marcacdo das laminas marcadas em imunohistoquimica para NF-kB
em cada grupo experimental nos dias 7 e 10. Letras mailsculas diferentes indicam
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em cada tempo experimental
(p<0,05) (Teste de Kruskal-Wallis). Nao houve diferenca estatistica na evolucéo de
cada grupo entre os dois tempos experimentais (Teste de Wilcoxon)
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Fonte: O autor.

O padrao de marcacao para NF-kB nos grupos que receberam quimioterapico
foi difuso, marcando inclusive matriz extracelular. Nos grupos que receberam PBMT,
a diminuicdo da marcacao é evidente em comparacdo com o grupo Q, nos dias 7 e
10.

No dia 7, o grupo Q apresentou praticamente todo o conjuntivo marcado, com
excecao da area necrética. Os grupos QLI e QLI apresentam uma faixa de marcacao
logo abaixo do epitélio, que acompanhou toda a camada basal do epitélio. O grupo
QLIII apresentou forte marcacdo em area de Ulcera e em algumas regifes proximas a
camada basal do epitélio. No dia 10, o grupo Q ainda apresentou marcacao por quase
toda a matriz extracelular, sendo mais forte préximo ao tecido epitelial. Os grupos QLI
e QLII apresentaram marcagdes menos intensas que no dia 7 e também adjacentes
ao tecido epitelial. O grupo QLIII apresentou marcacdo em meio ao tecido conjuntivo
desorganizado. Além disso, € possivel observar as mesmas estruturas teciduais
encontradas na analise por H&E (Ulcera, area epitelial em processo de reparo,

necrose, vasos, fibras musculares e infiltrado inflamatério) (Figura 5.10).
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Fotomicrografias da mucosa oral dos animais dos diferentes grupos experimentais
marcadas pelo anticorpo NF-kB (em marrom). Imagens representativas dos grupos C,
Q, QLI, QLI e QLI nos dias 7 e 10. O grupo C ndo apresentou marcacao relevante
para o fator NF-kB, enquanto todos os outros grupos apresentaram marcacédo. A
marcacao foi mais intensa para o grupo Q nos dias 7 e 10 e menos intensa para 0s
demais grupos. No geral, a marcagao foi mais difusa na lamina propria. Seta, Ulcera;
#, epitélio em formacao. Contracoloragdo com Hematoxilina de Harris. Aumento de 20x

7 dias 10 dias

Fonte: O autor.
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5.24.2 Anélise de TNF-a

Para concentracdo de TNF-a, no dia 7, o grupo Q mostrou as maiores
concentracdes da citocina, sendo 89% maior que o grupo C, 64% maior que 0 grupo
QLI, 59% maior que o grupo QLII e 44% maior que o grupo QLIIl. Os grupos que
receberam inducdo de MO + PBMT apresentaram valores semelhantes entre si. Dos
grupos que receberam PBMT, apenas o grupo QLIII apresentou diferenca estatistica
comparado ao grupo C, sendo cerca de 80% maior. No dia 10, todos 0s grupos que
receberam inducédo de MO + PBMT apresentaram semelhanca entre si e com o0 grupo
C (p>0,05). O grupo Q continuou apresentando a maior concentracao, cerca de 84%
maior que o grupo C e QLI, 75% maior que o grupo QLII e 60% maior que 0 grupo
QLIII. Na comparagao de cada grupo entre os dias 7 e 10, apenas 0s grupos Q, QLI,
QLII e QLIII apresentaram diferencas estatisticas, com reducéo de concentracédo de

TNF-a entre os dois tempos experimentais (p<0,05) (Grafico 5.13).

Gréfico 5.13 — Concentracdo de TNF-a em cada grupo experimental nos dias 7 e 10. Letras
mailsculas diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre
0s grupos em cada tempo experimental (Teste de Fisher — Anova). Letras minUsculas
diferentes demonstram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na evolugdo de
cada grupo entre os dois tempos experimentais (Teste T pareado)
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Fonte: O autor.
O método de deconvolucdo de imagem (Gréfico 5.14) das fotomicrografias de

imunohistoquimica com marcacéao para TNF-a (Figura 5.11) mostrou o grupo C, como

esperado, com marcacgao nao relevante para TNF-a até o fim do experimento, préximo
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a 0,2%. Os grupos QLI e QLII apresentaram resultados estatisticamente semelhantes
ao grupo C tanto no dia 7 quanto no dia 10. O grupo Q, de maneira oposta, manteve
uma marcacdo mais alta, proxima a 2,75% durante os dias 7 e 10, indicando a
presenca e permanéncia do quadro inflamatério. O grupo QLIII apresentou
equivaléncia estatistica ao grupo Q no dia 7 e se posicionou entre as médias dos
grupos Q e C no dia 10, com uma concentracao aproximada de 1,4% (Grafico 5.14).
Grafico 5.14 — Porcentagem de marcacao das laminas marcadas em imunohistoquimica para TNF-a
em cada grupo experimental nos dias 7 e 10. Letras mailsculas diferentes indicam
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos em cada tempo

experimental (Teste de Kruskal-Wallis). Nao houve diferenca estatistica na evolugao
de cada grupo entre os dois tempos experimentais (Teste de Wilcoxon)
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Fonte: O autor.

