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RESUMO

A mucosite bucal (MB) € um efeito adverso muito doloroso e
frequentemente relacionado aos tratamentos de radioterapia (RxT) em cabega
e pescogo e quimioterapia (QT) oncolégica. Formas de preveni-la, novos
métodos terapéuticos sdo amplamente investigados visando melhor qualidade
de vida para esta populagdo, impedir a interrupcao do tratamento, o que
poderia comprometer a cura e sobrevida do paciente. Este estudo teve como
objetivo avaliar o efeito da fotobiomodulagdo com luz laser nos espectros
vermelho (V) e infravermelho (IV% (P=40mW, irradiagdes de 30" em quatro
pontos na fluéncia de 1,2J/cm“) e LED (P=150mW e tempo de 167,
DE=4,8J/cm?), na prevengdo e tratamento da MB, secundaria ao tratamento
quimioterapico. Para tal, hamsters da linhagem Sirius dourados, foram
submetidos a QT a base de 5-Fluorouracil (5-FU) e indugdo da MB, e
posteriormente suas mucosas jugais foram tratadas com lasers V (670nm) e IV
(780nm) e LEDs V (680nm) e IV (850nm). As irradiacbes foram realizadas a
cada 48 horas e nos grupos preventivos iniciaram tratamento com luz um dia
antes do protocolo de QT d(-1), enquanto os terapéuticos em d(+3). Os animais
foram mortos aos sete e 14 dias e a mucosa jugal removida, preparada e
avaliada histologicamente. Os animais ainda foram analisados de forma
objetiva clinicamente, quanto ao grau de MB e massa corporal, mensurada no
inicio e ao final dos dias experimentais; subjetivamente foi observada
xerostomia, alopecia e injesta alimentar. Os resultados revelaram uma perda
de massa corporal nos controles-positivos (QT e mucosite-indugéo) e em todos
0s grupos experimentais, sendo esta significante (teste t de Student; p< 0,05)
principalmente nos animais mortos apds sete dias, tanto nos grupos tratados
com lasers quanto com LEDs. Histologicamente, apresentaram discreta
inflamacao predominantemente linfo-plasmocitaria que tendeu a diminuir com o
decorrer do experimento. Nos grupos lasers, tanto de forma preventiva quanto
terapéutica, essa intensidade de inflamagao foi mantida, a ndo ser quando do
uso do laser V de forma preventiva (apos sete dias). Em alguns espécimes
tratados com LED V de forma terapéutica, o grau de inflamag¢do chegou a ser
moderado. A congestao vascular, ausente nos grupos controles-positivos, foi
observada de intensidade discreta a severa, principalmente nos animais
submetidos a fotobiomodulagdo com laser. Necrose tecidual foi um achado
relativamente comum nos animais tratados com LED |V de forma terapéutica,
mesmo grupo no qual a perda da integridade epitelial foi frequente e a fibrose
tecidual foi encontrada em todos os grupos avaliados. A andlise estatistica
(Qui-quadrado; a= 5%) revelou que os achados histolégicos dos animais
testados diferiram significativamente daqueles encontrados nos grupos
controles-positivos (p< 0,05). Concluiu-se que a fotobiomodulagdo das luzes
usadas neste estudo podem significar melhora para prevengao e tratamento
dos quadros de MB poés-quimioterapia. Unitermos: Laser, LED, modelo animal,
mucosite oral, oncologia, quimioterapia.



ABSTRACT

Oral mucositis (OM) is a frequently painful adverse effect related with head
and neck radiotherapy (RxT) and chemotherapy (Che). Prevention and
treatment have been fully investigated at attemption to improve the quality of life
for the oncology patient during treatment and at the same time, prevent the
interruption of treatment that can compromise the survival rate. This study had
the objective to evaluate the effects of photobiomodulation with red and infrared
laser irradiations (P=40mW, during 30” in 4 points with the fluence of 1,2J/cm?)
and LED (P=150mW, during 16", DE=4,8J/cm? centrally applied), in the
prevention and treatment of OM secondary to chemotherapy. Hamsters, Golden
Sirius, were submitted to Che with 5-Fluoruracil (5-FU) and OM induction at the
everted mucosa treated with red (R) (680nm) and infrared (IR) (780nm) laser as
well as LEDs in the R (680nm) and IR (850nm) spectrum later. The radiation
treatment was done every 48 hour; at preventive groups it started one day
before d (-1) the chemotherapy d (0), while therapeutics started on the third day
after Che, d (+3). The animals were sacrificed at 7 and 14 days and the mucosa
removed, prepared and examined histologically. Every experimental day the
animals were clinical examined about the OM degrees and the body mass was
also checked. Subijectively alopecia, xerostomia, food injestion and activities
were noted too. The results showed a loss of body mass in all of the
experimental groups (including the positive control with 5-FU and OM
induction), this being significant (student t test, p greater than 0.05) mainly in
the animals sacrificed after 7 days, at lasers groups and also at LEDs’s groups.
Histologically, the positive control groups showed discrete inflammation,
predominately lympho-plasmocytes, which tended to diminish with time. In the
groups treated with laser the intensity of inflammation persisted, at both
preventive or therapeutic groups, but it was better at preventive group after red
laser irradiation (animals sacrificed after 7 days). The degree of inflammation
was moderated after therapeutic treatment with red LED. Vascular congestion,
absent in control groups, was observed discrete to severe intensity, in the
animals submitted to laser treatment. Tissue necrosis was a relatively common
finding in all infrared LED groups (the same group in which a loss of epithelial
integrity was frequent). Different degrees of fibrosis were found in all of the
evaluated groups. Statistical analysis chi-square (a=5%) revealed that the
histological findings of the tested animals differed significantly from those of the
control groups (chi-square test; p<0.05). It was concluded that the
photobiomodulation lights used at this study showed positive results to prevent
and treat OM secondary to chemotherapy. Uniterms: Animal model,
chemoterapy, laser, LED, oncology and oral mucositis.



1 INTRODUCAO

O numero crescente de novos casos de cancer em todo o mundo tem
motivado o desenvolvimento de novas terapias, equipamentos e medicagdes
antineoplasicas. Porém observa-se que os protocolos de radioterapia, as
drogas quimioterapicas e a associagdo concomitante destas terapias
continuam determinando diversos efeitos colaterais indesejaveis, como
nauseas, vomitos, diarréias, alopécia, mielossupressao, imunossupressao e
mucosite bucal. Esta ultima caracteriza- se pelo surgimento de eritemas e
ulceras dolorosas nas membranas mucosas, e assume um papel de destaque

no atendimento odontolégico, quando afeta os tecidos bucais.

A mucosite radio ou quimio-induzida & bastante frequente e vem sendo
estudada ha muito tempo, devido a sua morbidade. A idade, estado geral do
paciente, local e tipo de tratamento oncoldgico sdo variaveis que modulam o
surgimento da mucosite. Na boca, a mucosite ainda sofre influéncia dos
cuidados anteriores com os tecidos bucais, da presenca de doenga periodontal,

de traumas oclusais, das adaptacgdes protéticas e grau de higiene.

A mucosite pode atingir diferentes graus de severidade, chegando, em
algumas circunstancias, a interromper o tratamento oncoldgico proposto,
colocando em risco seu potencial curativo. Isto aumenta o estado de morbi-
mortalidade dos pacientes afetados, o que, por sua vez contribui

substancialmente com o aumento de gastos ao sistema de saude.

Sua nomenclatura vem do inglés “oral mucositis”, assim encontra-se a
denominacdo mucosite oral, mucosite bucal e mucosite do trato alimentar, mais
recentemente sugerida pela Associagdo Internacional de Oncologia Oral
(ISOQ); por melhor relatar um problema com manifestagdo bucal, mas que
abrange todo trato gastrointestinal e também para padronizagdo da
terminologia (SANTOS et. al., 2009).
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Varios estudos sdo realizados em inumeros centros de pesquisa
mundiais, a fim de testar terapias mucosite-inibidoras para a cavidade bucal e
trato gastrointestinal. As pesquisas mais recentes e arrojadas, que incluem a
utilizagcdo de novas tecnologias, sinalizam para tratamentos a base de luz,
como os LASERs (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) e
LEDs (Light Emitting Diode). Estas s&o terapias nao invasivas, que podem inibir
a dor, acelerar o reparo tecidual e assegurar o conforto para alimentacao e
continuidade ao tratamento oncologico, sem efeitos colaterais quando
corretamente administradas. Desta forma, tais terapias tendem a proporcionar
uma melhor qualidade de vida a esta populagéo ao longo do tratamento anti-
neoplasico e seus protocolos de aplicagdo sao testados e estudados
constantemente visando a otimizacdo dos mesmos, assim novos estudos sao

necessarios.

Apesar da interagcado luz-matéria estar sendo estudada ha mais de um
século, esta ainda ndo pode ser considerada completamente elucidada, posto
que, muito ainda deve ser esclarecido sobre os mecanismos celulares
envolvidos. Pode-se afirmar com certeza, no entanto, que os lasers de baixa
intensidade tém efetiva atuacdo biomoduladora na aceleracdo do processo de
reparo tecidual e qualidade deste, na redugcdo da dor e edema, além dos
efeitos anti-inflamatoérios confirmados, quando administrados em doses e
frequéncias adequadas. Os LEDs tém mostrado respostas tdo satisfatorias
quanto as dos lasers e sao circunstancialmente mais vantajosos devido ao

menor custo dos equipamentos.

Segundo relatério da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer
(IARC)/ Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), (World Cancer Report 2008), o
impacto global do cancer mais que dobrou em 30 anos. Estimou-se que, no
ano de 2008, ocorreriam cerca de 12 milhdes de casos novos de cancer e 7
milhdes de obitos. O continuo crescimento populacional, bem como seu
envelhecimento, afetara de forma significativa o impacto dos casos de céancer
no mundo. Esse impacto recaira principalmente sobre os paises de médio e

baixo desenvolvimento, com crescente aumento do nimero de novos casos.
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As tecnologias de ponta na area oncolégica ndo param o
desenvolvimento no diagndstico, imaginologia, marcadores celulares e
impulsionam sempre novos estudos. Em fotobiomodulacéo, as investigacdes
sao direcionadas para promover alivio da sintomatologia e melhora na
qualidade do tratamento, embora ainda n&o haja consenso, principalmente em
relacdo aos protocolos preventivos, pela diversidade de equipamentos e na
busca de doses ideais de entrega destas energias luminosas. Dessa forma
este estudo tem como objetivo avaliar a agdo das luzes lasers e LEDs, nos
comprimentos de onda no espectro do vermelho (V) e infravermelho (IR), para
prevencado e tratamento da mucosite bucal (MB), secundaria ao tratamento
quimioterapico, em hamsters; no sentido de melhorar o entendimento, otimizar
os protocolos utilizados com estes fotobiomoduladores celulares e
principalmente, proporcionar conforto e qualidade de tratamento para

populagao oncologica.

21



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 QUIMIOTERAPIA

Quimioterapia (QT) é o nome genérico atribuido ao tratamento de
qualquer doenga por meio de substancias quimicas citotoxicas. Embora
associada ao cancer, algumas drogas s&o utilizadas no tratamento de doencgas
como: psoriase, esclerose multipla, artrite reumatoide e alguns tipos de
insuficiéncia renal (BARACAT et. al., 2000). Pode também ser definida como
meétodo que utiliza compostos quimicos chamados quimioterapicos, no
tratamento de doencas causadas por agentes biolégicos. Quando aplicada ao

cancer, a QT é chamada de antineoplasica ou antiblastica (BRASIL, 1999).

Os agentes antineoplasicos afetam tanto as células normais como as
neoplasicas, porém, acarretam maior dano as células malignas, devido as
diferengcas quantitativas entre os processos metabdlicos dessas duas
populagdes celulares. (LEITE et. al., 1996; BRASIL,1999; BARACAT et. al.,
2000, RABER-DURLACHER et. al., 2010). O ideal na QT para o cancer é se
maximizar a destruicdo das células tumorais e minimizar o dano as células
normais. Infelizmente, muitas drogas anticAncer tém apenas uma pequena
margem entre a dose tumoricida e a dose tdéxica. Combinacdo de drogas com
diferentes mecanismos de acao estendem a extensao da atividade antitumoral
e diminuem o risco de toxicidade, com a diminui¢gdo da dose efetiva de cada
componente. Estas combinag¢des de quimioterapicos incluem drogas células
ciclo-dependentes e ciclo-independentes, cobrindo ambas as fases,
proliferativa e vegetativa do ciclo celular (DREIZEN,1990; BRASIL,1999).

A maioria das complicacdes bucais advindas da QT é resultante da
mielossupressao, imunossupressao e do efeito citotoxico direto nos tecidos
bucais. Os problemas clinicos principais, associados a QT, na cavidade bucal
sao: a mucosite, a infeccdo local e/ou sistémica e o aumento do risco de
sangramento (CONSENSUS,1990; SCULLY e EPSTEIN,1996). A mucosite

afeta toda a mucosa gastrointestinal, na boca estas lesdes sdo muito dolorosa
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e podem colocar em risco a vida do paciente por perda da barreira epitelial e
por vezes, contaminacao bacteriana. (IJIRl e POTTEN, 1983,1987; KONING et.
al., 2007)

Diversos o6rgaos e sistemas podem ser atingidos provocando efeitos
colaterais e toxicidades, tais como a toxicidade hematoldgica. Esta
compromete o restabelecimento organico e deve ter sua monitoragao rigorosa,
pois assim ha condicdes de verificar a ocorréncia do nadir. Este termo se refere
ao tempo decorrido entre a aplicagdo da QT e o menor valor de contagem
hematoldgica que varia entre dez a 14 dias, e o tempo de recuperagao da
medula éssea, que varia entre 15 a 21 dias apods a aplicagdo do quimioterapico
(BARACAT et. al., 2000). Drogas mais recentes desenvolvem efeitos colaterais
entre quatro a sete dias e atingem pico em 15 dias (RABER-DURLACHER et.
al., 2010).

Varias classificagdes sdo encontradas sobre a quimioterapia. De acordo
com seu potencial terapéutico podem ser: neoadjuvante, adjuvante, curativa,
potencializadora e paliativa (BRASIL,1999; BARACAT et. al., 2000).
Classificacbes baseadas na fase do ciclo que atua a QT, no mecanismo de
acao e estrutura quimica. Como exemplo, os agentes de acdo especifica
atingem as células tumorais que se encontram na mesma fase de divisdo do
agente antitumoral, e sdo mais citotoxicos quando infundidos em doses
fracionadas ou em infusdo continua. Ja os agentes de agdao nao especifica
atingem todas as células, independente da fase do ciclo de divisao em que se
encontra, sendo mais eficazes se administrados in bolus, dose unica (CLARK e
MCGREE, 1997). Nas classificagdes que priorizam a estrutura bioquimica, os
agentes antineoplasicos podem ser distribuidos em: alquilantes,
antimetabdlicos, antibidticos, alcaloides de plantas, agentes hormonais e
imunoterapias. O 5-fluorouracil € um quimioterapico antimetabdlico, estes
constituem um grupo de agentes antineoplasicos de grande versatilidade
terapéutica. Seu mecanismo de ag¢ao € a inibigdo da sintese de proteinas,
substituindo metabdlitos errbneos ou estruturas analogas durante a sintese do

DNA, impedindo a duplicagcao e separagao das cadeias de DNA. Incluem-se
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neste grupo: citarabina, metotrexato, fluoropirimidinas [5-fluorouracil (5-FU),
FUDR], gencitabina, fludarabine, mercaptopurina (6MP) e 6 tioguanina
(BRENTANI et. al., 1998).

Das 337 criangas em tratamento oncoldgico na pesquisa do Instituto
Gustave Roussy, Villejuif- Paris, 241 apresentaram mucosite quimioinduzida,
cujos graus foram caracterizados por meio da CTC (Commoon Toxicity
Criteria), depois de regimes de QT a base de Melphalan, Busulfan e outro
alquilante; constataram os autores a associagéo nos trés regimes testados e a
instalagao de lesbes de mucosite, com maior prevaléncia no grupo do Busulfan
(FADDA, CAMPUS e PIERFRANCA, 2006).

Foi avaliado o efeito da QT a base de doxorrubicina (DOX) na indugao
da mucosite em tecido epitelial e mesenquimal de ratos BALB/c. Foram
empregadas doses baixas (6 a 4 mg/kg) para um primeiro grupo; doses médias
(8 e 5 mgl/kg), para o segundo grupo e doses altas (10 e 6mg/kg) para o
terceiro grupo experimental, enquanto o grupo controle recebeu volume
equivalente de 0,9% de cloreto de sodio. Os grupos de baixas e altas doses
foram sacrificados nos dias um, dois, trés e sete, enquanto o de dose média
nos dias trés e sete, com segmentos intestinais coletados e congelados em
nitrogénio liquido (80°C), para analise histoldgica e isolamento de proteinas. Os
resultados mostraram que a mucosite apresentou-se muito severa no dia trés e
sua regeneragdo comegou no dia sete, para o grupo de alta dosagem. Houve
diminuicao da apoptose e proliferacao celular, as células epiteliais perderam
seu alto grau de diferenciagdo e apresentaram baixa regulagdo epitélio
especifico Sl, ja nos dias dois e trés; apresentaram decréscimo expressivo de
TFF3 (Fator da Familia Trefoil), peptideo bioativo produzido e secretado pelas
células caliciformes, nos dias um e dois que pode ter sido devido a diminuicéo
da diferenciagao celular ou da prépria diminui¢cdo da secre¢ao do TFF3. O dia
trés apresentou maior severidade com mudangas morfolégicas caracterizadas
por atrofia severa das Vvilosidades intestinais, aumento significativo no
comprimento e perda das criptas, achatamento do epitélio e inibicdo da

proliferagao e diferenciagao no epitélio comprometido (KONING et. al., 2007).
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Apos pesquisa em cortes histolégicos da mucosa do saco jugal dos
hamsters tratados com 5-FU, foi encontrado aumento das células no tecido
subepitelial, dilatagdo vascular e marginagao de leucocitos logo nas primeiras
24 horas ap6s administragdo do quimioterapico, atingindo o DNA das células
em alta replicagéo celular (SONIS, 1998).