O padréo de marcacéo para os grupos que receberam quimioterapico foi difuso
e em nucleo e citoplasma das células. Em 7 dias, o grupo Q apresentou maior
marcacdo em regido de Ulcera, proximo a necrose. Os grupos QLI e QLI
apresentaram marcacfes em submucosa. O grupo QLIII apresentou marcacdo em
epitélio e em tecido conjuntivo préximo ao epitélio. No dia 10 o grupo Q apresentou
forte marcacao no tecido conjuntivo, no meio do infiltrado inflamatério. Os grupos QLI
e QLI ndo apresentaram marcacOes expressivas, ficando préximo ao aspecto do
grupo C. O grupo QLI apresentou marcacao do tecido conjuntivo. E possivel observar
as mesmas estruturas teciduais encontradas na analise por H&E (vasos, fibras
musculares e infiltrado inflamatoério, area em reparo tecidual, Ulceras e necrose
tecidual) (Figura 5.11).
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Figura 5.11 —

Fotomicrografias da mucosa oral dos animais dos diferentes grupos experimentais
marcadas pelo anticorpo TNFa (em marrom). Imagens representativas dos grupos C,
Q, QLI, QLI e QLIII nos dias 7 e 10. O grupo C ndo apresentou marcacao nos dias 7
e 10, enquanto o grupo Q apresentou maior intensidade de marcacdo em area de
Ulcera no dia 7 e em area de infiltrado inflamatério moderado no dia 10. Os grupos QLI
e QLII apresentaram pouca marcagdo em submucosa no dia 7, que ndo estava mais
presente no dia 10. O grupo QLI apresentou marcagdo mais intensa principalmente
em epitélio no dia 7 e em mucosa e submucosa no dia 10. Seta, Ulcera; #, epitélio em
formacéo. Contracoloracdo em Hematoxilina de Mayer. Aumento de 20x

7 dias 10 dias

Fonié?O autor.
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5.3 Comparacao entre grupos Re Q

Os resultados dos grupos R e Q, com e sem os protocolos de PBMT foram

avaliados de acordo com pardmetros macro e microscopicos.

5.3.1 Analise clinica e macroscépica das lesdes

Dia 5 (Gréfico 5.15)

- Todos o0s grupos: apresentaram graus de mucosite com média e mediana
proximas a 3, indicando inducdo mecanica semelhante entre 0s grupos

(p>0,05), com excecao do grupo C (controle) (Grafico 5.15).

Grafico 5.15 — Comparagéo do grau de classificacéo das lesfes, segundo a intervencéo (ranhura ou
inducdo de mucosite oral) e grupo de tratamento, no dia 5, de acordo com a escala de
W-Smith. Letras diferentes indicam diferencga estatistica entre os grupos Q e R, em
cada tipo de grupo tratamento. Quadrado: média; Circulo: mediana; Asteriscos:
outliers. Teste de Mann-Whitney
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Fonte: O autor.
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Dia 7 (Gréfico 5.16)

- Grupo C: Grau 0 de leséo

-Grupos Inducéo: a distribuicdo das classificagOes das lesbes no grupo R ficou

concentrada entre os graus 1 e 2,5, com mediana e media proximas a 1,5. No

grupo Q, a distribuicdo das classificacées de MO ficou concentrada entre os graus

2,5 e 4, com mediana e média préximas a 3,5 (p<0,05);

-Grupos LI: Media e mediana dos grupos R e Q foram aproximadamente 2

(p>0,05);

-Grupos LIl: Media e mediana do grupo R foi 2, enquanto para o grupo Q foi

aproximadamente 3 (p<0,05);

-Grupos LIll: Media e mediana do grupo R foi 2, enquanto para o grupo Q foi

aproximadamente 3 (p<0,05);

Gréfico 5.16 — Comparagao do grau de classificacdo das lesbes, segundo a interven¢éo (ranhura ou

inducdo de mucosite oral) e grupo de tratamento, no dia 7, de acordo com a escala de
W-Smith. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos Q e R, em

cada tipo de grupo tratamento (P<0,05). Quadrado: média; Circulo: mediana;
Asteriscos: outliers. Teste de Mann-Whitney
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Fonte: O autor.
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Dia 10 (Gréfico 5.17)

- Grupo C: Grau 0 de leséo

-Grupos Inducéo: a distribuicdo das classificacdes das lesdes no grupo R ficou

concentrada entre os graus 1 e 2,5, com mediana e média préximas a 1,5. No

grupo Q, a distribuicdo das classificacées de MO ficou concentrada entre os graus

2,5 e 4, com mediana e média proximas a 3,5;

-Grupos LI: O grupo Q apresentou média e mediana proximas a 1 e o grupo R

apresentou média e medianas préximas a 0,5 (p>0,05)

-Grupos LII: O grupo Q apresentou média e mediana préximas a 2 e o grupo R

apresentou média e medianas entre 0,5 e 1,0 (p<0,05)

-Grupos LIII: O grupo Q apresentou média e mediana préximas a 3 e 0 grupo R

apresentou média e medianas préximas a 1,0 (p<0,05)

Gréfico 5.17 — Comparacéo do grau de classificacéo das lesdes, segundo a intervengéo (ranhura ou

inducdo de mucosite oral) e grupo de tratamento, no dia 10, de acordo com a escala
de W-Smith. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos Q e R, em

cada tipo de grupo tratamento. Quadrado: média; Circulo: mediana; Asteriscos:
outliers. Teste de Mann-Whitney
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Em relacdo ao aspecto clinico das lesdes, podemos constatar que o grupo C
manteve-se sem alteracfes, como esperado, com mucosa résea e integra. No dia 5,
0os demais grupos que receberam apenas ranhura, ou ranhura + QT apresentaram
aspecto semelhante (Figura 5.1 e 5.7). O grupo Q que recebeu apenas inducdo
apresentou Ulceragdo com eritema leve a severo nos dias 5 e 7, que evoluiu para uma
Ulcera coberta por membrana fibrinopurulenta e eritema severo no dia 10 (Figura 5.7).
O grupo R que recebeu apenas inducédo apresentou caracteristicas de evolucéao de
reparo ja no dia 7, apresentando mucosa integra no dia 10 (Figura 5.1). Os grupos
gue receberam o protocolo LI (QLI e RLI) apresentaram evolugcdo de reparo
semelhante entre si, principalmente no dia 10. O grupo R que recebeu o protocolo LlII
apresentou melhor evolucdo que seu correspondente Q: no dia 7 é possivel constatar
grau de reparo maior para o grupo R do que para o grupo Q. O mesmo aconteceu
para o protocolo LIll: o aspecto da mucosa do grupo R apresentava-se mais reparado
gue o do grupo Q, a partir do dia 7 (Figura 5.1 e Figura 5.7).

No geral, a perda de massa corporea (Tabela 5.3) foi maior para todos os
grupos que receberam quimioterapico do que para 0s grupos que receberam apenas
ranhura. Entretanto, diferencas estatisticas (p<0,05) s6 foram constatadas para os
grupos R e Q que receberam apenas inducdo e para 0S grupos que receberam
tratamento com o protocolo LI (um ponto central de 0,24J) nos dias 7 e 10. Os grupos
R e Q, que foram tratados com o protocolo LIl (um ponto central de 1J), apresentaram
diferencas estatisticas apenas no dia 7. A maior perda de massa corpérea para 0s
grupos que receberam quimioterapia estd relacionada aos efeitos colaterais do
guimioterapico 5-FU.

Para o consumo de agua e comida (Tabela 5.3), ndo houve diferenca estatistica

entre 0s grupos.



119

Tabela 5.3 -  Média e Mediana (entre parénteses) da massa corpérea perdida (g), agua consumida
(ml) e comida consumida (g). Letras diferentes representam diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos que receberam apenas ranhura e os
grupos que receberam inducdo de MO, para cada tipo de intervencao: apenas inducdo
de lesdes e os trés protocolos de PBMT, nos dias 7 e 10 (Teste de Mann-Whitney).

Controle | Indug&o LI LIl L1l
Massa corpdrea perdida (g)
22 22,2 18,7 22,5
;920 GluposQ 152 (23 (18 (235)
DIAS 11,4 15 10,7 15,2
Grupos R (128 (158 (958  (165)
11.8 Grupos O 34 29 25,5 26,8
10 (105 P Bl (29"  (225) (29)
DIAS 133 15 17,7 19,3
Grupos R (12°  (15° (165  (2L5)
Agua consumida (ml)
70 61,7 70,8 53,3
73.3 (65) Grupos Q (70) (55) (77.5) (60)
DIAS 74,3 78,3 71,7 54,2
Grupos R (70) @5 (825  (45)
123.3 Grupos O 113,3 121,7 101,7 112,5
10 (135) P (90) (140) (110) (110)
DIAS 78,3 110 89 108,3
Grupos R (70) (105) (70) (80)
Comida consumida (g)
22,8 40,3 46,8 21,2
47.7 (38) Grupos Q (17.5) (15) (26.5) (18)
DIAS Gruos R 32,4 33,5 24,5 46,7
P (35) (26) (27,5) (20,5)
55.2 Grupos O 24,2 46,3 21,8 39,5
10 (44.5) (17) (28) (13) (37)
DIAS Grupos R 46,8 36,1 35,3 43,3
P (46) (21,5) (34,5) (39,5)

Fonte: O autor.
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5.3.2 Avaliagao da remodelacéo do tecido

Nas fotomicrografias para a técnica de coloracdo com H&E, o grupo C
apresentou um exemplo de aspecto de tecido integro nos dias 7 e 10: epitélio continuo
e tecido conjuntivo da lamina propria com presenca de fibras musculares e vasos
sanguineos (Figura 5.2 e Figura 5.8).

No dia 7, o grupo Q apresentou uma Ulcera evidente e um epitélio descontinuo;
o tecido conjuntivo subjacente apresentou necrose abaixo da Ulcera. O grupo R
apresentou epitélio continuo e leve infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo e a
presenca de alguns vasos sanguineos e fibras musculares. No dia 10, o epitélio do
grupo Q ainda ndo estava totalmente regenerado, com tecido conjuntivo
desorganizado e areas de infiltrado inflamatorio leve a moderado, além da presenca
de alguns vasos e area hemorragica. J& o grupo R, apresentou aspecto semelhante
ao grupo C, com epitélio integro e tecido conjuntivo organizado, no qual também é
possivel observar algumas fibras musculares.

Os grupos QLI e RLI apresentaram aspectos bastante semelhantes ao grupo
C, com epitélio integro, algumas fibras musculares e auséncia de infiltrado inflamatorio
no tecido conjuntivo. O grupo QLI apresentou ainda algumas regidées com vasos
sanguineos. No dia 10, ambos se aproximaram ainda mais do aspecto do grupo C.

O grupo QLII apresentou 0 mesmo padrao dos grupos C e QLI, com epitélio
continuo e alguns vasos sanguineos no tecido conjuntivo. O grupo RLII apresentou
epitélio integro e infiltrado inflamatério moderado no tecido conjuntivo. No dia 10 é
possivel perceber aspecto mais semelhante entre os grupos C, QLI, RLI, QLII e RLII:
aspecto completamente integro, com tecido conjuntivo subjacente mais organizado,
com a presenca de alguns vasos sanguineos e fibras musculares.

No dia 7, o padrao do grupo QLIII parece ser um estagio intermediario entre o
grupo Q e os grupos QLI e QLII, devido a aparéncia de regeneracgdo epitelial na regido
de ulcera, na qual a camada basal parece estar se formando e o epitélio ndo esta
totalmente organizado; é também observado um extravasamento de células
sanguineas e uma pequena regido de necrose na lamina propria. O grupo RLIII
apresenta estagio mais avancado de reparo, com epitélio totalmente integro e
infiltrado inflamatério moderado no dia 7. No dia 10, o grupo QLIII ainda apresentou
processo de reparo tecidual, com desorganizacdo do conjuntivo e regeneracao

epitelial, enquanto o grupo RLIII j& apresentou aspecto semelhante ao grupo C, com
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epitélio integro e tecido conjuntivo com a presenca de vasos sanguineos e fibras
musculares (Figura 5.2 e Figura 5.8).

Ao compararmos a concentracdo da proteina do colageno, hidroxiprolina
(Grafico 5.18), observou-se diferenca estatistica (p<0,05) entre 0os grupos apenas
inducéo de feridas R e Q, sendo que o grupo R apresentou maior concentracao da
proteina. Os demais grupos R e Q que receberam algum dos protocolos de PBMT nao

apresentaram diferencas entre si (p>0,05).

Grafico 5.18 — Concentracdo de hidroxiprolina. Letras diferentes demonstram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos que receberam apenas ranhura e o0s
grupos que receberam inducéo de MO, para cada tipo de intervencéo: apenas inducao
de lesdes e os trés protocolos de PBMT, no dia 10 (p<0,05) (Teste T para duas
amostras)
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Fonte: O autor.