Em recente estudo fase Il foi realizada avaliagdo do uso concomitante
de cisplatina (CIX) com 5-FU e leucovorin associados, e intercalados com
irinotecan com 5-FU e leucovorin associados, e docetaxel, combinados com
cisplatina e 5-FU. Foram encontrados graus de toxicidades trés e quatro, 37%
de neutropenia, 4% de diarréia e 9% de estomatite ou mucosite (LOUPAKIS et.
al., 2010).

Uma nova geragcao de agentes antineoplasicos tem sido mais
recentemente empregada. Sao drogas de origem proteica - os inibidores mTOR
- alvo de rapamicina de mamiferos, derivada da proteina serina/thereonina
kinase, presente em todas as células de mamiferos e expressa em muitos
canceres. Avaliados clinicamente ja se tem trés inibidores mTOR, o
temsirolimus, que obtiveram aprovag¢ao do FDA em 2007, para o tratamento de
carcinoma renal avancado; o everolimus, aprovado em 2009, para uso em
pacientes com metastase avancada de carcinoma renal, e em 2011, o FDA
aprovou utilizacao do ridaforolimus para metastase em tecido mole e sarcomas
O0sseos. Estes agentes sozinhos ou combinados com outros agentes
quimioterapicos e terapias alvo estdo sendo investigados para atuar em varias
formas malignas como glioblastomas, melanomas, linfomas e cancer de mama
atualmente (GALANIS et. al., 2005 FAIVRE, KROEMER e RAYMOND, 2006;
BALDO et. al., 2008; GRIDELLI, MAIONE e ROSSI, 2008; MARTINS et. al.,
2013).

Em revisdo atual dos efeitos os dos inibidores mTOR, efeitos adversos
ocorreram em 74.4% dos pacientes (2033/2734), sendo o mais frequente a
mucosite ou como definida mIAS, denominacdo das estomatites associadas
aos inibidores mTOR, com incidéncia de 73,4% (1493/2033). Lesbes descritas

como dolorosas, duradouras e ulceradas, que se assemelham a estomatite
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herpética ou aftosa, e geralmente ocasionando toxicidade dose limitante (DLT),
a depender do inibidor mTOR administrado (MARTINS et. al., 2013).

2.2 MUCOSITE BUCAL

A mucosite bucal (MB) é um efeito toxico que aflige pacientes com
cancer tratados com QT ou irradiacdo de cabeca e pescocgo. Devido a dor
severa, a mucosite interfere na qualidade de vida e nutricido, como também
aumenta o risco de infecgdes nos pacientes imunocomprometidos, devido a
quebra de barreira, que pode ocorrer em mucosa epitelial. Geralmente é fator
limitante da dose, interferindo negativamente na terapia anticancer
(CONSENSUS, 1990; OVERHOLSER, 1995; MIGLIORATI e MIGLIORATI,
2000; RABER-DURLACHER et. al., 2010).

Fatores podem interferir no aparecimento e gravidade da mucosite,
como a idade. Os jovens sdo mais suscetiveis que os idosos, devido ao
numero de mitose no epitélio basal ser maior (SONIS, SONIS e LIEBERMAN,
1978); higiene inadequada; tipo de neoplasia, mais intensa nas leucemias e
linfomas; protocolos de altas doses; exposigdo a agentes fisicos ou quimicos;
desnutrigao protéica e desidratagcédo (LEITE et. al., 1998; RABER-DURLACHER
et. al., 2010). Enquanto algumas pesquisas sinalizam para maior
susceptibilidade em mulheres (ZALCBERG et. al., 1998; VOKURKA,
BYSTRICKA e KOZA 2006), outros autores dizem nao haver influéncia de
género (ROCKE et. al., 1993). Também permanece controversa sua incidéncia
quanto a idade, pois alguns pesquisadores encontraram maior prevaléncia e/ou
severidade das lesbes de MB em adultos (ROCKE et. al., 1993; MCCARTHY
et. al., 1998; ZALCBERG et. al., 1998).

A trombocitopenia causada pela leucemia, linfoma ou mielossupressao,
geralmente ocasiona mucosite acompanhada de sangramento bucal em

pacientes imunocomprometidos. Quando a trombocitopenia é severa predispbe
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0 paciente ao sangramento no simples procedimento mecanico de escovagao
dentaria, aumentando o risco de septicemias (CONSENSUS, 1990;
GALLAGER, 1995; DONNELLY et. al., 2003).

A severidade e incidéncia podem variar de pessoa para pessoa e sua
probabilidade esta diretamente associada ao tratamento indicado. A literatura
estima cerca de 40% de aparecimento de MB em regimes de QT, cujo
aparecimento esta relacionado ao numero de ciclos e toxicidade direta das
drogas administradas. Drogas que diretamente atingem a sintese de DNA
(agentes fase-S especificos), como o 5-FU, metotrexato (MTX) e citarabina,
provocam maiores efeitos estomatotéxicos. Doses continuas ou in bolus,
diminuem o risco de aparecimento da MB comparadas a infusdes repetidas em
doses baixas e prolongadas do agente citotoxico (PETERSON,1999). A
incidéncia sobe para 76% nos pacientes sob regime de altas doses de QT
durante transplante de medula 6ssea; e de 30% a 60% em pacientes sob
regimes de radioterapia em cabecga e pescoco, alcangando patamares maiores
que 90% quando a QT é concomitante (BERGER e KILROY,1997;
WILKES,1998).

Ha variacdo nos fatores predisponentes ao aparecimento de MB apds
QT e radioterapia, mas acredita-se que sua ocorréncia pode alcancar niveis
maiores que 75% na populagcdo com doencga periodontal crbénica. Ja nos
individuos nado fumantes e naqueles com cuidados adequados de higiene
bucal, a incidéncia definitivamente é reduzida (SONIS et. al., 1999, BARASCH
e PETERSON, 2003).

A MB tem como potenciais consequéncias a dor severa, o aumento do
risco de infeccdo local e sistémica, comprometimento bucal e da funcao
faringeana e sangramento, que afetam a qualidade de vida e podem prolongar
o tempo de internamento. Com isso ha aumento também no custo do
tratamento. Nos pacientes em imunossupressao e mielossupressao, a infeccao

representa um risco significante que causa morbidade e até mortalidade
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(EPSTEIN e SCHUBERT, 1999; MIGLIORATI, 2006; LALLA, SONIS e
PETERSON, 2008; RABER-DURLACHER et. al., 2010).

A resposta tecidual, no caso da MB, é fator limitante a radioterapia e QT,
com respostas desiguais a depender do tecido. Existem zonas mais sensiveis,
como a mucosa do palato mole e assoalho bucal, e outras mais resistentes,
como o dorso da lingua (GRINSPAN, 1982 e 1991, LALLA, SONIS e
PETERSON, 2008).

Estima-se que cerca de 50% dos pacientes com cancer desenvolvam
efeitos agudos ou crénicos, nas terapias de radiacdo e quimioterapia sistémica.
Podem ser citados: ulceragcbes na mucosa, alteracbes Osseas, defeitos no
desenvolvimento dentario, sangramento, infeccbes de origem bacteriana,
fungica ou viral, deficiéncia nas glandulas salivares, caries de radiacéo e
doencgas periodontais. Complicagdes agudas podem aparecer como: perda do
paladar, perda de apetite, dificuldade na degluticdo, nauseas, perda de peso e
trismos (CARL,1993; SCULLY e EPSTEIN,1996; MIGLIORATI e MIGLIORATI,
2000; RABER-DURLACHER et. al., 2010).

Sobre a desorganizagao da estrutura celular apds radioterapia e QT,
observam-se alteracbes por toda a mucosa bucal que variam de discreto
desconforto até lesdes ulcerativas severas. Em seu aspecto macroscoépico
estas lesbes aparecem eritematosas e em estagios mais severos, as
ulceracbes sdo recobertas por membranas fibrino-purulentas extremamente
dolorosas, que se convertem em nichos ou vias potenciais para infecgdo. A
mucosite geralmente se desenvolve a partir da segunda semana do inicio da
radioterapia e logo na primeira semana da QT (RABER-DURLACHER et. al.,
2010). Mais frequentemente em mucosa jugal, assoalho bucal, palato mole e
borda lateral da lingua. Com o aumento da sensibilidade na mucosa bucal,
surge a dificuldade na higiene e consequentemente inicia-se 0 processo
instalagao e proliferagdo de microrganismos oportunistas. Com a diminui¢gao do
fluxo salivar e de seus elementos de defesa, a mucosa bucal torna-se ainda

mais vulneravel a acdo dos microrganismos, comumente infeccbes por
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Candida albicans, além da formacado de bolhas, descamacgado, ardéncia na
regido, dor e necrose (LOPES et. al., 1998; DONNELLY et. al., 2003).

A microbiota bucal pode também ter seu papel na progressao da
destruicdo da mucosa, como sugerido em estudos com bactérias gram-
negativas, na mucosite radioinduzida. Uma pobre higiene bucal é associada a
mucosites mais severas. Intensa higiene bucal tem sido recomendada para
reducdo da MB, em pacientes submetidos ao transplante de medula Gssea
(TMO), enquanto ndo ha sangramento provocando risco de bacteremias
(BOROWSKI et. al., 1994).

A mucosite é fator de desconforto e limitagdo do tratamento. Como as
células da mucosa possuem um alto indice de proliferacédo e se renovam em
um periodo de sete a 14 dias; durante o tratamento quimioterapico ha
interferéncia da droga em relagao ao ciclo celular, impedindo sua renovacgao e
favorecendo o aparecimento da mucosite. (CONSENSUS, 1990; PLEVOVA,
1999; BARACAT et. al., 2000; KEEFE et. al., 2007; RABER-DURLACHER et.
al., 2010).

O efeito citotoxico da QT na replicacdo das células da mucosa bucal
pode resultar em MB severa. O paciente sente uma sensagao de queimacgao na
mucosa com aproximadamente uma semana de administracdo da droga
quando a mucosa pode parecer eritematosa. A lesdo subsequente € a ulcera,
que pode ser focal ou se estender aos tecidos adjacentes. As alteracoes
histologicas associadas com estes achados clinicos na maioria das vezes
incluem: degeneracdo de colageno, degeneragcdo das glandulas salivares
menores, atrofia epitelial e displasia. Uma vez ulcerada a mucosa bucal pode
ser secundariamente infectada durante as granulocitopenias. Entdo as
mucosites induzidas por drogas representam uma porta de entrada para as
infeccbes sistémicas (PETERSON, 1990, 1999; SCULLY e EPSTEIN, 1996;
EDUARDO, 2003).

Complexas hipoteses vém sendo propostas para explicitar o mecanismo

pelo qual a MB se desenvolve e é resolvida, didaticamente dividida em quatro
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fases (SONIS, 1998): fase inicial de inflamacao ou fase vascular; fase epitelial;
fase ulcerativa ou bacterioldgica e fase cicatricial. Na primeira ha liberagao de
citocinas, interleucina 1 (IL1), com estimulo da vascularizagdo subepitelial e
maior concentragcao de agentes citotdéxicos da QT. Concomitantemente ocorre
aumento dos fatores de necrose tumoral (TNF), caracterizando a fase
inflamatdria. Na fase epitelial diminui a proliferacdo celular, desnudando um
epitélio delgado, tornando-o atrofico e provocando uma mucosa eritematosa
devido ao aumento da vascularizagdo local. Sequencialmente pode-se
desenvolver a fase ulcerativa, muito debilitante e bastante sintomatica,
coincidindo com o periodo de maior neutropenia, com inibicdo das respostas
imunologicas e formagao de ulceras que poderao ser contaminadas por fungos
e bactérias e provocar infeccbes locais e septicemias, e maior agravamento
dos quadros. A fase cicatricial sucede promovendo neoformacao vascular,
aumento da proliferagcdo celular, de fibroblastos e com a normalizagcao das
taxas sanguineas (DONNELLY et. al., 2003).

Porém, apos pesquisas mais elucidativas, foi proposto um rearranjo
dessas fases (SONIS, 2004), descritas em cinco estagios como: fase de
iniciacao, fase de resposta primaria ao dano, fase de amplificagdo dos sinais,
fase de ulceracdo e fase de cura. A primeira ocorre logo que a QT ¢é
administrada e imediatamente as células da camada basal sofrem alteracao,
principalmente com drogas que atuam diretamente no DNA das células,
derivando radicais livres e instalando-se a mucosite propriamente dita. Entdo a
fase de resposta primaria € iniciada com ativacao das citocinas, IL -1p e IL-6,
além do TFN, do Fator Nuclear kappa B (NF-kB) e de proteinas pro-
inflamatorias agressoras deste epitélio e conjuntivo, e, promotoras de
apoptose; diminuindo a proliferacao e diferenciacao celular local. As lesdes se
amplificam nesta fase, principalmente por falta de resposta imunoldgica
adequada, ja que este sistema se encontra debilitado também em virtude da
QT. Macréfagos sdo encontrados e a resposta inflamatéria € ampliada em
epitélio e endotélio, ou seja, fase de amplificagdo. Na fase seguinte Ulceras séo
formadas, expondo ainda mais a integridade da mucosa e suas terminagdes

nervosas, podem se tornar porta de entrada para reinfecgdes bacterianas nos
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pacientes neutropénicos e significar situagdo de risco para septicemias. Com
as taxas das células brancas em estabilidade inicia-se a ultima fase, a de cura,
e O processo comega a regredir ocorrendo a reparagdo epitelial. A
sintomatologia do quadro, que € iniciada com ardéncia, aparecimento de
eritema, Ulceras e dor intensa, chega ao fim com o retorno as condi¢des de
normalidade e caracterizagao dos diversos graus de mucosite (DONNELLY et.
al., 2003; SONIS et. al., 2004).

Recentes pesquisas tém elucidado que as vias associadas a moléculas
pro-inflamatérias, incluindo ciclo-oxigenase 2, Fator Nuclear Kappa B (NF-kB),
e a IL6, como reguladores da MB. Estes representam potenciais alvos
terapéuticos para novos tratamentos (SONIS et. al., 2007; LOGAN et. al.,,
2007).

Entre as drogas quimioterapicas que tipicamente causam a MB incluem-
se: MTX, DOX, 5-FU e bleomicina. Embora seja dificil se predizer quais
pacientes em regime de QT com estas drogas irdo desenvolver a mucosite,
estudos sugerem ser uma pobre higiene bucal um fator predisponente
(PETERSON, 1990,1999; FREIRE, 2004).

Muitas metodologias tém sido descritas para quantificar a severidade da
MB e, de maneira geral, os autores nao citam o grau nem o nivel. Via de regra,
ha associagdo com os efeitos colaterais generalizados, disturbios da fala,
mastigacdo, entre outros. Autores citam dados imprecisos de dificil
interpretacédo, quando se referem a eritema leve ou pronunciado. Enfatiza-se a
importancia da graduagdo da mucosite e classificagdo segundo relagdo
dose/resposta como sendo nos niveis zero, um, dois, trés e quatro. O nivel
zero, sem alteragao. O nivel um, com leve eritema. O nivel dois, presencga de
eritema pronunciado. O nivel trés, a mucosite com manchas espalhadas. O
nivel quatro, apresentando mucosite confluente e placas com 5 milimetros
(VAN DER SCHUEREN et. al., 1990; SPIKERVET,1991).

A graduacado da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), em 1979,

permanece a mais utilizada e categoriza os quadros de MB nos graus de zero
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a quatro. O grau zero indica nenhuma alteragdo; o grau um, se refere ao
aparecimento de ulceracdo e eritema; no grau dois, observa-se eritema e
ulcera causando dificuldade de ingestdo de solidos; no grau trés, as ulceras
presentes impossibilitam a ingestao de sélidos e no grau quatro, a alimentacao

esta impossibilitada.

Outro método para quantificar a alteragao tecidual da MB na cavidade
bucal foi idealizado por Hickey, ja em 1982, quando classificou em graus zero,
um, dois e trés; no grau zero nao existe estomatite; no grau um, a area
gengival esta irritada ou o paciente se refere a leve sensagéo de queimagao ou
desconforto na cavidade bucal; no grau dois o eritema é moderado e
ulceragdes ou manchas brancas estdo presentes; o paciente se queixa de dor,
mas pode comer, beber e engolir. No grau trés, observa-se grave eritema e
ulceracdes ou manchas brancas; o paciente se queixa de intensas dores e nao

consegue comer beber ou engolir (CARL, 1983).

O Instituto Nacional do Cancer norte-americano (NCI, 2004),
estabeleceu um critério de toxidade para graduar as estomatites, de graus um
a quatro como: grau um, ulceras sem dor, eritema ou dor moderada; grau dois,
quando ha eritema doloroso, edema e ulcera, mas capacidade de se alimentar;
grau trés, com sintomatologia e incapacidade de alimentagéo; grau quatro, o

paciente requer alimentagao parenteral ou enteral.

O sistema de graduacao de MB na terapia de radiagdo oncoldgica foi
dividido em duas categorias de total e funcional, onde a primeira € acessada
pelo profissional de saude e a segunda pelo paciente. Nesta classificacédo o
profissional gradua de zero a quatro: sendo grau zero, sem sintomas ou sinais;
grau um, presenca de eritema doloroso; grau dois, lesdo de mucosite em
menos da metade da mucosa; grau trés, mucosite fibrinosa em mais da metade
da mucosa e grau quatro, mais da metade da mucosa bucal com presenca de

hemorragia e ou necrose nas lesdes (NCI, 2004).