O Grafico 5.19 mostra a porcentagem de area de marcacdo de colageno com
a técnica de Tricrébmico de Mallory, através do método de deconvolugéo de imagem.
Né&o foi possivel detectar diferencas estatisticas para as comparacdes entre 0s grupos
R e Q, segundo as intervencdes: apenas inducéo de feridas e protocolos LI, LIl e LI
de PBMT (p>0,05).
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Gréafico 5.19 — Porcentagem de marcacdo para colageno com a técnica de Tricrbmico de Mallory,
Comparagdo entre os grupos que receberam apenas ranhura e os grupos que
receberam inducdo de MO, para cada tipo de intervencéo: apenas inducéo de lesdes
e os trés protocolos de PBMT, no dia 10 (p>0,05) (Teste de Mann-Whitney)
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Fonte: O autor.

Nas fotomicrografias para marcacdo de Tricrdmico de Mallory (Figura 5.3 e
Figura 5.9), os grupos que receberam apenas inducdo de ferida com ranhura ou
ranhura + quimioterapico (grupos R e Q, respectivamente) apresentaram menor area
de coldgeno denso em relacéo aos demais. Nas fotomicrografias é possivel observar
padrdo bem semelhante entre 0s outros grupos, com uma area mais densa de
marcacao proximo ao epitélio, representando um tecido conjuntivo denso, seguido por

uma area de colageno mais frouxo.

5.3.3 Avaliacdo do processo inflamatério

O processo inflamatério foi avaliado através de analises bioquimicas e
imunohistoquimicas para NF-kB e TNF-a e comparados entre os grupos Q e R para

cada tipo de intervengéo.

5.33.1 Analise de NF-kB

O grupo que recebeu apenas inducdo de mucosite oral, grupo Q (5-FU +

ranhura), apresentou maior concentracao de NF-kB quando comparado com o grupo
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R (apenas inducao da lesdo com ranhura) nos dias 7 e 10 (p<0,05). Os demais grupos
gue receberam tratamento com algum dos protocolos de PBMT, apresentaram
semelhanca de valores de concentracdo da proteina entre os grupos R e Q para os
dias 7 e 10 (p>0,05) (Grafico 5.20). Apesar disso, € possivel observar que 0s grupos
Q e R que receberam tratamento com o protocolo LI de PBMT (um ponto central de
0,24J) apresentaram as menores concentracfes de NF-kB, proximas ao grupo
controle, seguidos pelos grupos que receberam protocolo LIl de PBMT (um ponto

central de 1J) e LIl (cinco pontos de 0,24J cada, com energia total de 1,2J).

Gréfico 5.20 — Concentracdo de NF-kB. Letras diferentes demonstram diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos que receberam apenas ranhura e 0S grupos que
receberam inducdo de MO, para cada tipo de intervencdo: apenas inducéo de lesbes
e os trés protocolos de PBMT, nos dias 7 e 10 (p<0,05) (Teste T para duas amostras).
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Fonte: O autor.

De acordo com a concentracdo de NF-kB pelo método de deconvolucao de
imagem (Grafico 5.21), o grupo que recebeu apenas indu¢do de mucosite oral, grupo
Q (quimioterapia + ranhura), apresentou maior marcacdo em imunohistoquimica para
NF-kB quando comparado com o grupo R (apenas indugéo da lesao com ranhura) nos
dias 7 e 10 (p<0,05). O método de deconvolucdo de imagem também demonstrou

diferencas significativas entre os grupos R e Q que receberam algum dos tratamentos
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de PBMT. Os grupos R e Q que receberam os protocolos LI e LIl de PBMT
apresentaram diferencas estatisticas nos dias 7 e 10 de analise. Os grupos R e Q que
receberam o protocolo LIl apresentaram diferencas estatisticas apenas no dia 10. No
dia 7, apesar da diferenca n&o ser significativa estatisticamente, o grupo Q que
recebeu o protocolo LIl apresentou marcagao para NF-kB cerca de 30% maior que o

grupo R que recebeu o protocolo LIII.

Gréfico 5.21 — Porcentagem de marcacdo em imunohistoquimica para NF-kB. Letras diferentes
demonstram diferenca estatisticamente significativa entre os grupos que receberam
apenas ranhura e os grupos que receberam inducdo de MO, para cada tipo de
intervencéo: apenas indugéo de lesdes e os trés protocolos de PBMT, nos dias 7 e 10

(p<0,05) (Teste de Mann-Whitney)
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Fonte: O autor.

Para as fotomicrografias marcadas em imunohistoquimica com NF-kB (Figura
5.4 e Figura 5.10), é possivel observar que o padrdo de marcacdo para 0s grupos R
ocorreu principalmente no citoplasma das células, enquanto o0s grupos Q
apresentaram marcacdo mais difusa, marcando também matriz extracelular. Em
detalhe mostrado na Figura 5.5 € possivel observar marcacdo em citoplasma de
macrofagos no grupo R. Dessa forma, devido a marcagdo de mais estruturas nos
grupos Q para NF-KB, as fotomicrografias mostram marcagdes mais expressivas nos
grupos Q (Q, QLI, QLII e QLIII) em relacdo aos seus correspondentes nos grupos R

(R, RLI, RLII e RLIII), nos dias 7 e 10.
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5.3.3.2 Andlise de TNF-a

Para as concentracdes de TNF pelo método bioquimico podemos observar que
0 grupo Q (ranhura + quimioterapico) apresentou maiores concentracdes da proteina
TNF-a nos dias 7 e 10, em comparacao ao grupo R, que recebeu apenas ranhura

(p<0,05) (Grafico 5.22).

Grafico 5.22 — Concentracdo de TNF-a. Letras diferentes demonstram diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos que receberam apenas ranhura e os grupos que
receberam inducdo de MO, para cada tipo de intervencdo: apenas inducdo de lesdes
e os trés protocolos de PBMT, nos dias 7 e 10 (p<0,05) (Teste T para duas amostras)
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Fonte: O autor.

Para deconvolucdo das fotomicrografias de imunohistoquimica para TNFa,
além das diferencas entre os grupos Q e R que receberam apenas inducao da ferida
(p<0,05), foram constatadas diferencas entre os grupos Q e R que receberam o
protocolo LIl de PBMT, que mostra um processo de reparo mais lento do grupo que
recebeu inducdo de MO do que o grupo que recebeu apenas ranhura nos dias 7 e 10
(Gréfico 5.23) .
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Gréafico 5.23 — Porcentagem de marcacdo em imunohistoquimica para TNFa Letras diferentes
demonstram diferenca estatisticamente significativa entre os grupos que receberam
apenas ranhura e os grupos que receberam inducdo de MO, para cada tipo de
intervencdo: apenas inducédo de lesbes e os trés protocolos de PBMT, nos dias 7 e 10
(p<0,05) (Teste de Mann-Whitney)
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7

Nas fotomicrografias para marcacdo em TNF €& possivel observar a
comparacao entre os grupos Q e R para cada tipo de intervencéo. Nos dias 7 e 10 é
evidente a maior marcacéo para o grupo Q (ranhura + 5-FU) comparado ao grupo R
(ranhura). Os grupos QLI, RLI e QLII e RLII apresentaram marcagbes semelhantes
entre si nos dois tempos experimentais. Entretanto o grupo QLIII apresentou maior

marcacao que o seu correspondente, RLIII, nos dias 7 e 10 (Figura 5.6 e 5.11).
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos cientificos, tanto clinicos, quanto com animais comprovaram
gue o efeito biolégico da PBMT tem grande potencial no reparo tecidual e na reducéo
da inflamacdo. De maneira geral, os grupos que receberam o quimioterapico 5-FU
deixaram mais evidente o efeito da PBMT, quando comparados com oS grupos que
receberam inducdo da lesdo apenas com ranhuras. Essa situacdo vai ao encontro
com o conceito de que os efeitos da PBMT parecem ser mais evidentes em
organismos e tecidos mais debilitados (Tunér et al., 2015; Yamamoto et al., 1996).
Entretanto, ndo ha na literatura trabalhos que comparem a evolucéo do reparo tecidual
e aspectos inflamatérios em grupos que receberam protocolo de inducdo da leséo
apenas com ranhura (grupos R) e que receberam inducdo de mucosite oral com
ranhura associada ao quimioterapico 5-FU (grupos Q).

Com relacdo a massa corporea perdida, € possivel observar que todos os
grupos que receberam inducédo de MO (ranhura + 5FU) apresentaram maior perda de
massa corporea em relagdo aos grupos que so receberam a ranhura. Tal fato ja era
esperado devido ao comprometimento sistémico dos animais que receberam o 5-FU,
evidentes nos sinais clinicos observados em todos os animais tratados e na maioria
dos relatos da literatura (Tabela 2.2), tais como: diarreia, alopecia, presenca de
secrecOes e reducdo da ingestdo de alimentos e agua, com consequente perda de
peso (Cruz et al., 2015; Sonis et al., 2016; Cotomacio et al., 2017)

Quanto ao aspecto clinico no dia 5, é possivel observar que todos 0s grupos
apresentaram o mesmo grau de classificacao da leséo. A partir do dia 7, constataram-
se as primeiras diferencas: 0s grupos que receberam o protocolo de menor energia,
tanto o que recebeu inducdo de MO, quanto o que recebeu apenas ranhura,
apresentaram graus semelhantes entre si, evidenciando que a PBMT com menor
energia foi capaz de reduzir os graus da ferida apesar da presenca do quimioterapico.
O mesmo padrao manteve-se no dia 10.

Outros estudos que aplicaram energia semelhante a utilizada no grupo que
recebeu apenas ranhura e menor quantidade de energia (0,24J) também mostraram
efeitos parecidos. Gabriel et al. (2019) trataram Ulceras induzidas em lingua de ratos
com laser vermelho e 0,16J por ponto, totalizando 0,32J. Os autores observaram

reepitelizacdo acelerada nos dias 3 e 5 em relacdo ao grupo que ndo recebeu
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tratamento. Em modelo experimental semelhante, Wagner et al. (2013) utilizaram dois
protocolos de PBMT com laser vermelho em baixa poténcia: um de 0,16 J e outro de
0,8 J. No dia 5, o grupo que recebeu menor energia de PBMT apresentou
reepitelizacao total e tecido conjuntivo mais organizado, 0 que ndo aconteceu para 0s
grupos controle sem tratamento e PBMT com 0,8 J. No presente estudo, uma vez que
a inducdo de feridas foi superficial e as analises foram realizadas a partir do dia 7, ndo
foi possivel identificar alteracdes no processo de reparo tecidual, entre o grupo R
(apenas ranhura) e os grupos R que receberam algum dos protocolos de PBMT. O
processo de reparo da mucosa oral € muito rapido e eficiente, quando ndo ha nenhum
comprometimento sistémico associado e, com isso, o efeito da PBMT fica menos
evidente.

Além do comprometimento sistémico, o tipo de tecido e de lesdo induzida
também influenciou nos resultados. Carvalho et al. (2015) compararam dois grupos
experimentais: um grupo controle, com indu¢éo de Ulceras causadas por formocresol
em gengiva de ratos e outro grupo com a mesma inducéo de ferida, mas que recebeu
tratamento com PBMT (660nm, 0,19J, 4,8 J/cm? e 40 mW). Para o grupo que recebeu
a inducédo da lesdo com formocresol + PBMT, o reparo tecidual foi mais rapido que o
grupo controle a partir do dia 5, com completa reepitelizagdo das lesdes no 11° dia.
Entretanto, apesar do protocolo utilizado por esses autores ser semelhante ao do
grupo RLI (660 nm, 0,24J, 6 J/cm? e 40 mW), no dia 7 os autores ainda observaram a
presenca de Ulcera nas fotomicrografias de ambos grupos analisados, o que ja nao foi
observado para os animais (somente ranhuras), do presente estudo, que
apresentaram epitélio totalmente reparado nesse tempo experimental.