Em férum de enfermagem oncolégica foi proposto o Guia de Acesso
Bucal (OAG); (EILER, BERGER e PETERSON, 1988). Este € um dos escores
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utilizados para quantificar e pesquisar o tamanho, severidade e tratamentos
propostos para lesbées de MB. O escore varia de de zero a trés, onde zero
indica nenhuma les&o; um, lesdo menor que 1cm2; dois, caracteriza lesdes
entre 1 e 2 cm? e trés, quando apresentam-se maior que 3 cm? Ja a
caracterizagcdo do eritema é graduado de zero a dois, onde zero refere-se a
auséncia de eritema, um, eritema moderado e dois, eritema severo. (SONIS et.
al., 1999).

Muitas variedades de escalas estdo sendo utilizadas como medidas para
averiguar a extensdo e severidade da MB, tanto na pratica clinica quanto em
pesquisas. A escala da OMS é simples e adequada ao uso na pratica clinica
diaria, sendo uma combinacdo objetiva e subjetiva. A do NCI e CTCAE
(Common Terminology Criteria for Adverse Events), versao 3.0, inclui
separadamente anadlises objetiva e subjetiva para MB. Uma escala bem
recomendada em estudos multicéntricos, por sua grande reprodutibilidade
interobservadores, e grande correlacdo objetiva dos graus de MB, avaliando
eritema e ulceragdo em nove diferentes sitios da cavidade bucal, bem como
dos sintomas subjetivos dos pacientes é a da OMAS (Oral Mucositis
Assessment Scale), recomendada para propositos de pesquisa (SONIS et. al.,
1999). Também na avaliacdo da severidade e toxidade comum da MB, a escala
da ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) € indicada (LALLA, SONIS e
PETERSON, 2008).

Para avaliar experimentalmente a MB, um modelo animal foi formulado
para pesquisas aplicado até atualidade e com algumas modificagdes (SONIS,
1990; SONIS et. al., 2000). Neste estudo, os hamsters foram eleitos e o regime
de QT a base de 5-FU, com injegao intraperitoneal (IP) 60mg/Kg nos dias zero,
cinco e dez; ranhuras com agulha foram confeccionadas por um, dois ou trés
dias nas mucosas jugais e com sacrificios para analise histolégica das
mucosas nos dias zero, dois, cinco, dez, 12, 14 e 16, quando também foi
realizada coleta de sangue para avaliagédo. Trés dias apos a QT foi verificado
eritema, sem ulceracdo do epitélio; no dia cinco, eritema com areas de

abcesso; dia sete, ruptura do epitélio e ilhas de necrose. Houve progressao do
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quadro caracterizada por amplas areas de ruptura epitelial e necrose superficial
no dia nove, culminando com a reparagdo tecidual. Na analise histologica
observou-se epitélio paraqueratinizado e areas de degeneracao hidrépica
foram encontradas nos dias dois e cinco da pesquisa. Os capilares estavam
dilatados e preenchidos por eritrocitos. Observou-se ainda infiltrado de
linfécitos e macrofagos, assim como infiltrado de leucocitos polimorfonucleares
nas regides de abcesso. No dia 14° o tecido apresentava destruigéo epitelial e
ulceragao, sem, no entanto, apresentar infiltrado inflamatério intenso, além de
serem observadas areas de infeccdo e extensas degeneragdes teciduais,

caracterizadas por colénias de microorganismos e epitélio necrotico.

Atualmente uma nova geracdo de lesdes bucais estdo sendo
investigadas e associadas ao uso dos inibidores mTOR, caracterizadas como
aftas e também clinicamente distintas das lesbes de mucosite induzidas por
QT. Os EAs mais desenvolvidos com os inibidores mTOR sao: estomatites,
erupcdes cutaneas, hiperglicemia, trombocitopenia, fadiga e anemia. As
estomatites sdo as maiores responsaveis pela DLT da terapia e foram
denominadas inibidor mTOR associado a estomatites, mIAS. (SONIS et. al.,
2010; DE OLIVEIRA et. al., 2011; FERTE et. al., 2011).

Nenhuma parte do corpo reflete as complicacbes da QT para o cancer
tédo visivel e tao nitido como a boca. A infecgdo, hemorragia, citotoxidade,
nutricdo e sinais neurologicos da toxicidade das drogas quimioterapicas sao
refletidas na cavidade bucal com mudancas de coloragdo, caracteristicas,
conforto e continuidade da mucosa. Em ambas as terapias, QT e RT, as
complicagdes bucais variam em padrdo, duragdo e numero; e nem todo

paciente é susceptivel a desenvolver todas as complicagdes (DREIZEN,1990).

Os sinais e sintomas mais observados na mucosite sao: queixa de dor,
hiperemia, edema, sialorréia e ulceracdo. A infeccdo secundaria e a
hemorragia podem comprometer a alimentagcdo, comunicagdo verbal, higiene

bucal e a auto-imagem. Quando associada a mielodepressao e ao trauma da
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mucosa, pode desencadear a contaminacao das ulceras por bactérias, virus e
fungos (PLEVOVA, 1999; BARACAT et .al., 2000).

Foi verificado que a MB piora a qualidade de vida pela dificuldade na
alimentacao, degluticdo, fala e ainda causa disturbios de sono. Predispde o
individuo a infeccbes locais e sistémicas, podendo levar a interrup¢cao do
tratamento de radioterapia e QT. (CENGIZ et. al.,, 1999; NOTTAGE et. al.,,
2003).

Em tratamentos de cancer na regido nasofaringea, foi investigada a
doenca periodontal e saude bucal dos pacientes. Os resultados mostraram que
42% desenvolveram candidiase e 21% apresentaram limitagdo da abertura
bucal. No final do tratamento foi notada a diminuicdo da capacidade tampao,
pH e fluxo salivar, com sensivel aumento da presenca de Streptococus mutans
e Lactobacilus sp., em 25% dos casos (SCHWARZ, 1999).

Os pacientes deveriam ser encorajados a realizar exame clinico
bucal minucioso com identificacdo de problemas que possam acarretar
complicagdes, antes do inicio do tratamento oncolégico propriamente dito. Na
presenca de infecgoes € imprescindivel a rapida instituicao de antibioticoterapia
e intervencbes para prevenir infeccoes sistémicas, além de orientagdes de
controle bucal durante curso do tratamento (SCULLY e EPSTEIN, 1996;
CHENG et. al.,, 2001; FREIRE, 2004). A mais importante instrucdo € a
escovacgao correta com escova macia e pasta fluoretada, com os devidos
cuidados de horario e troca mensal da mesma, além das orientagdes sobre
dieta e nutricdo balanceada (WILKES, 1998).

2.2.1 Tratamentos Indicados

Um guia de aplicagbes e cuidados clinicos foi desenvolvido e aprovado
pela FDA, visando uma revisdo atualizada dos diferentes métodos para terapia
da mucosite, o MASCC/ISOO (Mucositis Study Group of the Multinational
Association for Supportive Care in Cancer / International Society of Oral
Oncology). Este guia divide o manejo do tratamento da MB no suporte
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nutricional, controle da dor, descontaminacao bucal, paliativos para xerostomia,

sangramento bucal e intervencdes terapéuticas (KEEFE et. al., 2007).

Dentre as muitas técnicas para tratamento da MB, os protetores de
mucosa sdo muito citados. Os mecanismos de defesa da mucosa bucal séo
aumentados pelo acumulo de neutréfilos ativados subsequentemente pela
administracdo sistémica e/ou local do Fator Estimulador de Colénia de
Granuldcitos (G- CSF) e pelo Fator Estimulador de Coldnia de Granuldcitos e
Macrofagos (GM-CSF). As administragdes topicas destes fatores apresentaram
efeitos promissores na mucosa (RADERER et. al.,, 1997; VAN DER LELIE et.
al., 2001). Quando o GM-CSF integrou a férmula de enxaguatérios bucais
aliviou os sintomas da MB sem demonstrar acumulo nas contagens sanguineas
de neutrdfilos (BEZ et. al., 1999). A primeira investigacao sobre diminuicdo de
incidéncia de MB (- 75%) foi apds uso do G-CSF em regimes de QT a base de
M-VAC (metotrexate, vinblastina, DOX e cisplatina) (ANTMAN et. al., 1988).
Efeito similar foi encontrado com o GM-CSF em regime com DOX, isofosfamida
e dacarbanzine. J& em pesquisa randomizada com QT a base de PFL
(cisplatina, fluorouracil e leucovorin), indicados em céncer de cabeca e
pescoco, 11 pacientes apos uso do GM-CSF apresentaram reducido na
severidade e duragdo da MB. (CHI et al, 1995; BEZ et al, 1999). Porém ainda é
contraditoria a afirmacédo de que os fatores G-CSF e GM-CSF administrados
via topica ou intravenosa possam beneficiar as lesbes de MB (DUNCAN e
GRANT, 2003).

Palifermin € uma nova opgao medicamentosa para regimes de altas
doses de QT, transplante autégeno de medula e na onco-hematologia. Trata-se
de um recombinante humano do fator de crescimento de queratindcito, ja aceito
pelo FDA e incluso no guia terapéutico MASCC/ISOO. Induz a proliferacao
celular, aumentando a espessura do epitélio e reduzindo o dano no DNA.
(SPIELBERGER et. al., 2004).

A amifostina € outro agente antioxidante que mostrou resposta

satisfatdéria como protetor local da mucosa bucal, quando do tratamento da
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radioindu¢cdo. Demonstrou ser protetora das glandulas salivares e ter potencial
para proteger a mucosa bucal em combinagdo com a carboplatina (VACHA et.
al., 2003; BUENTZEL et. al., 2006). Porém nao houve comprovagéao suficiente
para sua inclusao no guia MASCC/ISOO (LALLA, SONIS e PETERSON, 2008).

A hiposalivacdo acarreta desconforto e cuidados, podendo agravar a
inflamacao tecidual, aumentando o risco de infeccdo local e tornando a
mastigacao mais dificil. Para abrandar esta sintomatologia sédo indicados além
da saliva artificial, consumo constante de liquidos, chicletes sem acgucar e os
enxaguatorios (LALLA, SONIS e PETERSON, 2008). A xerostomia provocada
pela radiacao é de rapida instalagao, o fluxo salivar decai cerca de 57%, apos a
primeira semana e 76%, depois de seis semanas, em trés anos pode chegar a
reducéo de 95%. O pH salivar diminui para cinco ou quatro (JOHNSON et. al.,
1993). Para seu tratamento foi preconizada a administracdo de pilocarpina via
oral, 5mg, trés vezes ao dia, durante a radioterapia, como efetivo agente para
tratamento da xerostomia, que pode aparecer de forma transitéria ou
permanente, aumentando o fluxo salivar e reduzindo a severidade dos
sintomas (SPIKERVET et. al.,, 1991). Este antagonista colinérgico estimula a
secrecao salivar, com rapido aumento do fluxo e o nivel de pico mantido por
uma a duas horas. Como efeito adverso mais comum do uso da pilocarpina foi
observado a sudorese. Nenhuma evidéncia de intolerdncia a droga foi
verificada durante sua administragao prolongada por mais de cinco meses. Em
estudo comparativo entre a agcado da pilocarpina e da saliva artificial, como
medidas para diminuicdo da xerostomia e restabelecimento da barreira natural
na microbiota, os autores concluiram que os enxaguatoérios bucais contendo

pilocarpina a 5mg mostraram-se mais eficientes (DAVIES e SINGER, 1994).

A reducgao do fluxo também se relaciona com a dose, a duragédo da
terapia e se reflete no processo da inflamagao e nas alteragdes degenerativas
provocadas nas células salivares e do ducto que tém seu arranjo celular normal
substituido por residuos do ducto, tecido conjuntivo fibroso e infiltrado
linfoplasmocitario (SCARANTINO et. al., 2006).
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A descontaminacdo bucal €& fator essencial na diminuicdo do
aparecimento e severidade da MB. Foi hipotetizado que a colonizacao
microbiana nas lesbes exacerba sua severidade, entdo por sua vez, a
descontaminacéo da cavidade bucal pode ajudar a reduzi-la (LALLA, SONIS e
PETERSON, 2008).

Para o controle do aumento da microbiota bucal preconizou-se o uso de
clorexidina (CHX), com polimixina E, tobramicina e anfotericina B associados,
pois a saliva dificulta a acdo da CHX e esta reduz a aderéncia de bactérias nas
células da mucosa bucal. Ja o propanteline, agente anticolinérgico causador de
inibicdo do fluxo salivar e xerostomia, foi pesquisado para uso pos-QT com
etoposide, pois é sabido ser uma droga muito excretada pela saliva. Com seu
uso foi verificado diminuicdo do aparecimento e severidade da MB (AHAMED
et. al., 1993) .

Resultados favoraveis foram encontrados com o uso tépico de CHX na
mucosa bucal como medida efetiva de controle da mucosite, com a reducéo de
Streptococcus mutans e Lactobacillus sp. na microbiota (EPSTEIN et. al.,
1991). O uso de enxaguatérios bucais a base de CHX reduz a colonizagao
bacteriana e fungica na cavidade bucal (ADDY e MORAN, 1997). Estas
bactérias gram negativas tem papel na patogénese da MB, controladas podem
prevenir e diminuir sua severidade (WIJERS et. al., 2001). Nos ultimos anos
novas formulagdes com CHX foram desenvolvidas com o intuito de diminuir
seus efeitos secundarios, como exemplo a retirada de alcool. Para aumentar
seu efeito antimicrobiano houve a adigdo de outros agentes, como o cloreto de
cetil piridinio (CPC) (HERRERA et. al., 2003; PITTEN et. al., 2003). Pode-se
associar a CHX a nistatina e ao cetoconazol para o combate dos fungos
oportunistas. Edulcorantes, pastilhas bucais contendo glicerina e um substituto
da saliva a base de carboximetilcelulose, sorbitol e sais foram indicados para
alivio da sintomatologia, cobrindo e lubrificando a mucosa bucal. Alimentos
com molhos, caldos, leite e fluidos que auxiliem umedecendo os alimentos e
assim facilitem a mastigacdo e degluticdo também sdo recomendados
(LANZOS et. al., 2010).
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Como medida auxiliar na remocéao de células necréticas, que servem de
substrato para manutengdo dos microrganismos indesejaveis na microbiota
bucal, a higiene por bochechos com solu¢gdes antisépticas € indicada
(PINDBORG, 1993). Mas, atualmente ja ndo se recomenda nenhuma solugao
com base alcodlica e mesmo a CHX, esta contraindicado seu uso tépico no
caso das lesbes de mucosite presentes na cavidade bucal, ndo sendo uma
recomendagdo do guia MASCC/ISOO (KEEFE et. al, 2007; RABER-
DURLACHER et. al., 2010).

Metaboalito do alopurinol, a oxypurinol, inibe enzima envolvida na sintese
da pirimidina, que por sua vez leva ao acumulo intracelular de acido oratico.
Este composto inibe a ativacdo do 5-FU para monofosfato fluorouracil e assim,
diminui a toxicidade do 5-FU (LOPRINZE et. al., 1990). Se por um lado em
estudo piloto realizado apresentou beneficios na administracdo de
enxaguatorios a base de alopurinol, a NCCTG examinou aumento nas taxas de
mucosite induzida por 5-FU em pacientes que fizeram uso de enxaguatorio
com a mesma base (BLEYER, 1990).

Com atencao ao fato da mucosite ser essencialmente influenciada pela
infeccdo e como medidas de desinfecgdo, para diminuicdo da severidade,
bochechos com iodo-povidona (1:8) diluidos em 100ml de agua esterilizada
foram sugeridos quatro vezes ao dia. Método facil, barato e seguro, além de
eficiente em regimes RT/QT (ADAMIETZ et. al.,1998). Em estudo multicéntrico
randomizado e em regimes de altas doses de QT, quando comparado a
enxaguatorio bucal salino, mostrou controle sobre a MB (VOKURKA et. al.,
2005).

Foi sugerida a utilizagao de sucralfato, com o uso de enxaguatorios para
diminuir intensidade e desconforto bucal. Por ser um método pouco oneroso e
facil de administrar, sem efeitos colaterais sérios, pode ser usado
rotineiramente (CENGIZ et. al., 1999; NOTTAGE et. al., 2003).

A camomila (Matricaria chamomilla) e seus efeitos benéficos ja foi motivo
de simpdsio (KLASCHKA e MEDIANO, 1987). Seus agentes medicinais ativos
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como camazulene, a- bisabolol, oxido de bisabolol, espiroéteres e flavondides
indicados como agentes medicinais por séculos pelas propriedades
antifungicas, antibacterianas e anti-inflamatorias; também foi indicada em MB.
Em estudo fase Il foi comparada com enxaguatorio bucal placebo, a camomila
nao representou efeito mucosite inibitério (FIDLER et. al., 1996). O efeito do
mel de abelhas também foi testado, mas nao mostrou evidéncias
comprobatérias para emprego em estudo preliminar (BISWAL, ZAKARIA e
AHMAD, 2003).

A crioterapia também é indicada nos regimes de quimioindugéo de MB,
pois com o frio ha a diminuicao do fluxo sanguineo local reduzindo assim a
concentracao de agentes quimioterapicos na mucosa bucal; como examinado
na pesquisa desenvolvida para prevencao de mucosite causada pelo
quimioterapico 5-FU (ROCKE et. al.,1993, RABER-DURLACHER et. al., 2010).
O grupo NCCTG conduziu estudos em 95 pacientes sob regime de QT a base
de 5-FU e foi pontuada uma reducao de 50% de mucosites com a crioterapia
(MAHOOD et. al., 1991).

2.2.1.1 Fotobiomoduladores LASERs e LEDs

O laser de hélio-nednio foi utilizado para prevenir mucosite, quando se
fez referéncia de que além deste procedimento ser muito bem tolerado em
todos os casos, também reduz significativamente a dor da mucosite pés-RT e
QT (COWEN et. al, 1997). Os estudos se multiplicaram na area de
fotobiomodulagéao tecidual e hoje tanto as luzes lasers quanto os diodos LEDs,
constituem foco crescente de investigagdo (WHELAN et al, 2002; EDUARDO,
2003; FREIRE, 2004; MIGLIORATI, OBERLE-EDWARDS e SCHUBERT, 2006;
KELNER e CASTRO, 2007; SACONO, 2007).