As diferencas de resultados entre os dois estudos devem-se principalmente a
natureza da inducéo das lesdes e a frequéncia de aplicacdo da PBMT. A inducao por
formocresol causa efeito caustico e citotéxico (Ko et al., 2017), sendo mais agressivo
do que as indugbes por ranhuras utilizando apenas a ponta de uma agulha,
demandando, assim, mais tempo para o reparo total. Além disso, Carvalho et al.
(2015) aplicaram o protocolo de PBMT com intervalo de 48 horas, enquanto o presente
estudo realizou aplicacBes diarias. Apesar da mucosa oral ser muito dindmica e
reparar de 7 a 14 dias dependendo da gravidade da ferida (Broughton et al., 2006), a
aplicacdo diaria da PBMT parece ser mais eficaz para o reparo de leses,
principalmente quando o estresse oxidativo e a injaria ao tecido for maior (Tunér et al.,
2015).
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Os grupos que receberam inducdo de MO seguiram o0s resultados
apresentados em trabalho prévio realizado (Cotomacio et al., 2017), no qual também
foram analisados os efeitos de trés protocolos de laser para tratar MO durante 7 dias
de experimento. Foram utilizados trés protocolos, semelhantes aos dos grupos que
receberam 5-FU do presente estudo: o primeiro protocolo com 0,24 J em ponto central,
0 segundo com um ponto central de 1J e o terceiro de quatro pontos de 0,24 J cada,
totalizando 0,96 J. Esse estudo sugeriu que a energia e 0 modo de aplicacdo com
menor energia, centralizado na lesdo foi o0 melhor protocolo para manter os graus de
MO mais baixos e para acelerar o reparo tecidual. No presente estudo, os resultados
seguiram a mesma tendéncia, a partir do dia 7 de observacdo: o grupo de menor
energia em um ponto central (QLI) apresentou os melhores resultados, seguido pelos
grupos QLII (um ponto central de 1J) e QLIII (5 pontos de 0,24J cada, totalizando
1,2J). Assim como no trabalho realizado anteriormente (Cotomacio et al., 2017), o
grupo QLIII, que recebeu maior energia, mostrou tempo de reparo mais demorado.

Por outro lado, em outro estudo semelhante, mas que utilizou PBMT para
reparo de lesbes realizadas na pele de dorso de ratos sistemicamente debilitados
devido a diabetes induzida (Castro, 2018), os autores observaram que 5 pontos de
irradiacdo com uma energia de 0,28 J por ponto (energia total de 1,4 J) foi melhor para
o reparo do que a irradiacdo com um unico ponto de maior energia (1,4 J por ponto),
ou com um ponto apenas, de energia mais baixa (0,28J). Tal fato traz para discusséo
a diferenca de resposta de cada tipo de tecido e sua capacidade de absorver e dissipar
as quantidades de energia. Enquanto que para a mucosa oral baixa energia parece
ser benéfica, para a pele, mais pontos com energias baixas, totalizando uma energia
mais alta, parece ser a melhor opc¢éao.

Em outro trabalho com inducdo de MO em mucosa de hamsters, Cruz et al.
(2015), utilizaram protocolo de laser de baixa poténcia com uma energia maior, de
4,4J (120 J/cm?, 40 mW) por ponto. Os autores relataram reparo da ferida apenas no
dia 10, resultado que ja havia sido constatado no grupo QLI do presente estudo no dia
7 de observacao. Assim, a menor quantidade de energia aplicada, perpendicular e no
centro da lesdo demonstrou processo de reparo mais rapido, quando comparado com
agueles achados por Cruz et al. (2015). Vitéria et al. (2018), utilizando o mesmo
modelo experimental em hamster, mostraram que com uma energia por ponto ainda
menor que a usada nesse estudo para o grupo QLI, de 0,096J, foi possivel observar

reducdo do grau de MO e melhor organizacéo tecidual nos cortes histologicos com



130

apenas 3 aplicacdes de PBMT. Esses estudos mostram que ha diversos parametros
gue podem interferir no efeito da PBMT na superficie do tecido irradiado. Portanto, o
conceito de que altas energias teriam efeito inibitorio, enquanto baixas energias
provocariam efeito bioestimulador (Tunér et al., 2015; Cotomacio et al., 2017) é
relativo para cada tecido e modo de aplicagédo, sendo necesséria a definicdo de limites
energéticos biomoduladores e inibitorios individualizados para cada tipo de tecido
alvo.

Em relagdo aos achados histolégicos, outros estudos com animais que
receberam a indugdo de MO também mostraram resultados similares aos observados
nesse presente estudo para os animais que receberam a inducdo de MO com 5-FU.
Franca et al. (2009) demonstraram intenso infiltrado inflamatorio e escasso tecido de
granulagcdo no grupo que recebeu apenas inducdo de MO, sem tratamento; e
observaram organizacdo de fibrilas colagenas, menor infiltrado inflamatério e
expressiva angiogénese no grupo tratado com PBMT. Esses resultados foram
confirmados por Lopes et al. (2010), que constataram que a PBMT induz producéo e
organizacdo do colageno, uma vez que regulam a inflamacéo, reduzindo o infiltrado
de neutrdfilos e as citocinas pro-inflamatorias.

Entretanto, Maligieri et al. (2017) avaliaram a concentracdo de colageno apés
induzir queimaduras em pele de ratos e tratar com PBMT no comprimento de onda
vermelho, com dois protocolos: o primeiro com quatro pontos de 0,09 J (total de 0,36J)
e 0 segundo com quatro pontos de 0,18J (total de 0,72J). Os autores nao constataram
diferencas entre os grupos, como também foi demonstrado no presente estudo para
0s grupos R. Apesar disso, Maligieri et al. (2017) verificaram diferenca entre 0s grupos
com relacdo a marcadores inflamatérios, como a reducdo da proteina TGF-B1 nos
grupos tratados com laser que apresentaram estagio de reparo tecidual avancado em
comparagao aos grupos que nao receberam tratamento.