Os processos envolvidos na fotobiomodulagdo a laser, ja estudados
desde o século passado, tém comprovadamente a capacidade de estimular a
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proliferacdo celular em culturas, modelos animais e quando clinicamente
testados (ABERGEL et. al., 1986,1987; CONLAN, RAPLEY e COBB,1996;
BAGNATO et. al., 2008; PINHEIRO et. al., 2010). As técnicas fotbnicas atuam
de maneira a favorecer o processo cicatricial em regides de hipdxia, isquemia e
infectadas, onde funcionam como organizadores celulares, promovendo a
biomodulagdo dos tecidos pelo incremento da circulagdo sanguinea local, o
que por sua vez estimula mitoses celulares, oxigenacdo via citocromo C
oxidase, angiogénese, producdao de fibroblastos e sintese do colageno
(MESTER et. al., 1973, 1978; SMITH, 1991; KARU, 1989, 1999, 2003).

O laser tem as propriedades de monocromaticidade, coeréncia e
colimacgao. A primeira diz respeito aos fétons de mesmo comprimento de onda,
coeréncia significa mesmo comprimento de onda se propagando na mesma
direcdo em fase no tempo e no espaco e colimacido ou direcionalidade, séo
fétons emitidos em uma unica diregdo e sem divergéncias significativas. A
polarizacdo € verificada em alguns sistemas lasers e pode ser conseguida
através de filtros polaréides ou outros componentes opticos. O feixe de luz
laser teve suas primeiras aplicacdes nas areas biomédicas com o uso dos
efeitos térmicos, quando a energia dos fétons absorvidos se transforma em
calor, devido as altas poténcias de alguns tipos de lasers usados para coagular
ou vaporizar tecidos biolégicos (ZEZELL, 2001; RIBEIRO e ZEZELL, 2004).

Os lasers de baixa poténcia, laserterapia, soft lasers, lasers de baixa
intensidade modificada, lasers terapéuticos, LILT, LLLT, (low-intensity laser
therapy), laser de bioestimulagdo ou de biomodulagéo, sao utilizados
excluindo-se a possibilidade de manifestacdo dos efeitos térmicos, e a
interacdo da luz com o tecido podera promover alteragées que culminem em
efeitos analgésicos, antiinflamatérios, antiedematosos e cicatrizantes
(CRUANES, 1984; TRELLES, 1990; LIZARELLI E MACIEL, 2008). Ainda nao
ha padronizagdo em sua nomenclatura e atualmente o termo

fotobiomoduladores caracterizam melhor estes lasers (PINHEIRO et. al., 2010).
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No espectro de absorgdo de um sistema biolégico a radiagdo pode ser
absorvida para produzir uma mudanca fisica e/ou quimica e consequente
resposta bioldgica observavel; a depender do comprimento de onda, dose ou
fluéncia (densidade de energia), intensidade (densidade de poténcia), regime
de operacdo do laser, taxa de repeticdo ou frequéncia do pulso e
caracteristicas Opticas do tecido, como o coeficiente de absor¢cdo e
espalhamento, para que se possa estabelecer o numero de tratamentos e dose
6tima de radiacao para cada quadro especifico, motivo pelo qual se encontra
dificuldade em padronizagédo dose/afecgdo, (CRUANES, 1984; ABERGEL,
GLASSBERG e UITTO, 1988; SMITH, 1991; RIBEIRO e ZEZELL, 2004, MAS,
2010).

Os resultados da energia dos fétons absorvidos pelas células no tecido
irradiado, ou seja, mecanica quantica de absorgdo, em terapias com laser
biomoduladores sao os efeitos fotoquimicos (células eucariontes e interior das
mitocdndrias), fotofisicos (células procariontes na membrana citoplasmatica) e
/ou fotobioldgicos, excluindo-se os efeitos térmicos. Estes efeitos resultam na
ativacdo da microcirculacdo local, promovendo aumento da atividade
fibroblastica, reduzindo ou eliminando edemas, estimulando linfécitos, ativando
mastoécitos, aumentando a produgao do horménio ACTH, aumentando o ATP
mitocondrial, e a proliferagdo celular, bem como incremento da atividade de
sintese do DNA com estimulo a producao de RNA; assim, auxiliam de maneira
significativa no processo de reparo tecidual e diminuicdo de quadros de dor,
quando corretamente aplicados, como comprovaram diversos autores
(MESTER et. al., 1972, 1973 e 1978; BENEDICENTI, 1982; MAYAYO, 1984;
SMITH-AGREDA et. al.,1986; ABERGEL et. al., 1986, 1988; BRADLEY, 1996;
KARU,1989, 1995 e 1999; BAGNATO et. al., 2008; PINHEIRO et. al., 2010).

Em se analisando as trés fases do processo de reparo tecidual: a
primeira de perda do substrato, a segunda de proliferagao celular e a terceira
de remodelacdo tecidual; os estudos sugerem que o efeito biomodulador do
laser promova desencadeamento primario da fase de proliferacdo celular do

processo cicatricial. Tem sido demonstrado que a luz vermelha age
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primeiramente na membrana celular, reequilibrando seu potencial; enquanto
que a luz laser infravermelha interage com as mitocondrias e aumenta o
metabolismo da cadeia respiratoria, o que por sua vez aumenta a forga proton-
motora, interferindo no potencial elétrico da membrana mitocondrial, na acidez
do citoplasma e quantidade de ATP intracelular (KARU, 1989; TAMURA, 1993;
LIZARELLI e MACIEL, 2008). Sequencialmente toda uma cadeia de eventos
intracelulares € estimulada como o aumento do H* intracelular, provocando
mudangas na bomba de Na* e K*, que por sua vez altera a permeabilidade dos
jons de Ca®" para o meio intracelular elevando o nivel de nucleotideos ciclicos,
que modulam a sintese de DNA e RNA. Como resposta verifica-se nas
pesquisas a proliferacdo de fibroblastos, adeséo e sintese de procolageno e
colageno, estimulo de macroéfagos, linfécitos, producdo de matriz extracelular,
assim como fatores de crescimento diversos, como KTP (Proteina
transcripcional de queratindcitos), TGF (fator de transformacgao do crescimento)
e PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas) que continuam sendo
estudados e elucidados (MESTER et. al., 1973 e 1978; LUBART et. al., 1992;
YU, NAIM e LANZAFAME,1994; SOMMER et. al. , 2001, BAGNATO et. al.,
2008).

Na avaliacdo do tecido epitelial em modelo animal, apdés a
fotobiomodulacdo percebe-se ja no terceiro dia a aceleracdo do processo
inflamatério agudo; no sétimo dia o epitélio torna-se acantético com
proliferagdo da camada basal e tecido conjuntivo denso, ja se assemelhando a
um processo inflamatério crénico. As células vacuolizadas com nucleo
picnotico e tecido conjuntivo entram em normalizagdo no décimo quarto dia,
finalizando cicatrizacdo com atrofia epitelial e fibrose tecidual no vigésimo
primeiro dia e vigésimo oitavo do processo, quando histologicamente

verificados os comprimentos de onda 660nm e 780nm (SILVA et. al., 2007).

Foi mostrado que a luz laser incidindo perpendicularmente a superficie
da pele, apresenta de 4 a 7% de reflexdo difusa e o calculo da fragdo que
penetra na epiderme e derme é de 93 a 96% da luz incidente, quando sofre
espalhamento ou absorcédo. Pode-se ressaltar ainda que em comprimentos de
onda na faixa de 590um e 1.5um a profundidade de penetracédo no tecido varia
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entre 2 a 8mm e o espalhamento predomina sobre a absorcdo da luz
(CASTRONUOVO e GIAVELLI, 1992). Pesquisas sdo encontradas para
avaliagao do escaneamento da luz com medidas de espectroscopia (CHANCE
et. al.,, 1988; BEAUVOIT e CHANCE, 1994; BEAUVOIT et. al., 1995) e
demonstraram que a maioria dos fotons em comprimentos de onda de 630 a
800nm viajam aproximadamente 23 cm pela superficie da pele até o tecido
muscular, cujo espectro foi estudado do punho, musculo flexor do antebraco e
musculos da panturrilha, quando medido este espectro da penetracdo dos

fotons.

Os lasers de baixa intensidade sdo usados com propésitos terapéuticos,
ou para a bioestimulacéo, desde a década de 1960, por suas caracteristicas de
baixa intensidade de energia e comprimento de ondas capazes de penetrar nos
tecidos (GROTH, 1993). O laser operando em baixa poténcia foi considerado
por Mester em 1969, um bioestimulador, terminologia designada na literatura
por um periodo de tempo, quando ainda ndo se conhecia muito bem seu
mecanismo de acdo, mas se observava seu excelente resultado terapéutico no
tratamento de feridas e uUlceras abertas, estimulando o processo cicatricial.
Com o passar do tempo esta terapia comecou a ser utilizada ndo s6 para
estimular e acelerar processos, mas também para deté-los. Utilizada para
remover excessos de pigmentos e restaurar a falta deles (SASAKI e
OHSHIRO, 1989); tratar cicatrizes deprimidas e hipertréficas (STROG e
BERTHIAUME, 1997); para aliviar a dor e fazer com que voltasse a
sensibilidade em areas de parestesia ou paralisia (ROCHKIND et. al., 2007).
Partindo-se de estudos clinicos e laboratoriais pode-se concluir que esta
terapia ndo somente acelerava determinados processos, mas também
retardava outros. Comecgou-se a entender o papel de modulador das fungdes
celulares e a melhor expressdao dos lasers de baixa intensidade seria a de
biomodulador ou terapia fotobiomoduladora, sinonimia também mais
recentemente sugerida (PINHEIRO et. al., 2010).

Do ponto de vista fisico, é util definir a possivel acdo dos lasers em

baixas poténcias como efeitos ndo térmicos. Destes sdo mais utilizados para
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propédsitos terapéuticos os de Hélio-Nebnio (He-Ne), com comprimento de onda
de 632,8nm e o de Arseneto de Galio -Aluminio (GaAlAs), com comprimento de
onda entre 780-830nm (RIBEIRO e ZEZELL, 2004; SILVA et. al., 2007)

Segundo o estado fisiolégico da célula e o tecido onde esta localizada,
ela tera uma determinada resposta observavel quando se emprega a energia a
laser de baixa intensidade, estimulando sua membrana ou suas mitocéndrias e
induzindo a biomodulagao propriamente dita, ou seja, normalizacdo da area
afetada. Por este motivo a LILT tem como principais indicacdes: quadros
patolégicos de pds-operatorio, reparagdo de tecido mole, ésseo e nervoso,
quadros edematosos e de dores crénicas e agudas; quando se busca através
da técnica mediagao dos processos inflamatdrios, maior rapidez e qualidade
nos processos de reparagao tecidual (BRADLEY,1996, PINHEIRO et. al.,
2010).

Os LEDs tém como diferenca basica sobre os lasers, que emitem luz
coerente, formada em cavidade ressonante com inversao de populagcdo dos
elétrons, promovendo assim amplificacdo da luz por emissdo estimulada de
radiacdo. A emissado de luz dos LEDs é difusa, ndo coerente, formada por
juncao do tipo P-N, feitos em pequeno chip de material semicondutor dopado.
A escolha do semicondutor determinara o pico do comprimento de onda da
emissao de fétons e a cor do LED, quando no espectro do visivel. Como os
lasers, para bioestimulagdo, os LEDs eleitos sdo os de comprimentos de onda
de emissao vermelha (V) e infravermelha (IV). (WHELAN et. al., 1999).

Para compreensao do efeito do LED no crescimento e proliferagao
celular foi medido radiograficamente in vitro a incorporagdo de timidina em
varias linhagens de células tratadas com esta luz e em varios comprimentos de
onda e niveis de energia. Em fibroblastos 3T3, derivados de células de pele de
ratos, a resposta foi satisfatoria para exposicoes a luzes lasers e LEDs
(LUBART et. al., 1992; YU W et. al., 1994; WHELAN et. al., 1999, 2000, 2001).

Com o tratamento a luz LED, foi encontrada especificidade desta

irradiacao para células em fase de crescimento. No experimento com culturas
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de fibroblastos na concentragao de 500 células/ parede e em osteoblastos, na
concentracdo de 1x 10%células/ parede, cultivados em pratos de 4cm? e,
avaliada a sintese de DNA no segundo, terceiro e quarto dias, estas culturas
apos expostas a irradiacdo da luz LED (4J/cm? e 8J/cm?, 50mW, em 3670, 728
e 880nm) houve aceleragao do crescimento de fibroblastos e osteoblastos nas
culturas de dois e trés dias, durante a fase de crescimento celular, e ndo
obtiveram alteracao significante nas culturas de células no quarto dia, fase
estacionaria do processo. Esta comparagdo foi considerada analoga, em
modelos in vivo e, em organismos sadios, durante o processo cicatricial e
regenerativo, sem produzir crescimento celular excessivo, ou qualquer

transformacao neoplasica (WHELAN et. al., 2001)

Os protétipos de LEDs da NASA demonstraram estimular os processos
de energia basica das mitocdndrias de cada célula, particularmente quando
irradiados na faixa do espectro IV proximo, quando sado ativadas células
sensiveis a este comprimento de onda, como cromoéforos e sistema citocromo.
Assim como os lasers, os LEDs podem ser utilizados para otimizagao no reparo
de feridas em diversos comprimentos de onda que incluem 680, 730 e 880nm
(BEAUVOIT e CHANCE, 1994; BEAUVOIT et. al., 1995; LUBART et. al.,1992;
WHELAN et. al.,1999, 2000, 2001, 2003; KARU, 2003). Em revisdo dos
avangos da terapia a LED (630-1000nm) foram comentados os efeitos do
tratamento em processos fisiologicos e patolégicos, como a aceleracéo
cicatricial, melhora na recuperacdo de lesdes isquémicas do coragao,
atenuacao da degeneracao de injurias ao nervo 6ptico; além de pesquisas in
vitro e in vivo, onde foi demonstrado resultados confirmatérios dos efeitos
positivos dos LEDs no IV proximo como um bom estimulador do metabolismo
oxidativo mitocontrial, acelerando a reparacao de células e tecidos em déficit
oxidativo e podendo ser terapia eleita para inumeras doencas relacionadas a
disfuncdo mitocontrial (DESMET et. al., 2006).

Em experimento analisando as células L-6, linhagem musculo-esqueletal
derivadas de ratos expostas a luz LED em comprimentos de onda combinados

e individualmente analisados de 670, 728 e 880nm, com densidade de energia
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de 4 e 8J/cm? e poténcia de 50mW os resultados demonstraram aumento de
140% na proliferacdo celular em relagcdo ao grupo controle nao irradiado,
particularmente na fluéncia de 8J/cm? (WHELAN et. al., 2001).

Em estudo duplo cego randomizado para controle da MB foi utilizado
laser de He-Ne, com comprimento de onda de 632,8nm e poténcia continua de
60mW, dez segundos por ponto com DE= 1,5J/cm? 15 aplicagdes em cinco
regides da cavidade bucal; irradiaram 30 pacientes que se submeteriam a
altas doses de QT, em virtude de TMO e consequente instalacido de quadros
de mucosite. Concluiram que o tratamento foi bem tolerado e o método nao
apresentou efeitos colaterais. As aplicagdes reduziram o tempo e a severidade
do pico, estatisticamente significante entre os dias d(+2) até d(+7) (dois dias
até sete dias depois do TMO); reduziram a dor e duragdo de aplicagdo de
morfina; a habilidade na degluticdo foi melhorada; a cicatrizagao da ferida, um
dos mais estudados efeitos da irradiagdo em baixa intensidade, obtiveram
excelente resposta. A mucosite melhorou 46% nos labios, 41% na gengiva,
36% na mucosa bucal e 27% na lingua, regido mais severamente atingida,

assim como a mucosa jugal dos paciente irradiados (COWEN et. al., 1997).

Em pacientes submetidos a RxT de cabega e pesco¢o o desempenho
do laser de He-Ne foi investigado com x 632,8nm, P=60mW, irradiados 30
pacientes com carcinoma de orofaringe, hipofaringe e de cavidade bucal, que
receberam doses de RxT fracionadas (65Gy na razdo de 2Gy/fragao, cinco
fragbes por semana). Este estudo duplo cego teve duragédo sete semanas, com
controle semanal quando medido o grau de mucosite conforme a escala OMS,
com escala analdgica para dor. O grau lll ocorreu com frequéncia de 35,2%
para pacientes sem irradiacdo laser e 7,6% com administracdo do laser
(p<0,01). A frequéncia de dor severa, grau lll, foi de 23,8% sem irradiagédo e de
1,9%, quando irradiados (p< 0,05). Com este estudo os autores concluiram que
irradiagbes com laser em baixa intensidade reduziram a severidade e duragao
da MB em regimes de RxT (BENSADOUN et. al., 1999).
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Estudo piloto foi realizado com onze pacientes no hospital Sirio- Libanés,
em Sao Paulo (MIGLIORATI et. al., 2001) para controle da dor associada a MO
em pacientes transplantados. O laser de meio ativo AsGaAl, Mucolaser®,
3780nm, P=60mW, DE= 2J/cm?, com sessoes diarias de 35 minutos em toda a
cavidade bucal, iniciadas d (-5) ao transplante d(0) e continuadas até d+5, pds-
transplante. A severidade da MB foi clinicamente acompanhada usando-se a
tabela da OMS; e a dor foi medida pela VAS. Como resultados os pacientes
mostraram boa tolerancia e melhora clinica; dois desenvolveram mucosite grau
I-1l, sete apresentaram grau lll-IV e um n&o desenvolveu mucosite; quanto a
dor, nenhum apresentou o maximo grau (10), seis obtiveram grau 0-3 e cinco
apresentaram grau 4-8 (severa), no entanto a maioria dos pacientes
associaram a aplicagao diaria do laser como satisfatéria para o alivio da dor,
nenhum interrompeu tratamento em virtude das lesbes e ndo houve presenca

de infecgdo ou sangramento, apesar das altas doses de QT.