Da mesma forma, o presente estudo apresentou maiores diferencas para 0s
marcadores inflamatorios (NF-kB e TNF-a) do que para os marcadores de reparo,
como colageno e hidroxiprolina. As analises para NF-kB, pelo método bioquimico,
mostraram que 0s grupos que receberam o protocolo de menor energia apresentaram
melhores resultados que 0s grupos que nao receberam tratamento, tanto entre os
grupos R, que receberam apenas ranhura, quanto entre os grupos Q, que receberam
ranhura e 5-FU. Gabriel et al. (2019) também avaliaram a concentracao de NF-kB em

Ulceras induzidas em lingua de ratos, tratadas ou ndo com PBMT. A energia total de
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0,32J (semelhante ao protocolo do grupo RLI, de 0,24J) foi capaz de reduzir os niveis
desse fator nuclear em relacéo ao grupo sem tratamento.

Apesar da andlise de NF-kB, pelo método bioquimico, demonstrar niveis
semelhantes de concentracdo entre 0s grupos que receberam 5-FU e PBMT com os
respectivos grupos que receberam apenas ranhura e PBMT, o método de
deconvolucdo de imagem mostrou resultados diferentes. Foi possivel constatar
maiores porcentagens de marcacéo para esse fator nuclear em todos os grupos que
receberam inducdo da MO (ranhura + 5-FU), em relacdo aos grupos que receberam
apenas ranhura. Essa diferenca de resultados entre os dois métodos de andlise,
imunohistoquimico e bioquimico pode ser justificada, por exemplo, pelo tipo de NFkB
analisado nos métodos. Para imunohistoquimica, a marcacdo do tecido foi realizada
para NFKB p65 fosforilado. No método bioquimico, a quantificacéo foi realizada para
NF-kB p65 total, sem especificidade para fosforilacdo. A fosforilagdo de p65, em seu
dominio de transativacdao, aumenta dramaticamente a atividade transcricional do NF-
kB e a ativacdo de varios genes, inclusive os pro-inflamatorios (Chen et al., 2005;
Gilmore, 2006; Liu et al., 2017). Dessa forma, na comparacao entre 0s grupos que
receberam inducdo de MO e os grupos que receberam apenas ranhura, o método de
deconvolucdo de imagem acusou maior porcentagem de areas marcadas para 0s
grupos que receberam a inducdo da MO (5FU + ranhura) devido ao estado
inflamatdrio mais ativo, o que néo foi constatado pelo método bioquimico.

Além disso, o padrdo de marcacéo diferente para cada tipo de inducédo de lesao
(com e sem quimioterapico), no método imunohistoquimico, pode também ser uma
justificativa para os resultados apresentados. Nos grupos que receberam apenas
ranhura, a marcacao foi mais localizada, principalmente no citoplasma da célula,
enquanto que, para 0S grupos que receberam quimioterapico, as marcacfes foram
extravasadas para a matriz extracelular, o que causou maiores areas de marcacao
com DAB e consequentemente maiores valores no método de deconvolugdo de
imagem, que quantifica porcentagem de area marcada em marrom.

Gabriel et al. (2019) também demonstraram marcac¢ao nuclear e citoplasmatica
para NF-kB nos grupos analisados em um modelo de inducéo local de lesédo em lingua
de ratos, semelhante as ranhuras realizadas nos grupos R. Entretanto, Justino et al.
(2020) analisaram marcacado para NF-kB (NF-kB p65 fosforilado - Santa Cruz
Biotechnology) em jejuno e ileo de camundongos que receberam dose intraperitoneal

unica de 450mg/kg de 5-FU e também observaram em suas fotomicrografias
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marcacéao difusa e intensa da mucosa intestinal, semelhante ao padrao apresentado
pelas mucosas orais dos grupos que também receberam 5-FU do presente estudo.
Além disso, Logan et al. (2007), ao avaliarem a mucosa integra de pacientes tratados
com diversos esquemas quimioterapicos, constataram marcacdo na camada basal e
espinhosa do epitélio e em células adjacentes a camada basal, semelhante aos
padrées encontrados no presente estudo. Todavia, hdo existem na literatura estudos
gue tenham realizado marcacdo imunohistoquimica para NF-kB p65 fosforilado em
mucosite oral induzida por 5-FU, no local da lesdo. Isso pode ser justificado pela
dificuldade de determinacdo de marcacéo desse fator para esse tipo de tecido, em
condicBes de estimulo inflamatério aumentado, como ocorre na mucosite oral.

Outro estudo também quantificou concentracdo de NF-kB em MO, utilizando
Western blot com NF-kB p65 (Cell Signaling Technology). Curra et al. (2015)
verificaram a eficacia do protocolo de PBMT de 1,44J divididos em seis pontos de
0,24J para tratar mucosite oral induzida em hamsters. Entretanto esses autores
associaram o aumento dos niveis de concentracdo de NF-kB a niveis menos severos
de MO e a ativacdo de reparo, enquanto a associacdo nesse presente estudo foi
oposta: niveis mais baixos de concentracdo de NF-kB foram associados a graus
menos severos de MO.

Os resultados do presente estudo podem ser explicados através da
etiopatogenia da MO. Sonis (2011) associaram niveis mais altos de NF-kB ativo e
citocinas pro-inflamatérias aos estagios de amplificacdo e ulceracdo do
desenvolvimento da mucosite oral. A inflamacdo em seus estagios iniciais esta
relacionada principalmente a ativacéo da via canénica do fator nuclear NF-kB, na qual
o complexo p50/p65 estaria ativo e em maiores concentracdes (Chen et al., 2005;
Gilmore, 2006), como detectado no presente estudo. Uma das fun¢des do NF-kB é
atuar como um estimulador de varias vias, como a via das citocinas inflamatorias.
Geralmente, picos de NF-kB precedem picos de citocinas pro-inflamatérias, como o
TNF-a, que assim permanecem ativos até que o estimulo nocivo cesse (Al-Dasooqi et
al., 2013).