Utilizando laser de diodo, AsGaAl, foi realizado estudo duplo cego
randomizado, em 70 pacientes submetidos a TMO, divididos em grupo placebo,
grupo laser com comprimento de onda de 650nm, P=40mW e grupo laser com
comprimento de onda 780nm, P=60mW, ambos os grupos com dose de
2,0J/cm? por sete dias. Verificou efetiva diminuigdo da severidade da mucosite
e da dor, além de ser uma técnica segura e bem aceita pelos pacientes
(EDUARDO, 2003).

Em pesquisa sobre a MB e utilizagdo de fotobiomodulagdo a laser,
pacientes sob regime de QT a base de 5-FU, foram investigados nos
protocolos controle, terapéutico com fluéncia de 7,5 J/cm? distribuidos na area
da lesdo e preventivo com fluéncia de 6,0 J/cm? irradiados em 18 pontos da
cavidade bucal, com diodo de meio ativo AsGaAl, x 780nm, poténcia CW de
60mW e ® 4,0mm?. Participaram da pesquisa 60 pacientes em regime de QT a
base de 5-FU, mono ou poliquimioterapia. A fotobiomodulacao laser resultou na
diminuicao da dor e efeito cicatricial das lesdes de mucosite, além de melhorar
a autoestima e os cuidados de higiene dos pacientes em tratamento com a
fotobiomodulacao do laser (FREIRE, 2004).
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Utilizando modelo animal de QT para indu¢ao de mucosite em hamsters,
a base de 5-FU nos dias zero e dois, nas doses de 90 e 60ml/Kg,
respectivamente, e com a promogédo de injurias na mucosa nos dias trés e
quatro do experimento, foi avaliada fotobiomodulacao laser (InGaAIP, CW, 1
683nm, 12J/cm? em cinco pontos da mucosa jugal direita e esquerda durante
sete dias (Grupo [); Grupo Il, sem tratamento e Grupo Ill, controle negativo,
sem protocolo de indugdo de MO. A avaliagao histopatolégica com remocéao
das mucosas realizada nos dias zero,oito, 12 e 15 da pesquisa, nos Grupos | e
Il e clinicamente avaliadas as fotografias das mucosas jugais, quando o autor
encontrou diferencas estatisticamente significantes na intensidade da MB e
concluiu que o laser promoveu a redugao da severidade da MB e acelerou a
cicatrizacdo das lesbes, sem no entanto, prevenir seu aparecimento, porém o
autor ndo utilizou de nenhum protocolo preventivo especifico para este fim.
(FERRARRI, 2005).

Outro protocolo de indugdo em hamsters de peso médio 150mg e oito
semanas de vida foi realizado a base de 5-FU nos dias um e trés,100mg/Kg e
65mg/kg, respectivamente, com escarificagdo mecanica da mucosa jugal nos
dias quatro e cinco. Os grupos foram divididos em dois grupos preventivos com
aplicagao de crioterapia na mucosa direita nos dia de QT, cinco minutos antes
e dez minutos depois da injecdo da droga e grupo laser meio ativo GaAlAs,
CW, 3 660nm, P= 30mW, D=1,2Jcm? & 2mm?, t=40s distribuidos em quatro
pontos da mucosa, ambos realizados até o dia cinco do experimento e
analisados até o dia 11, com sacrificios nos dias trés, seis, nove e 11 para
exame histoldégico das mucosas. Os grupos terapéuticos tiveram inicio no dia
cinco e divididos em grupo laser e grupo controle ndo tratado, quando o
primeiro recebeu irradiacdes laser com os parametros ja citados na mucosa
jugal escarificada dos dias seis a dez, mortos nos dias seis, nove e 11, quando
realizaram as analises histoldgicas. Estatisticamente concluiram que nos
grupos preventivos o grupo laser apresentou MB mais branda em comparagéo
ao grupo da crioterapia, com menor perda de massa corpdrea e nos grupos

laser terapéutico, cicatrizacdo mais acelerada que o controle; também foi
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notada maior formacao de tecido de granulagdo e angiogénese nos grupos que

passaram pela fotobiomodulacéao laser (FRANCA, 2009).

Utilizando LEDs para prevengao de mucosite pacientes pediatricos
submetidos a TMO, com dose de 4,0J/cm?, em 670nm, foram irradiados por via
extrabucal em um lado da face, tendo o lado contra lateral como controle. A
terapia com LED mostrou-se eficiente, com redugcdo da mucosite e dor
(WHELAN et. al., 2002).

LEDs com ponteira acrilica de didametro de saida de 12,5mm, composto
de seis leds, de comprimento de onda de 880nm e poténcia aproximada de 74
mW e dose de 3,6 Jicm?; foi utilizado em experimento (BICUDO, 2004), para
tratamento em paciente com linfoma tipo Hodgkin, concluindo ser uma técnica

segura e efetiva em mucosite.

Em estudo experimental (CUNHA, 2006) avaliou em ratos Wistars a
formacdo 6ssea poés-RxT e utilizacdo do laser de diodo com comprimento de
onda de 780nm, poténcia CW de 40mW e dose de 100J/ cmz; concluindo os
beneficios da técnica comparando quatro grupos de pesquisa. Na avaliacdo do
tecido 6sseo de ratos, pos radioterapia na dosagem de 3000cGy, o grupo
experimental recebeu sete sessdes de fotobiomodulagao a laser » 780nm, P=
40mW, 100J/cm? distribuidos em 5 J/cm? na ferida cirirgica a cada 48h
iniciadas as sessdes no dia da cirurgia no fémur dos animais, quando os
achados histoldgicos mostraram aumento do numero de ostedcitos (p<0,0001)
e formagdo de canais de Havers (p<0,0001), com grande significancia
estatistica, o que sinaliza indicagédo da técnica no controle de quadros de
osteorradionecrose (ALMEIDA, 2006).

Em reparacdo Ossea e cuténea, varios trabalhos sdo desenvolvidos
também demonstrando o efeito do laser V (vermelho) e IV (infravermelho) nas
lesdes (PINHEIRO et. al., 2003; WANDA e DORSETT, 2004; ENWEMEKA,
2006).
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Com a utilizagdo dos LEDs especificamente para irradiagdo em quadros
de mucosite e reparo tecidual, encontram-se alguns estudos com resultados
bem promissores da técnica (WHELAN et. al., 1999, 2001, 2002 e 2003;
WONG-RILEY et. al., 2001).

Com LED de comprimento de onda 645nm +/-15nm, P=7,8 mW,
DE=0,99J/cm2 e energia total de 2,34J irradiados por cinco minutos trés vezes
ao dia, 12 pacientes oncolégicos foram tratados de seus quadros de MB. A
incidéncia e severidade avaliados e classificados diariamente por um periodo
de sete dias consecutivos, os autores notaram também aspectos da deglutigao,
salivagao, qualidade da voz e dor e concluiram nesta investigagcdo ser uma
terapia segura e capaz de reduzir a duracdo da MB em regimes de QT, pois
houve aumento da cicatrizacéo de 117% para 164%, com diminuigdo do tempo
médio das lesdes, sem efeitos colaterais e boa aceitacdo pelos pacientes
(CORTI et. al., 2006).

Avaliando em pesquisa animal o efeito do LED vermelho » 630nm +/-
10nm, P=160mW, DE= 12J/cm2, ¢ 0,8cm, por 37,5 segundos nas duas
mucosas jugais dos hamsters, apos indugao com injecao IP de 5-FU nos dias
zero e dois do experimento, nas doses de 90 mg/Kg de peso e 60 mg/Kg e
escarificagcdes na mucosa nos dias trés e quatro. Os autores observaram nos
intervalos de cinco, nove, 13 e 15 efetiva reducédo da severidade da mucosite
induzida por QT em hamsters e na cicatrizagao das lesdes, embora nao tenha

prevenido completamente o surgimento das mesmas (SACONO, 2007).

Comparadas as terapias LILT e LEDT (Light Emitting DiodeTherapy) em
lesdo de tenddes de aquiles de ratos, nos comprimentos e onda e protocolos:
685, 830nm/ 630, 880nm +/- 10nm, (15mW, CW, 6J/cm? & 0,0028 cm? /
25mW, CW, 6J/cm?, & 0,2826 cm?), respectivamente, os espécimes foram
irradiados a cada 24 horas por dez dias. Entre os grupos LEDs vermelho e
infravermelho ndo houve significancia estatistica encontrada P>0,05, porém os
autores encontraram diferenga na resposta entre os grupos teste e controles

(p<0,01). Afirmaram ainda melhores resultados nas irradiagdes com os grupos
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infrevermelhos 3 830 e 880nm, com melhor organizagcdo, agregacédo e
grupamento das fibras colagenas em analise microscopica por luz polarizada
(BASTOS, LIZARELLI e PARIZOTTO, 2009)

Estudos demonstraram que os efeitos dos LEDs, com mesmos
comprimentos de onda dos lasers terapéuticos, ou seja, na faixa de espectro
eletromagnético do vermelho ao infravermelho proximo, apresentam os
mesmos efeitos de bioestimulagdo e reparagao tecidual, além de analgesia e
efeito antiinflamatério. As pesquisas com LEDs sdo mais recentes, mas tém
mostrado alternativa segura e mais barata, também visando o reparo tecidual
(BASTOS, LIZARELLI e PARIZOTTO, 2009). Os LEDs emitem luz
monocromatica, em comprimentos de onda efetivos para o efeito cicatricial,
apresentando vantagens sobre os lasers, por serem mais compactos, gastarem
menos energia, serem mais leves e poderem ser montados um ao lado do
outro, desta forma abranger uma maior area com diminuicdo do tempo de
tratamento. Avaliados quanto a seguranga pelo FDA, 6rgado norte-americano
responsavel pela regulamentacédo de medicamentos e equipamentos médicos,
estes equipamentos receberam aprovacgao para uso terapéutico em humanos.
(WHELAN et. al., 2002).
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar clinica e histologicamente o efeito da fotobiomodulacdo a laser e
LED na prevencédo e tratamento da mucosite quimioinduzida por 5-FU, em

hamsters.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

- Avaliar a agao da luz laser A660 e 780nm e da luz LED A670 e 850nm
na prevencao e tratamento da mucosite quimioinduzida em dois tempos
experimentais (sete e 14 dias).

-Observacdo clinica subjetiva das alteragbes no decorrer do
experimento, verificagdo objetiva das perdas ponderais e graus de MB.
Observacéo histolégica da presenca de tecido inflamatério, congestao vascular,

necrose, fibrose e integridade epitelial dos espécimes.
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4 METODOLOGIA

4.1 POPULAGCAO E AMOSTRA

Da populagdo de hamsters do Centro de Criagao de Animais (CCA) da
Escola de Medicina Veterinaria da UFBA e do biotério do Instituto Oswaldo
Cruz, participaram da pesquisa e do estudo piloto cento e vinte e oito animais,
ragca Syrian (Mesocrietus auratus) da linhagem dourada, adultos, peso médio
de 150 gramas, machos e fémeas, clinicamente saudaveis, entre seis a oito
semanas de vida.

Durante o periodo experimental, os animais foram alimentados com
ragcado Labina®, cuja ingesta foi controlada e hidratados com agua ad libidum.
Os hamsters foram pesados regularmente e mantidos em gaiolas etiquetadas
de polietileno, em luz ambiente e temperatura de 22°C, no CCA e no biotério da
Faculdade de Odontologia da UFBA. As gaiolas foram mantidas limpas e
lavadas com agua e sabao neutro, a cada dois dias, quando a serragem era

trocada.

4.2 ASPECTOS ETICOS

O projeto desta pesquisa foi avaliado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da UFBA e Comisséo Interna do Laboratorio
de Experimentagdo Animal (LEA) da Faculdade de Odontologia da UFBA,
sendo considerado aprovado para execugao. A copia do aceite encontra-se em
anexo (ANEXO 1). Todos os procedimentos do experimento foram realizados
de conformidade com a lei n® 11.794/08 (Lei Arouca), de vivissecgao animal,

vigente em todo territorio Nacional desde 08/10/2008.
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4.3 COLETA E INSTRUMENTOS DE COLETA DE DADOS
4.3.1 Grupos Experimentais

Os grupos de estudo foram divididos como mostra o quadro a seguir.
Quadro 1: Grupos experimentais do estudo (FREIRE, 2010).

LASERV | LASER IV LED V LED IV
Grupo a Grupo b Grupo ¢ Grupo d
660nm (n) | 780nm (n) | 670nm (n) | 850nm (n)

GRUPOS NUmero
EXPERIMENTAIS | total (n)

| QT d(-1) 7 dias 20 5 5 5 5
Il QT d(-1) 14dias 20 5 5 5 5
[ QT d(+3) 7dias 20 5 5 5 5
IV QT d(+3)14dias 20 5 5 5 5
Va Controle (+) 5 ) i ) )

7dias

Vb Controle (+) 5 ) i ) )

14 dias

Vc Controle (-)7 4 ) i ) )

dias

Vd Controle (-) 6 ) i ) )

14 dias

Total 100 20 20 20 20

QT= quimioterapia; d(-1)= inicio da aplicacdo da luz laser ou LED, V (vermelho) ou IV
(infravermelho) um dia antes da QT, grupos preventivos; d(+3) = inicio da aplicacao da
fotobiomodulagao trés dias depois da QT, grupos terapéuticos.

Assim um total de 20 grupos foram investigados nesta pesquisa:

e Grupo Ila, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulagao a laser V (cinco irradiagdes) iniciada um dia antes da
QT, e mortos no tempo experimental de sete dias.

e Grupo lla, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulacéo a laser V (oito irradiagdes) iniciada um dia antes da QT,
e mortos no tempo experimental de 14 dias .

e Grupo llla, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulacéo a laser V (irés irradiagdes) iniciada um dia apés ultima

QT d(+3), e mortos no tempo experimental de sete dias.
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Grupo [IVa, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulacdo a laser V (6 seis irradiagcdes) iniciada um dia apos
ultima QTd(+3), e mortos no tempo experimental de 14 dias.

Grupo |Ib, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulacao a laser IV (cinco irradiagdes). iniciada um dia antes da
QT, e mortos no tempo experimental de sete dias.

Grupo Ilb, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulacédo a laser IV (oito irradiagdes) iniciada um dia antes da
QT, e mortos no tempo experimental de 14 dias.

Grupo lllb, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulacgéo a laser IV (trés irradiagdes) iniciada um dia apos ultima
QT d(+3), e mortos no tempo experimental de sete dias.

Grupo IVb, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulacéo a laser IV (seis irradiagdes) iniciada um dia apos ultima
QT d(+3), e mortos no tempo experimental de 14 dias.

Grupo Ic, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulagdo a LED V (cinco irradiagdes) iniciada um dia antes da
QT, e mortos no tempo experimental de sete dias.

Grupo llc, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulacédo a LED V (oito irradiagbes) iniciada um dia antes da QT,
e mortos no tempo experimental de 14 dias.

Grupo lllc, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulagéo a LED V (trés irradiagdes) iniciada um dia apds ultima
QT d(+3), e mortos no tempo experimental de sete dias.

Grupo V¢, composto por cinco animais submetidos a quimioterapia e
fotobiomodulagao a LED V (seis irradiagdes) iniciada um dia apds ultima
QT d(+3), e mortos no tempo experimental de 14 dias.

Grupo Id, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulagdo a LED IV (cinco irradiagdes) iniciada um dia antes da
QT, e mortos no tempo experimental de sete dias.
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e Grupo Illd, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulacdo a LED IV (oito irradiagdes) iniciada um dia antes da
QT, e mortos no tempo experimental de 14 dias.

e Grupo llld, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulacdo a LED IV (trés irradiacbes) um dia apds ultima QT
d(+3), e mortos no tempo experimental de sete dias.

e Grupo IVd, composto por cinco animais submetidos a QT e
fotobiomodulacédo a LED |V (seis irradiagdes) iniciada um dia apos ultima
QT d(+3), e mortos no tempo experimental de 14 dias.

e Grupo Va (+) controle positivo, submetidos a QT e indugdo de MB, e
mortos no tempo experimental de sete dias.

e Grupo V b (+), controle positivo, submetidos a QT e inducdo de MB, e
mortos no tempo experimental de 14 dias.

e Grupo Vc (-), controle negativo e mortos no tempo experimental de sete
dias..

e Grupo Vd (-), controle negativo e mortos no tempo experimental de 14

dias.

4.3.2 Procedimentos de Anestesia e Morte dos Animais

Durante a realizagdo dos procedimentos os hamsters foram
devidamente pesados em balanga digital e sedados por via intraperitoneal com
Quetamina (Ketamina® (10ml), Virbac do Brasil Ind. e Com. Ltda., Roseira, SP,
Brasil) na dosagem de 0,08ml/100g, associado a Cloridrato de Xilazina
(Virbaxyl® (10ml), Virbac do Brasil Ind. e Com. Ltda., Roseira, SP, Brasil) na
dosagem de 0,04ml/100g, ambos de uso veterinario.

Para a morte, os animais receberam dose letal de analgesia, de

aproximadamente 2 a 3 ml por animal.

57



4.3.3 Realizagao da Quimioterapia

Os animais receberam o quimioterapico Fluoruracila® (5-FU), Eurofarma
Laboratorios Ltda., lote 146696 A, solucdo injetavel (25mg/ml), in bolus, na
dosagem de 90mg/Kg, dia zero da pesquisa, e 60mg/kg, no dia dois (Fig. 1B);
via intraperitoneal, com adaptagdes do modelo desenvolvido por Sonis et al.,
1990.

4.3.4 Inducado da Mucosite Bucal

Com o intuito de induzir o aparecimento da MB, ranhuras foram
realizadas com uma pequena escova confeccionada para este fim, com fio
ortodontico inoxidavel numero 0,8mm (Morelli® - Sdo Paulo, SP, Brasil) e base
de acrilico autopolimerizavel (Jet®, Artigos Odontolégicos Classico Ltda., Sao
Paulo, SP, Brasil). Foi utilizada de forma firme e constante por quatro vezes
consecutivas, nos dias trés e quatro do experimento, na bolsa jugal do lado
direito dos animais, a fim de se obter uma ferida mecanica e induzir ao
aparecimento mucosite por quebra de continuidade da mucosa, mimetizando
um trauma oclusal em humanos (Fig. 1A). Este modelo foi descrito e
desenvolvido por Sonis et al., 1990. Para este estudo foram feitas adaptagdes

pertinentes em virtude dos tempos experimentais.

4.3.5 Fotobiomodulacédo a laser e LED

O inicio da aplicacao das luzes lasers e LEDs ocorreram um dia anterior
a realizagao da QT d(-1), para os grupos preventivos (Grupos a, b, ¢ & d,
subgrupos | e Il) ou um dia apdés o final da QT d(+3) (Grupos a, b, ¢ & d,
subgrupos Il e 1V). Tais aplicagdes foram realizadas na mucosa jugal direita
evertida de cada animal, em contato direto com a mucosa, num total de trés e
cinco sessdes, para os animais com sacrificio em sete dias e, seis e oito

irradiagcdes para os grupos com sacrificio em catorze dias. Todas as irradiagdes
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foram executadas com intervalo de 48 horas entre as repeticbes. Essas
informacdes sao detalhadas no Quadro 2.

O aparelho de luz laser foi devidamente aferido, em 15/06/2009, com o
medidor de poténcia da Thor Labs®, modelo (S121B), série 8100901,
Alemanha. O equipamento LED também foi calibrado, garantindo corretas
energias de entrega desta pesquisa.

Apos anestesia, conforme descricdo anterior, a mucosa jugal dos
hamsters foi evertida e irradiada em contato, com as luzes lasers (Laser Twin
Flex®) (Figs.1C e 1D) e LEDs (Fisioled®) (Figs. 1E e 1F), ambos da MMOptics,
Séao Carlos, Brasil. Foram utilizados dois diferentes comprimentos de onda de
cada fonte de luz, obedecendo aos seguintes protocolos:

- caneta laser de comprimento de onda 660nm (+/- 10), poténcia 40mW,
com meio ativo semicondutor AlGalnP, emissdo continua, area do feixe
0,04mm?, t=30", dose de 4,8J/cm? distribuidos em quatro pontos com 1,2J/cm?
na mucosa jugal direita (Fig. 1C);

- caneta laser de comprimento de onda 780nm (+/- 10), poténcia 50mW,
com meio ativo AsGaAl, emissao continua, area do feixe de 0,04mm?, t=30",
na fluéncia de 6J/cm?, distribuidos em quatro pontos com 1,5J/ cm? na mucosa
jugal direita (Fig. 1D);

- caneta LED, diodo vermelho 670nm (+/-10), poténcia 150mW, area de
spot de 0,5cm, emissao continua, energia total de 4,8J, t=16", DE=4J/cm?
distribuidos centralmente na mucosa jugal direita (Fig.1E) e

- caneta LED, diodo infravermelho 850nm (+/-10), poténcia 150mW, area
de spot de 0,5cm, emissao continua, energia total de 4,8J, t=16", dose de
4J/cm? distribuidos centralmente na mucosa jugal direita (Fig 1F).

As doses de energia depositadas no tecido € medida fisica e controlada
segundo a férmula: D (J/cm? )= P (mW) x t (s) / A (cm?).

Para todos os procedimentos de irradiagdes de luz foram utilizados
oculos de protecao especificos ao comprimento de onda do laser ou LED, para
operador e auxiliar, assim como EPI| adequado. As canetas eram envolvidas

em papel filme descartavel e higienizadas com alcool 70GL apds utilizagao.
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Figura 1 (A - F): A- Escarificagdo da mucosa jugal do hamster. B- Injecao
intraperitoneal (IP) do quimioterapico 5-FU. C- Irradiagao com lasers vermelho (V). D-
Irradiagdo com laser infravermelho (IV). E- Irradiagdo com LED V e F-lrradiagdo com
LED IV. (FREIRE, 2010).
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4.3.6 Analises Clinica e Histoldgica

Analises subjetivas como as alteragdes cutaneas, alopecia, ulceras, foram
observadas ao longo do experimento, bem como a ingesta alimentar, hidrica e
atividades dos animais durante este estudo.

Como analises clinicas objetivas, a massa corporal dos animais foi
aferida regularmente nos dias de experimento e a graduagdo da mucosite,
avaliada em imagens confeccionadas com maquina digital Olympus® FE-150,
5.0 megapixel, quando os espécimes foram avaliados de maneira cega por
examinadora calibrada experiente (Examinador um) e conforme os escores de
MB para modelo animal, de acordo com a classificagao de Sonis al et.,em 2000
(Figs. 2A a 2F), onde: Grau 0, mucosa saudavel; Grau 1, presenca de eritema
leve, sem sinais de erosdo; Grau 2, eritema severo, vasodilatacdo e erosao
superficial; Grau 3, formacgéo de ulceras em um ou mais locais, restritas a 25%
da superficie total; Grau 4, formagéo de ulceras abrangendo 50% da regido;
Grau 5, completa ulceragdo da mucosa e perda de elasticidade/maleabilidade.

Apos a constatacdo da morte dos animais pela auséncia dos sinais
vitais, a regido de mucosa jugal direita, incluindo desde a sua superficie
externa até a mais interna, foi dissecada e armazenada em recipientes
plasticos contendo formol a 10%. Tais pecas foram enviadas ao Laboratorio de
Patologia Cirurgica Bucal do Departamento de Propedéutica e Clinica Integrada
da FOUFBA, para confecg¢ao de laminas, com cortes realizados por micrétomo
manual com 5y de espessura e coradas pelas técnicas hematoxilina-eosina
(HE) e picrosirius. A avaliagao foi feita por examinador calibrado (exminador
dois), através de microscopia de luz (Eclipse E200®, Nikon), com aumentos de
40x, 100x e 1000x, com analise semi-quantitativa dos tipos celulares presentes,
e entdo verificados a integridade epitelial da mucosa, presencga e intensidade
do infiltrado inflamatorio, congestao vascular, fibrose e necrose; graduados em:
ausente (0), discreta (1+), moderada (2+) e severa (3+) (APENDICE 1).
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada analise descritiva dos achados histologicos. Adicionalmente
a presenga e intensidade dos tipos celulares ou dos critérios histologicos
avaliados comparados pelo teste ndo paramétrico do Qui-quadrado, para uma
probabilidade de erro de 5%. A massa corporal dos animais no inicio e final do
periodo experimental também foi comparada pelo test t de Student para

amostras pareadas, para uma probabilidade de erro de 5%.
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Figura 2 (A — F): Diversos graus de severidade da MB nos hamsters (Sonis et
al.,2000). A- Auséncia de leséo (grau 0). B- Mucosa hiperémica (grau 1). C- Mucosa
com eritema e lesdo superficial (grau 2). D- Presenga de pequena Ulcera (grau 3). E-
Ulceragéo (grau 4.) F- Ulceragéo (grau 5). (FREIRE, 2010).
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO CLINICA

Os animais, apos aplicagdo da metodologia descrita, foram avaliados
clinica e histologicamente. Primeiramente, um estudo piloto com 20 animais foi
realizado com intuito de estabelecer doses e lesées de MB, compativeis com
as QTs da atualidade, para verificagdo nos intervalos de sete e 14 dias do
estudo. Do ponto de vista clinico geral, foi perceptivel a perda de massa
corpbérea (avaliada quantitativamente), alopécia, inapeténcia, caquexia e
diminui¢ao da atividade dos animais submetidos a mucosite-indugao.

A alopécia foi verificada ja no terceiro dia apds o procedimento
quimioterapico, quando os pélos tornaram-se quebradicos e soltavam-se frente
a simples manipulagdo manual do corpo dos animais.

Nos animais que permaneceram vivos até o 14° dia apds o experimento,
pode-se notar sensivel melhora do seu estado geral; além de pequena melhora
verificada da disposicdo da maioria dos animais apos cada aplicacao de laser
ou LED.

Alguns animais morreram (8 animais) ao longo da metodologia, o que
exigiu a aquisi¢ao de novos animais para substitui-los. A causa da morte n&o
pdde ser claramente definida, mas provavelmente deveu-se ao elevado grau de
toxicidade da 5-FU, ou ao grau de imunodeficiéncia por ela determinada, que
facilitava a aquisicao e disseminacao de infeccoes. Ressalta-se que os animais
foram mantidos em biotério apropriado, onde as condi¢cbes sanitarias eram
constantemente avaliadas e monitoradas, mas isso ndo impediu que em alguns
animais fosse percebida a presenca de infecgdes dermatoldgicas ou

oftalmolégicas. Tais animais foram excluidos da amostra.
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A avaliacédo intrabucal nem sempre revelou a presenca de ulceras,
porém, areas hiperémicas por toda a mucosa bucal, posto que s6 houve a
mucosite-indugdo em lado direito, para se obter menores graus de severidade
da MB.

Notou-se acumulo de restos alimentares, provavelmente pela
diminuicdo do fluxo salivar e consequente impossibilidade do processo de
autolimpeza da boca. Esta xerostomia medicamentosa foi observada
subjetivamente pela diminuicdo da lubrificacdo e brilho das mucosas durante
experimento. Devido a isso, para facilitar a eversdo da mucosa jugal pés-
experimento, fazia-se o gotejamento com agua.

A avaliagao clinica da mucosa jugal dos animais feita por examinador
calibrado experiente (examinador um) revelou que nos grupos tratados com
LASER e LED, a MB variou de grau um a quatro, como mostrado nas Tabelas
1e?2.

Tabela 1: Numero de animais de acordo com grau de MB, Sonis et. al. (2000), apos
avaliagao clinica dos grupos experimentais lasers. (FREIRE, 2010).

Laser V (660 nm) Laser IV (780 nm)
Graduacdo | PREVENTIVO | TERAPEUTICO | PREVENTIVO TERAPEUTICO

da MB

Tempo 7 dias 14 7dias |14 dias | 7dias | 14dias | 7 dias | 14 dias
experimental dias
Grau 0 - - - - - - - -
Grau 1 2 2 1 2 1 2 1 1
Grau 2 3 2 2 3 1 2 1
Grau 3 -- 1 2 -- 2 1 1
Grau 4 - - - - 1 - 1 1
Grau 5 - - -- - - - - -

Tabela 2: Numero de animais de acordo com grau de MB, Sonis et. al. (2000), apos
avaliagao clinica dos grupos experimentais LEDs. (FREIRE, 2010).

LED V (670 nm) LED IV (850 nm)
Graduacdo | PREVENTIVO | TERAPEUTICO | PREVENTIVO TERAPEUTICO

da MB

Tempo 7 dias 14 7dias | 14 dias | 7dias | 14dias | 7 dias | 14 dias
experimental dias
Grau 0 - - - - - - - -
Grau 1 2 2 2 1 1 2 1 1
Grau 2 3 2 2 3 2 2 1 3
Grau 3 - 1 1 1 2 1 2 1
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Grau 4 -- -- -- -- -- -- 1 -

Grau 5 - - - - - - _— —

Nos grupos controle positivo, a variagdo dos graus de lesdes de MB
foram de dois a cinco (Tabela 3), também avaliados pelo mesmo examinador

(1) e, nenhuma alteragédo nos grupos controle negativo.

Tabela 3: Numero de animais de acordo com grau de MB, Sonis et. al. (2000),
avaliagao clinica dos grupos controle positivo.(FREIRE, 2010).

Graduacgédo | Grupos | Controle
da MB Positivo | (n)
Sacrificio | 7 dias 14 dias
Grau 0 _— —_—
Grau 1l _— —_—
Grau 2 3 2
Grau 3 1 2
Grau 4 1 _—
Grau 5 - 1

A massa corporal de todos os animais foi monitorada regularmente; eles
foram pesados no inicio dos dias experimentais e novamente antes dos seus
sacrificios. Observou-se que nos animais dos grupos controles positivos
(passaram pelo processo de mucosite-indugéo, mas nao foram submetidos ao
tratamento com fotobiomodulagdo) que houve perda de massa corporal
estatisticamente significante (teste t de Student para amostras pareadas; p<
0,05) apenas nos animais mortos apds 14 dias do tratamento quimioterapico.
Ja nos grupos controles negativos (que nao receberam o 5-FU nem o

tratamento com luz) a massa corporal dos animais aumentou, embora essa
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diferenca n&o tenha sido significativa (teste t de Student para amostras

pareadas; p> 0,05). Esses dados sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4: Massa corporal dos animais dos grupos controle-positivos e negativos, apds
sete ou 14 dias. (FREIRE, 2010)

Grupos controles Que receberam QT Que NAO receberam QT
Dia do sacrificio 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
Massa corporea
inicial (g) 175,5 144,0 135,0 126,7
Massa corpérea final
9) 157,0 130,3 144,0 131,3
Diferenca (g) -18,5 (10,54%) | -13,7 (9,51%) +9 (6,67%) +4,6 (3,6%)
Valor de p 0,06 0,02* 0,27 0,44
* diferenca significativa (p< 0,05)
Nos animais dos grupos-testes, observou-se que a inapeténcia

associada a debilidade causada pelo tratamento a que foram submetidos,
determinaram uma acentuada diminuicdo da massa corporal ao longo do
periodo experimental. Para facilitar a alimentagcdo dos animais, a ragao foi
triturada, mas ainda assim houve diminui¢cao da ingesta de ragao.

Quando avaliados os grupos tratados com laser, observou-se que
embora tenha havido perda de massa corporal em todos os grupos, houve um
decréscimo significativo (teste t de Student para amostras pareadas; p< 0,05)
quando estes foram sacrificados apds sete dias, seja no tratamento com laser
V ou IV, de forma terapéutica (trés ou seis irradiagdes) ou preventiva (cinco ou
oito irradiagdes). Notou-se ainda que nos animais tratados com laser vermelho,
a perda de massa corporal foi menor nos animais sacrificados apos 14 dias da
QT, e nos tratados com laser infravermelho, a menor perda foi nos hamsters
sacrificados apds sete dias do tratamento com 5-FU. Esses resultados séo

exibidos na Tabela 5.
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Tabela 5: Massa corporal dos animais que receberem 5-FU e foram tratados com luz
laser V e IV, nos protocolos preventivos ou terapéuticos, sacrificados aos sete ou 14
dias apos o inicio da QT. (FREIRE, 2010)

A LASER VERMELHO (660 nm) LASER INFRAVERMELHO (780 nm)
Modalidade | PREVENTIVO TERAPEUTICO | PREVENTIVO TERAPEUTICO
de
tratamento
Dia do 7 dias 14 7 dias 14 7 dias | 14dias | 7 dias 14 dias
sacrificio dias dias
Massa
corplrea 155,6 122,0 111,2 116,6 144,8 133,0 85,8 115,6
inicial (g)
Massa
corplrea 137,6 113,6 93,2 109,0 123,8 108,2 74,8 91,0
final (g)
Diferenca -18,0 -8,4 -18,0 -7,6 -21,0 -24.8 -11,0 -24.6
(@) (11,6%) | (6,9%) | (16,2%) | (6,5%) | (14,5%) | (18,7%) | (12,8%) (21,3%)
Valor de p 0,009* 0,35 0,02* 0,57 0,005* 0,09 0,03* 0,19

* diferenca significativa (p< 0,05)

Nos animais que foram tratados com luz LED, observou-se que em

todos os casos houve perda de peso, esta foi significante (teste t de Student

para amostras pareadas; p<0,05), para aqueles tratados com o LED vermelho

de forma preventiva e sacrificados apods sete dias; para os tratados com luz

LED vermelha de forma terapéutica e ainda em todos os animais tratados com

LED infravermelha, seja ele aplicado de forma preventiva ou terapéutica, tanto

nos animais sacrificados aos sete ou 14 dias. Notou-se ainda que os animais

sacrificados apds 14 dias obtiveram proporcionalmente uma menor perda de

massa corporal que seus homaologos sacrificados apods sete dias. Os dados sao

mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6: Massa corporal dos animais que receberem 5-FU e foram tratados com luz
LEDs V e IV, nos protocolos preventivos ou terapéuticos, sacrificados aos sete ou 14
dias apos o inicio da QT. (FREIRE, 2010)

A LED VERMELHO (670 nm) LED INFRAVERMELHO (850 nm)

Modalidade | PREVENTIVO TERAPEUTICO | PREVENTIVO TERAPEUTICO
de
tratamento

Dia do 7 dias | 14 dias | 7 dias 14 dias | 7 dias 14 dias | 7 dias 14 dias
sacrificio

Massa
corpérea 105,4 | 106,0 | 132,7 151,6 | 98,8 141,2 128,4 87,0
inicial (g)

Massa
corpérea 90,6 105,25 | 106,3 135,2 88,8 113,6 108,4 74,0
final (g)

Diferenca -14,8 -0,25 -26,4 -16,4 -10,0 -27,6 -20,0 -13,0
9) (14.0%) | (0,24%) | (19,9%) | (10,8%) | (10,1%) | (19,5%) | (15,6%) (14,9%)

Valordep |0,04* |0,8 0,2 0,004* | 0,01 | 0,02* 0,009* | 0,04*

* diferenca significativa (p< 0,05)

5.2 AVALIACAO HISTOLOGICA

Apos a morte dos animais, suas mucosas jugais direitas foram
removidas, armazenadas em formol a 10% e enviadas para analise histologica.
Ressalta-se a anatomia peculiar desse tecido em hamsters. Nesses animais a
mucosa jugal projeta-se para a cavidade bucal, formando uma bolsa. Na
disseccao deste tecido toda a bolsa foi removida em sua base pediculada. A
preparagao histologica, entdo, foi realizada em quatro niveis para cada peca
histolégica, de modo que diferentes profundidades da bolsa pudessem ser
avaliadas e totalizando 20 Iaminas por grupo, com os respectivos resultados no
apéndice 1. As laminas foram coradas pelas técnicas hematoxilina-eosina e

picrosirius e avaliadas por microscopia de luz por uma patologista médica
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experiente (examinador dois). Os seguintes critérios foram analisados:
integridade epitelial, inflamacgéo, congestao vascular, necrose e fibrose.
A descrigdo dos achados histolégicos em cada grupo estudado é
informada a seguir.
Grupo l.a (laser vermelho preventivo, cinco irradiagdes — intervalo de sete dias)
Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial

escamoso ceratinizado, integro. Na lamina propria pode-se observar discreta
fibrose e congestdao vascular de intensidade predominantemente discreta.
Muitos anexos cutaneos foram observados. Profundamente uma espessa
camada de tecido muscular estriado pode ser vista.
Grupo ll.a (laser vermelho preventivo, oito irradiagdes — intervalo de 14 dias)

Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na lamina propria nota-se fibrose discreta em
alguns espécimes e severa em outros, além de discreta congestdo vascular e
alguns focos de discreto infiltrado inflamatério linfoplasmocitario.
Profundamente uma espessa camada de tecido muscular estriado pode ser
vista.
Grupo lll.a (laser vermelho terapéutico, trés irradiagdes — intervalo de sete dias)

Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na lamina propria nota-se fibrose discreta a
moderada. Adicionalmente observa-se discreta congestdo vascular e focos
com discreto infiltrado inflamatério do tipo linfoplasmocitario. Em um espécime
infiltrado inflamatdrio agudo foi visualizado. Em outros foram visualizados raros
focos de calcificacdo e areas de necrose permeada por neutrdfilos, de grau
moderado a severo. Anexos cutaneos também foram encontrados em alguns
casos. Profundamente uma espessa camada de tecido muscular estriado pode
ser vista.
Grupo IV.a (laser vermelho terapéutico, seis irradiagdes — intervalo de 14 dias)

Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na lamina propria observa-se fibrose de
discreta a moderada. Em poucos espécimes foram observados discreta

congestdo vascular e focos discretos de infiltrado inflamatorio linfo-
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plasmocitario. Profundamente uma espessa camada de tecido muscular
estriado pode ser vista.