Campos et al. (2016) também avaliaram a concentracdo de TNF-a e, ao
utilizar o mesmo protocolo do grupo QLI (0,24) por ponto, totalizando 1,2J),
apresentaram meédia de concentracdo de TNF-a menor que o0 grupo que recebeu

apenas inducdo de MO no dia 7, mas sem diferenca estatisticamente significativa.
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Para o presente estudo, as concentracdes de TNF-a analisadas pelo método
bioguimico foram menores para todos 0s grupos que receberam algum protocolo de
PBMT, sendo que os protocolos de 0,24 J (QLI) e 1 J (QLII) apresentaram resultados
mais proximos ao grupo que nao recebeu inducéo de lesdo (grupo C) janodia7 e o
grupo que recebeu a mesma energia utilizada no estudo de Campos et al. (2016), s6
apresentou essa aproximacdo ao grupo C no dia 10. No método de analise de
deconvolucdo de imagem das fotomicrografias marcadas com TNF-q, os resultados
foram semelhantes aos encontrados no método bioquimico; apenas o grupo QLIII ndo
apresentou diferengas estatisticas quando comparado com o grupo Q.

Da mesma forma, para os grupos que receberam apenas ranhura, 0S
protocolos de energia de 0,24 (RLI) e 1J (RLIl) apresentaram menores
concentracdes de TNF-a que o seu controle R, que recebeu apenas ranhura. No dia
10, o grupo RLIII também passou a apresentar menores niveis de concentracdo que
o grupo R (apenas ranhura). Da mesma forma, Rodrigues et al. (2014) utilizaram 0,4J
e 2J para avaliar o reparo muscular de crioferidas em pernas de ratos, 5 vezes por
semana, durante 21 dias, e evidenciaram que 0 protocolo com energia mais baixa
conseguiu diminuir a area de necrose da lesdo e a expressao da COX-2, quando
comparada ao grupo de 2J e ao grupo controle. Entretanto, Safavi et al. (2008) nao
detectaram diferencas na expressao dos genes de TNF-a ao irradiar feridas induzidas
por bisturi em mucosa de ratos com um laser de He-Ne com uma energia ainda maior,
de 5 J. Assim, a resposta tecidual a acdo da PBMT parece ser dependente da
quantidade de energia e protocolo utilizado (Lopes et al., 2010; Gupta et al., 2014).
Seqguindo a lei de Arndt-Schultz, para um mesmo tipo de tecido-alvo, energias mais
baixas seriam mais bioestimuladoras, enquanto energias mais altas seriam inibitorias
ou menos efetivas para o processo de reparo (Tunér et al., 2015; Cotomacio et al.,
2017).

Além disso, quando os grupos “ranhura + 5-FU”, foram comparados aos seus
correspondentes nos grupos “ranhura”, quanto a concentracédo de TNF-a pelo método
bioquimico, apenas o grupo que recebeu “ranhura + 5-FU” sem PBMT (grupo Q)
apresentou niveis mais altos que o grupo que nao recebeu QT e PBMT (grupo R) nos
dias 7 e 10. Esses resultados mostram que os protocolos de PBMT, principalmente o
LI (0,24 J em um ponto central) e o LIl (1,0J em um ponto central), foram capazes de
manter os niveis de TNF-a dos grupos que receberam 5-FU proximos aos dos grupos
gue néo receberam QT, independente do comprometimento sistémico.
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Trabalhos clinicos também evidenciam os resultados apresentados. Em
tratamento de Ulceras ocasionadas por pressdao em humanos, Taradaj et al. (2018)
utilizaram 0,4 J com os comprimentos de onda 940 nm, 808 nm e 658 nm e
constataram que a cura das Ulceras por pressao € relacionada a irradiagdo com laser
no comprimento de onda vermelho de 658 nm, que foi capaz de inibir processos
inflamatdrios, estimular a angiogénese e a proliferacao de fibroblastos, com base na
diminuicdo da concentracdo de interleucinas pro inflamatérias, como TNF-a e no
aumento da atividade de VEGF. Dessa forma, o sucesso do tratamento parece
também estar relacionado ao tipo de comprimento de onda escolhido, além da
utilizacao de energias mais baixas.

Oton-Leite et al. (2015) compararam amostras de saliva de dois grupos de
pacientes submetidos a QT e RTCP: um grupo que recebeu PBMT com 0,24J (mesma
energia do grupo QLI) e outro grupo controle, sem PBMT. Os autores constataram
gue a reducdo em niveis IL-1, TNF-a e metaloproteinases da matriz estdo
relacionadas a maior velocidade de reparo. Dessa forma, niveis de concentracdo das
citocinas pro-inflamatoérias parecem ter relacdo com a severidade das lesdes: quanto
mais severas, maior o numero de concentracdo dessas citocinas.

Com relacéo aos protocolos utilizados, houve tendéncia a melhores resultados
dos grupos que receberam menor energia LI (0,24J um ponto central), seguidos pelos
grupos LIl (um ponto central de 1J) e LIl (cinco pontos de 0,24 totalizando 1,2J),
principalmente entre os grupos Q. O protocolo QLIII poderia ter tido resultados
semelhantes ao grupo QLI se os pontos utilizados tivessem sido aplicados com
distancia de 0,5 a 1,0 cm entre eles, para que ndo houvesse sobreposicdo das
energias, como ocorreu para o grupo QLIII, que recebeu todos os pontos em uma area
de 1 cm?. Os resultados clinicos terapéuticos parecem ser melhores quando energias
menores sdo aplicadas em maior nimero de pontos da mucosa oral, respeitando o
distanciamento entre eles (Simdes et al., 2015; Medeiros-Filho et al., 2017; Salvador
et al., 2017).

Dessa forma, sdo necessérios mais estudos dosimétricos que determinem a
indicacdo de cada protocolo de PBMT individualizado para cada situacao clinica,
principalmente quanto as vantagens em tempo de reparo, analgesia e modulacéo da

inflamacéao.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, dentro das limitagcdes do presente estudo, podemos inferir que
a presenca de 5-FU prejudica o processo de reparacdo das lesbes e deixa mais
evidente o efeito da PBMT. Além disso, o efeito terapéutico da PBMT varia de acordo
com o estado do tecido irradiado, a quantidade de energia e o0 modo de aplicacao.
Para mucosa, as aplicacbes com energia total mais baixa indicaram resultados
melhores, principalmente quanto a diminuicdo de indicadores inflamatorios.
Entretanto, sdo necessarios mais estudos dosimétricos, com analise temporal, para

correta indicacéo e individualizagdo de protocolos para cada situacao clinica.
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