Grupo L.b (laser infravermelho preventivo, cinco irradiagdes — intervalo de sete
dias)

Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na lamina propria nota-se fibrose discreta e
congestao vascular de moderada a severa. Adicionalmente foram vistos focos
de calcificacdo e discreto infiltrado inflamatério do tipo linfoplasmocitario. Em
alguns espécimes pode-se observar focos de necrose e material vegetal. A
presenca de anexos cutaneos foi constante. Profundamente uma espessa
camada de tecido muscular estriado pode ser vista.

Grupo ll.b (laser infravermelho preventivo, oito irradiagdes- intervalo de 14 dias)

Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na lamina propria pode-se observar discreta
fiborose e de discreta a moderada congestdo vascular. Foram observados
também focos de calcificacdo e discreto infiltrado inflamatério do tipo linfo-
plasmocitario. Em alguns espécimes pode-se observar focos de necrose
permeada por neutrofilos. A presenca de anexos cutaneos foi constante.
Profundamente uma espessa camada de tecido muscular estriado pode ser
vista.

Grupo lll.b (laser infravermelho terapéutico, trés irradiagdes — intervalo de sete
dias)

Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na lamina propria observa-se fibrose e
congestdo vascular discretas, focos de calcificagdo e discreto infiltrado
inflamatoério do tipo linfo-plasmocitario. Em um espécime foi encontrada
necrose moderada permeada por neutrofilos. Profundamente uma espessa
camada de tecido muscular estriado pode ser vista.

Grupo IV.b (laser infravermelho terapéutico, seis irradiagbes — intervalo de 14
dias)

Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial

escamoso ceratinizado, integro. Na lamina prépria nota-se fibrose de discreta a
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moderada. Em poucos espécimes foi observada congestao vascular discreta e
focos de calcificagdo. Em um espécime discreto infiltrado inflamatério linfo-
plasmocitario foi observado assim como em outro um discreto foco de necrose
estava presente. Profundamente uma espessa camada de tecido muscular
estriado pode ser vista.
Grupo |.c (LED vermelho preventivo, cinco irradiagdes — intervalo de 7 dias)
Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na lamina prépria observa-se fibrose de
discreta a moderada. Em poucos espécimes foi observada discreta congestao
vascular e em um espécime uma area de necrose moderada estava presente.
Profundamente uma espessa camada de tecido muscular estriado pode ser
vista.
Grupo ll.c (LED vermelho preventivo, oito irradiagdes — intervado de 14 dias)
Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na lamina propria observa-se fibrose de
discreta a moderada. Em um espécime uma area de discreto infiltrado
inflamatorio agudo estava presente. Profundamente uma espessa camada de
tecido muscular estriado pode ser vista.
Grupo lll.c (LED vermelho terapéutico, trés irradiagdes — intervalo de sete dias)
Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na lamina propria, em alguns espécimes
verifica-se fibrose de discreta a moderada. Foram observados também focos
de discreto a moderado infiltrado inflamatério predominantemente linfo-
plasmocitario, discreta congestao vascular e anexos cutaneos. Profundamente
uma espessa camada de tecido muscular estriado pode ser vista.
Grupo IV.c (LED vermelho terapéutico, seis irradiagées — intervalo de 14 dias)
Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na I|amina prépria nota-se fibrose
predominantemente moderada. Foram observados também focos de discreto
infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario, na grande maioria dos casos, além de
discreta congestao vascular. Profundamente uma espessa camada de tecido

muscular estriado pode ser vista.
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Grupo |.d (LED infravermelho preventivo, cinco irradiagdes — intervalo de sete
dias)

Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na lamina prépria fina, nota-se fibrose de
discreta a moderada. Foram observadas focos de discreto infiltrado linfo-
plasmocitario em alguns espécimes. Profundamente uma espessa camada de
tecido muscular estriado pode ser vista.

Grupo Il.d (LED infravermelho preventivo, oito irradiagdes — intervalo de 14
dias)

Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na lamina prépria nota-se fibrose de discreta a
moderada e profundamente uma espessa camada de tecido muscular estriado
pode ser vista.

Grupo lll.d (LED infravermelho terapéutico, trés irradiagdes — intervalo de sete
dias)

Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, com perda de sua integridade em muitos espécimes.
Na lamina propria nota-se fibrose de discreta a moderada. Foram observadas
também areas de necrose, permeada por neutréfilos, de moderada a severa.
Profundamente uma espessa camada de tecido muscular estriado pode ser
vista.

Grupo IV.d (LED infravermelho terapéutico, seis irradiagdes — intervalo de 14
dias)

Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, com perda de sua integridade em muitos espécimes.
Na lamina propria observa-se fibrose de discreta a moderada. Foram
observadas também areas de necrose, permeada por neutrdéfilos, de discreta a
severa, além de focos de calcificagdo. Profundamente uma espessa camada
de tecido muscular estriado pode ser vista.

Grupo V.a (controle-positivo, submetido a QT — intervalo de sete dias)

Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial

escamoso ceratinizado, integro. Na l|amina prépria nota-se em alguns
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especimes fibrose discreta e discretos focos de infiltrado inflamatdrio linfo-
plasmocitario. Profundamente uma espessa camada de tecido muscular
estriado pode ser vista.
Grupo V.b (controle-positivo, submetido a QT — intervalo de 14 dias)
Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na l|amina prépria nota-se em alguns
espécimes fibrose de discreta a moderada. Profundamente uma espessa
camada de tecido muscular estriado pode ser vista.
Grupo V.c (controle-negativo, ndo submetido a QT — intervalo de sete dias)
Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Profundamente uma espessa camada de
tecido muscular estriado pode ser vista.
Grupo V.d (controle-negativo, ndo submetido a QT — intervalo de 14 dias)
Observa-se fragmento de mucosa constituido por tecido epitelial
escamoso ceratinizado, integro. Na lamina propria fina, nota-se em alguns
espécimes fibrose de discreta a moderada. Profundamente uma espessa
camada de tecido muscular estriado pode ser vista.

As figuras a seguir ilustram os aspectos acima descritos (Figuras 3 a 7).
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Figura 3 (A-D): Fotomicrografia dos espécimes dos grupos controle positivo, dos
tempos experimentais de sete (A) e 14 dias (B), e controle negativo, dos tempos
experimentais de sete (C) e 14 dias (D). A- Observa-se integridade da superficie
epitelial, moderada fibrose e suave infiltrado inflamatério linfoplasmocitario (seta
estreita). HE 200x. B, C and D- Integridade da superficie epitelial e auséncia de
infiltrado inflamatério. D- Observa-se ainda grau moderado de fibrose. B e C- HE 200x.
D- HE 100x. (FREIRE e ROCHA, 2011).
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Figura 4 (A-D): Fotomicrografia dos espécimes dos grupos tratados com laser
vermelho (660nm) sob o protocolo preventivo, dos tempos experimentais de sete (A) e
14 dias (B) e protocolo terapéutico, dos tempos experimentais de sete (C) e 14 dias
(D). Nota-se: A- Integridade epitelial, fiborose moderada, discreta congestao vascular
(seta fina) e auséncia de inflamacdo. HE 200x. B- Integridade epithelial, fibrose
moderada, congestdo vascular moderada e discreto infiltrado linfoplasmocitario (seta
larga). HE 200x. C- Integridade epithelial, fiborose moderada e vasos sanguineos
congestos (seta fina). HE 200x.D- Integridade no epitélio e severo infiltrado
inflamatario linfoplasmocitario (seta larga). HE 100x. (FREIRE e ROCHA, 2011).
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Figura 5 (A-D): Fotomicrografia dos espécimes dos grupos tratados com laser
infravermelho (780nm) sob o protocolo preventivo, dos tempos experimentais de sete
(A) e 14 dias (B) e protocolo terapéutico, dos tempos experimentais de sete (C) e 14
dias (D). A- Observa-se integridade epitelial e auséncia de infiltrado inflamatério. HE
100x. B- Ruptura da superficie epitelial associada a focos de infiltrado inflamatério
linfoplasmocitério. HE 200x. C- Integridade epitelial, moderada fibrose e poucos vasos
sanguineos congestos. HE 200x. D- Integridade epitelial e pequenos vasos
sanguineos congestos. HE 200x. (FREIRE e ROCHA, 2011).
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Figura 6 (A-D): Fotomicrografia dos espécimes dos grupos tratados com LED
vermelho (670nm) sob o protocolo preventivo, nos tempos experimentais de sete (A) e
14 dias (B), e protocolo terapéutico, nos tempos experimentais de sete (C) e 14 dias
(D). A- Observa-se perda parcial da superficie epitelial (seta larga). HE 200x. B-
Integridade do epitélio e discreta fibrose. B- HE 100x. C e D- Moderado grau de
fibrose. HE 200x. (FREIRE e ROCHA, 2011).
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Figura 7 (A-D): Fotomicrografia dos espécimes dos grupos tratados com LED
infravermelho (850nm) sob o protocolo preventivo, nos tempos experimentais de sete
(A) e 14 dias (B), e protocolo terapéutico, nos tempos experimentais de sete (C) e 14
dias (D). A- Epitélio integro e presenca de infiltrado inflamatério linfoplasmocitario. HE
100x. B e C- Observa-se integridade da superficie [epitelial, moderada fibrose e
poucos vasos sanguineos congestdo. HE 200x. D- Integridade da superficie epitelial e
discreto grau de fibrose. HE 200x. (FREIRE e ROCHA, 2011).
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Os achados histologicos foram ainda mensurados de forma
semiquantitativa, onde foram atribuidos os graus: ausente, discreto, moderado
e severo; a cada parametro avaliado. Apos isso, foi aplicado o teste Qui-
quadrado, para uma probabilidade de erro de 5%. Os resultados encontrados

sao descritos na sequéncia.

Integridade Epitelial

O epitélio encontrava-se integro, na quase totalidade dos espécimes
avaliados. Nos grupos tratados com LED infravermelho, de forma terapéutica,
bentretanto, foi observada perda dessa integridade em 8 espécimes (40%) nos
animais sacrificados apos sete dias da aplicacdo do quimioterapico, e em
outros oito (40%) sacrificados apos 14 dias.

Inflamacéao

Como era de se esperar 0s espécimes controle-negativos, ou seja que
nao receberam tratamento quimioterapico nem aplicagdes de laser ou LED,
nao apresentaram inflamacgao tecidual, nem aos sete dias (n=4 / 100%) nem
aos 14 dias (n=6 / 100%). Ja alguns espécimes do grupo de controle-positivos,
que receberam o 5-FU, mas nao foram submetidos a fotobiomodulacéo,
apresentaram grau discreto de inflamacgao (n=2 / 40%), aos sete dias. Aos 14
dias, a inflamagao nao foi mais observada (n=5 / 100%). Esses dados sao

mostrados na Figura 8.
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Figura 8: Distribuicdo dos espécimes controle-positivos e controle-negativos, em
relacdo a presenca de inflamacao, apos sete e 14 dias da aplicagao do quimioterapico.
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Quando os animais que receberam o tratamento quimioterapico foram
submetidos a fotobiomodulagdo com laser V (660nm), de forma preventiva, ou
seja, iniciada no dia anterior a aplicagdo do 5-FU, observou-se auséncia de
inflamacgéo nos tecidos avaliados (n=20 / 100%) aos sete dias, 5 irradiagoes.
Porém aos 14 dias, oito irradiagdes, inflamacao discreta foi detectada em 4
espécimes (25%). Quando o mesmo laser foi aplicado de forma terapéutica, ou
seja, iniciado no dia trés, observou-se inflamagao discreta em metade dos
espécimes (n= 10 / 50%) aos sete dias, trés irradiacbes e em dois espécimes

(10%) aos 14 dias, seis irradiagdes. Os dados sdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de inflamagao apds
fotobiomodulagao com laser (660nm) de forma preventiva (cinco ou oito irradiacdes) e
terapéutica (trés ou seis irradiagdes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).

Com a fotobiomodulagéo com laser infravermelho (780nm), aplicada de
forma preventiva observou-se que sete espécimes (35%) apresentaram grau
discreto de inflamagédo aos sete dias (cinco irradiagdes), que se elevou para
50% (n=10) aos 14 dias (oito irradiagdes). No protocolo terapéutico, observou-
se que 4 espécimes (20%) apresentaram inflamacdo discreta aos sete dias
(trés irradiacbes), e apenas uma (5%) aos 14 dias, apos seis irradiagbes (n=
20/ 100%). Dados exibidos na Figura 10.
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Figura 10: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de inflamacdo apds
fotobiomodulagao com laser (780nm) de forma preventiva (cinco ou oito irradiagdes) e
terapéutica (trés ou seis irradiagdes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).

Quando a fotobiomodulagao foi realizada com LED vermelho (670nm)
de forma preventiva (cinco irradiacbes), observou-se que aos sete dias nao
havia inflamacado (n=20 / 100%) e aos 14 dias, apds oito irradiagbes, um
espécime (5%) apresentou grau discreto de inflamagdo. No protocolo
terapéutico determinou um grau discreto de inflamagao em seis casos (37,5%)
e moderado em outros dois (12,5%), aos sete dias. Aos 14 dias, foram
encontrados 13 casos (65%) de inflamagao discreta e uma (5%) de moderada
(Fig.11).
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Figura 11: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de inflamacdao apds
fotobiomodulagao com LED (670nm) de forma preventiva (cinco ou oito irradiagdes) e
terapéutica (trés ou seis irradiagdes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).
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Ao aplicar-se o LED infravermelho (850nm) de forma preventiva,
observou-se casos (15%) de inflamagéo discreta aos sete dias, apds cinco
irradiagdes, e nenhum (n= 20 / 100%) aos 14 dias, apds oito irradiagdes. Com
o protocolo terapéutico nao identificou-se o aparecimento de inflamacao, nem
aos sete dias, apos trés irradiagdes (n= 20/ 100%), nem aos 14 dias apos seis

irradiagdes (n= 20/ 100%). Esses resultados podem ser vistos na Figura 12.
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Figura 12: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de inflamacdo apds
fotobiomodulagédo com LED (850nm) de forma preventiva (cinco ou oito irradiagdes) e
terapéutica (trés ou seis irradiagdes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).

Quando analisados estatisticamente os dados coletados sobre a
presenca e grau de inflamagao, observou-se uma resposta estatisticamente
diferente entre os grupos controle-positivos e os varios protocolos de aplicagéo
da fotobiomodulagao, tanto aos sete dias (X%= 37,65 / p< 0,01) quanto aos 14
dias (X%= 65,71/ p< 0,01).

Congestéao vascular

Nao foi observada congestao vascular nos grupos controle (Fig.13). No
grupo tratado com laser vermelho de forma preventiva e apdés cinco irradiagoes,
aos sete dias, houve angiogénese discreta em 11 casos (55%), e moderada em
um caso (5%). No mesmo grupo apos oito irradiagdes, aos 14 dias, a
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congestado vascular foi discreta em sete casos (35%). No mesmo protocolo
terapéutico, a congestéo vascular foi discreta em 16 casos (84%) e moderada
em dois (10,5%), quando os animais foram submetidos a trés irradiagbes, aos
sete dias, e discreta em duas laminas (10%) nos animais submetidos a seis

irradiagdes, aos 14 dias. (Fig.13).
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Figura 13: Distribuicdo dos espécimes controle-positivos e controle-negativos, em
relacdo a congestao vascular, apos sete e 14 dias da QT. (FREIRE e SARMENTO,

2011).
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Figura 14: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de congestdo vascular apds
fotobiomodulagéo com laser (660nm) de forma preventiva (cinco e oito irradiagdes) e
terapéutica (trés e seis irradiagbes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).
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No grupo onde foi aplicado o laser infravermelho de forma preventiva,
observou-se apods cinco irradiagdes, aos sete dias que a congestao vascular foi
discreta em sete casos (35%), moderada em cinco casos (25%) e severa em
trés casos (15%). Nos animais irradiados por oito sessdes, apos 14 dias, a
congestéo vascular foi discreta em quatro casos (20%) e moderada em dois
(10%). Ja no mesmo protocolo terapéutico, houve congestdo vascular discreta
em dez casos (50%) nos animais irradiados por trés sessdes aos sete dias, e

nao houve naqueles submetidos a seis sessdes aos 14 dias (Fig.15).
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Figura 15: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de congestdo vascular apos
fotobiomodulagdo com laser infravermelho (780nm) de forma preventiva (cinco e oito
irradiagdes) e terapéutica (trés e seis irradiagdes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).

Quando da aplicacdo do LED vermelho de forma preventiva nos
animais submetidos a cinco irradiagdes, aos sete dias, a congestao vascular foi
discreta em trés casos (15%) e ndo houve congestdo vascular nos animais
submetidos a oito irradiagdes, aos 14 dias. A mesma luz aplicada de forma
terapéutica determinou congestao vascular discreta em sete casos (43,8%) de
animais apos trés irradiagdes, aos sete dias, e em 18 casos (90%), daqueles
que passaram por seis irradiagdes, apods 14 dias. Dados exibidos na Figura 16.
Ja a aplicacdo do LED infravermelho ndo determinou congestao vascular em

qualquer grupo (Fig.17).
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Figura 16: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de congestdo vascular apos
fotobiomodulagdo com LED (670nm) de forma preventiva (cinco e oito irradiagdes) e
terapéutica (trés e seis irradiagdes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).
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Figura 17: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de congestdo vascular apos
fotobiomodulagdo com LED (850nm) de forma preventiva (cinco e oito irradiagdes) e
terapéutica (trés e seis irradiagdes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).

Quando analisado estatisticamente, observou-se uma resposta
significativamente diferente entre os grupos controle-positivos e os varios
protocolos de aplicagéo da fotobiomodulagao, tanto aos sete dias (X20= 105,63
/ p< 0,01) quanto aos 14 dias (X20= 106,45 / p< 0,01), quanto a presencga e grau
de congestéo vascular.
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Necrose

Avaliando-se a presenca de necrose nos espécimes do presente estudo,
observa-se que ela ndo foi encontrada nos grupos controles (Fig.18), assim
como no grupo que recebeu luz laser vermelha de forma preventiva (cinco e
oito irradiagcbes) e também no grupo de animais tratados com laser V aplicado
de forma terapéutica seis irradiagcdes e sacrificados apdés 14 dias. Apenas no
grupo submetido a trés irradiagdes, sacrificado apds sete dias, observou-se
grau discreto de necrose em um caso (5%), grau moderado em trés (15%) e

severo em mais um (5%). Os dados sao exibidos na Figura 18.
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Figura 18: Distribuicdo dos espécimes controle-positivos e controle-negativos, em
relacdo a presenca de necrose, apos sete e 14 dias da QT. (FREIRE e SARMENTO,
2011).

88



20
18
16
14
12

oM B O

20 20

20

[REY
un

E 00

00

7d

preventivo

7d

tratamento

14d

B Ausente
M Discreta
m Moderada

M Severa

Figura 19: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de necrose apoés
fotobiomodulagédo com laser (660nm) de forma preventiva (cinco e oito irradiagdes) e
terapéutica (trés e seis irradiagdes), aos sete e 14 dias. (FREIRE e SARMENTO,

2011).
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Figura 20: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de necrose apos
fotobiomodulagao com laser (780nm) de forma preventiva (cinco e oito irradiagdes) e

terapéutica (trés e seis irradiagdes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).

Nos animais tratados com LED vermelho ndo foi observada necrose

quando essa luz foi aplicada de forma terapéutica apds trés e seis irradiagoes,
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aos sete e 14 dias, nem de forma preventiva, quando os animais passaram por
oito irradiagdes, aos 14 dias. No grupo de animais submetidos a cinco
irradiagdes de forma preventiva, apds sete dias observou-se um caso (5%) de

necrose moderada (Fig.21).
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Figura 21: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de necrose apos
fotobiomodulagédo com LED (670nm) de forma preventiva (cinco e oito irradiagdes) e
terapéutica (trés e seis irradiagdes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).

Em relagdo ao LED infravermelho, ndo houve verificagdo de necrose
quando essa luz foi aplicada de forma preventiva (cinco e oito irradiagoes).
Quando da aplicagdo de forma terapéutica, verificou-se apds sete dias, com
trés irradiagbes houve necrose moderada em cinco casos (25%) e severa em
trés (15%). Nos animais submetidos a seis irradia¢des, apds 14 dias, a necrose

foi discreta em quatro casos (20%) e severa em oito (40%) (Fig.22).
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Figura 22: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de necrose apos
fotobiomodulagédo com LED (850nm) de forma preventiva (cinco e oito irradiagdes) e
terapéutica (trés e seis irradiagdes). (FREIRE e SARMENTO, 2011)

Observou-se uma resposta estatisticamente diferente entre os grupos
controle-positivos e os varios protocolos de aplicagdo da fotobiomodulacéo,
tanto aos sete dias (X%= 47,72 / p< 0,01) quanto aos 14 dias (X%= 100,67 / p<

0,01), em relacao a presencga e grau de necrose.

Fibrose

Também foi avaliada a presenca e grau de fibrose nos espécimes.
Observou-se que no grupo controle-positivo, houve um caso (20%) de fibrose
discreta e um caso (20%) de fibrose moderada, tanto nos animais sacrificados
apos sete dias quanto apos 14 dias. No grupo controle-negativo, nao foi
observada fibrose nos animais sacrificados apdés sete dias e a fibrose foi
discreta em dois casos (33,3%) e moderada em outros dois (33,3%), nos
animais sacrificados apds 14 dias. Os dados podem ser visualizados na Figura
23.
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Figura 23: Distribuicao dos espécimes controle-positivos e controle-negativos, em
relacdo a presenca de fibrose, apos sete e 14 dias da QT. (FREIRE e SARMENTO,
2011).

Quando se tratou com a luz laser vermelha de forma preventiva, cinco
irradiagdes, apos sete dias foi observada fibrose discreta em 17 casos (85%).
Naqueles que receberam oito irradiagdes, sacrificados apés 14 dias, a fibrose
foi discreta em 16 casos (80%) e severa em quatro casos (20%). Na
fotobiomodulagéo terapéutica com esse laser, se observou nove casos (45%)
de fibrose discreta e oito (40%) de fibrose moderada, nos animais que
receberam trés irradiagdes apds sete dias. Nos animais submetidos a seis
irradiacdes apds 14 dias, houve sete casos (35%) de fibrose discreta e 12

(60%) de fibrose moderada. Esses resultados podem ser vistos na Figura 24.
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Figura 24: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de fibrose apds
fotobiomodulagédo com laser (660nm) de forma preventiva (cinco e oito irradiagdes) e
terapéutica (trés e seis irradiagdes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).

Quando utilizado o laser infravermelho de forma preventiva com cinco
irradiagbes, houve fibrose discreta em sete casos (35%) nos animais
sacrificados apos sete dias, e em dez casos (50%) nos animais sacrificados
ap6s 14 dias e que passaram por oito irradiacbes. Aplicado de forma
terapéutica, com trés irradiagdes observou-se quatro casos (20%) de fibrose
discreta no grupo, apds sete dias, e nenhum caso (0%) de fibrose naqueles

submetidos a cinco irradiagdes apods 14 dias (Figura 25).
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Figura 25: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de fibrose apos
fotobiomodulagao com laser (780nm) de forma preventiva (cinco e oito irradiagdes) e

terapéutica (trés e seis irradiagdes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).
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Ao utilizar a fotobiomodulagcdo LED vermelha de forma preventiva apos
cinco irradiagbes, se observou cinco casos (25%) de fibrose discreta e oito
(40%) de fibrose moderada, aos sete dias. Nos animais submetidos a oito
irradiacdes, aos 14 dias, encontrou-se um caso (5%) de fibrose discreta e oito
(40%) de fibrose moderada. Quando essa luz foi utilizada de forma terapéutica,
foram vistos quatro casos (25%) de fibrose discreta e oito (50%) de fibrose
moderada, nos animais que receberam trés irradiagdes, apds sete dias da QT.
Esses valores foram de seis (30%) e 14 casos (70%), respectivamente, nos
animais submetidos a seis irradiagdes apdés 14 dias. Os resultados sao

mostrados na Figura 26.
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Figura 26: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de fibrose apds
fotobiomodulagédo com LED (670nm) de forma preventiva (cinco e oito irradiagdes) e
terapéutica (trés e seis irradiagbes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).

Em se aplicando o LED infravermelho de forma preventiva com cinco
irradiacdes, se observou nove casos (45%) de fibrose discreta e quatro (20%)
de fibrose moderada, aos sete dias. Naqueles submetidos a oito irradiagcoes
apo6s 14 dias, esses valores foram dez (50%) e trés casos (15%),
respectivamente. O LED infravermelho usado de forma terapéutica determinou

16 casos (80%) de fibrose discreta e quatro (20%) de moderada, quando
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irradiados por trés sessdes sete dias da pesquisa, e dez (50%) e quatro casos
(20%), respectivamente, nos que receberam seis irradiagdes apds 14 dias. Os

dados sao vistos na Figura 27.
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Figura 27: Distribuicdo dos espécimes quanto ao grau de fibrose apds
fotobiomodulagédo com LED (850nm) de forma preventiva (cinco e oito irradiagdes) e
terapéutica (trés e seis irradiacdes). (FREIRE e SARMENTO, 2011).

Quando analisados estatisticamente os dados coletados sobre a
presenca e grau de fibrose, observou-se uma resposta significativamente
diferente entre os grupos controle-positivos e os varios protocolos de aplicagao
da fotobiomodulagao, tanto aos sete dias (X%= 55,36 / p< 0,01) quanto aos 14
dias (X%= 118,94 / p< 0,01).

95



6 DISCUSSAO

Se até 1990 dizia-se nao haver tratamento e prevencado para mucosite,
exceto alguns agentes que minimizavam a dor e sua severidade; como
clorexidina, amifostina, pilocarpina e outros; hoje se pode afirmar que as luzes
laser e LED, como agentes fotobiomoduladores celulares, utilizadas
adequadamente, promovem grande melhora diminuindo o aparecimento de MB

e no tratamento das lesdes, sem significar mais riscos a saude.

As drogas quimioterapicas que nao resultam em uma profunda
mielossupressao geralmente ndo podem causar ulceragdes mucosas com
ruptura do epitélio, pois a ruptura esta associada a agentes antimetabdlicos
como o methotrexoto, 5-FU e antagonistas de purinas. Outras drogas como
antibodticos antitumorais, hydroxiura e procarbazine também podem causar
ulceragcdes mucosas nao especificas. Mais recentes sdo as drogas de origem
proteica- os inibidores mTOR derivadas da proteina serina/thereonina kinase,
presentes em todas as células de mamiferos e expressas em muitos canceres.
Tais medicamentos tém determinado EA em 74.4% dos pacientes, sendo o
mais frequente a mucosite, ou melhor, mIAS (MTOR inhibitor-associated
stomatitis), denominacdo das estomatites associadas aos inibidores mTOR,
com incidéncia de 73,4% estas lesdes descritas como dolorosas, duradouras e
ulceradas (MARTINS et al, 2013). O tratamento ainda se encontra em fase de
observagoes e pesquisas para instituicdo de terapias adequadas. No presente
estudo, a droga quimioterapica utilizada foi o 5-FU, que permite o
desenvolvimento de MB, com diferentes graus de severidade, sendo que as
aplicacoes de laser e LED, nos parametros utilizados, foram efetivas em

preveni-las ou trata-las na grande maioria dos casos.

Dentre os fatores predisponentes ao aparecimento da mucosite, a
suscetibilidade individual sé é notada frente ao contato com a droga, mas €
certo o potencial citotoxico de determinados agentes quimioterapicos. As

ulceragdes podem ser percebidas ja no primeiro ciclo ou nos demais. Estudos
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diversos relatam correspondéncia em relacdo a idade; ao tipo de neoplasia,
tumores sodlidos ou liquidos; exposicdo a agentes quimicos e/ou fisicos, ou
seja, quimioterapia e/ou radioterapia; protocolos de altas doses; estado
nutricional vigente, e sem duvida, ao estado da cavidade bucal e cuidados
pertinentes a higiene correta (LEITE et al., 1998; MIGLIORATI e MIGLIORATI,
2000; FREIRE, 2004; RAUBER-DURLACHER et al., 2010). No presente estudo
testou-se em modelo animal a efetividade da fotobiomodulacao laser e LED, V

e IV, com resultados promissores.

Muitos agentes topicos, enxaguatérios, pastilhas e preparos, usando
combinacgdes de ingredientes sao testados regularmente para reduzir as lesdes
de MB, principalmente com o intuito de facilitar a ingesta alimentar e aliviar a
dor, de uso local e sistémico. Os ingredientes incluem: difenidramina
hidroxiclorido, caolin e peptina, sulfato de magnésio, antiacidos, sucralfato,
corticoides, diclodena, lidocaina hidroxiclorido, entre outros (KEEFE et al.,
2007;LALLA, SONIS e PETERSON, 2008; RABER-DURLACHER et al., 2010).

A rota da apoptose celular, que explica as etapas do processo de
desenvolvimento das lesbées de MB, foi acompanhada nos fibroblastos e
células endoteliais e explicada por Sonis et al.,2007. O estudo de Liang et al.
2006, com uso do LED vermelho demonstrou significante decréscimo da

cianina indutora de apoptose em diferentes etapas do processo.

Os modelos de pesquisa animal e estudos reprodutiveis incluindo
fotobiomoduladores séo escassos, em se tratando da MB. Francga et al. (2009)
compararam a fotobiomodulagdo do laser e a crioterapia para prevencao da
mucosite. Como resposta a laserterapia apresentou efeito positivo na reducao
da severidade, sem no entanto prevenir seu aparecimento, apesar de néao ter
havido protocolo mais especifico para tal, como aqui estudado, quando as
irradiagdes ocorreram no d (-1) somente em todos os animais dos grupos

preventivos (n=40).

Os sistemas de classificacdo da MB devem ter validade, confiabilidade

e reprodutibilidade intra e interexaminadores. A maioria se baseia na aparéncia
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geral da cavidade bucal, sintomatologia, ingesta alimentar e necessidade de
analgésicos ou narcéticos. Devido a diversidade de tratamentos e EA
encontrados ha ainda muita dificuldade em se estabelecer uma Unica
classificagdo. A classificacdo da severidade da MB preconizada pela OMS
(1979) é ainda a mais citada nas pesquisas em humanos, com suas distintas

fases descritas por Sonis (2004).

Ja nos estudos de indugdo animal e classificagdo da MB também os
modelos de Sonis et al. (1990; 2000) sao os mais utilizados e adaptados. Para
indugdo da MB foi preconizado uma injegédo IP de 5-FU na dose de 60mg/kg,
nos dias zero, cinco, e dez do experimento; fazendo-se ranhuras em mucosa
do saco jugal nos dias: um, dois e trés. As pesquisas atuais em modelo animal,
apesar de escassas, geralmente sugerem adaptacdes na dose, tipo e dias de
escarificagdes, como utilizado por Franga et al, 2009; quando usou a dose de
100mg/kg e 65mg/kg de QT, respectivamente nos dias um e trés; com
escarificagdes mecanicas nos dias quatro e cinco. No estudo de Sacono (2007)
e também utilizada no ensaio de Ferrari (2005), foi empregada injecdo IP da
mesma droga nos dias zero e dois, com 90mg/kg e 60mg/kg respectivamente,
ranhuras nos dias trés e quatro. Na presente pesquisa, apos realizacdo do
estudo piloto com 28 animais e variagbes nas dosagens, para obter-se uma
resposta breve e proporcional ao aparecimento das lesées de mucosite menos
severas, condizentes com as QTs atuais. Optou-se pela dosagem de 90mg/kg,
no dia zero e 60mg/kg, no dia dois do 5-FU IP. Para as ranhuras na mucosa,
somente no lado direito, foi utilizada uma escova desenvolvida para este fim,
em acrilico e fio ortodéntico inoxidavel numero 0,8mm, aplicadas por quatro
vezes consecutivas, de forma firme e constante pelo mesmo pesquisador nos
dias trés e quatro, para assim se obter uma ferida mecanica, sem ruptura
clinica de epitélio, induzir o aparecimento da MB e mimetizar os traumas
oclusais comuns nos humanos, que dao origem as areas de lesdes € nem
sempre bilaterais. Quanto aos tempos experimentais para analise histoldgica,
foram escolhidos os tempos de sete e 14 dias, por se considerar que as
possiveis alteragbes causadas na mucosa dos animais pelo 5-FU ja estariam

presentes e também ja poderiam ser checados os efeitos fotobiomoduladores
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nestes intervalos de tempo. Como observado e discutido mais a frente, as
alteracdes inflamatdrias observadas foram mais evidentes nos animais mortos

em sete dias, comparados aqueles de 14 dias.

Os graus das manifestagbes de mucosite nos intervalos escolhidos
foram avaliados forma aleatdria por um unico examinador calibrado e por meio
de imagens digitais, utilizando-se a classificagdo de Sonis et al. (2000) para
escores em modelo animal (Figuras 2A -2F). Desta forma po6de-se estabelecer
o0 aparecimento das lesbes e nos graus de um a quatro, nos grupos
experimentais com poucas diferenciagdes entre os animais tratados a base de
laser ou LED (Tabelas 1 e 2). Observados e comparados o desenvolvimento de
MB néo foi semelhante nos varios grupos experimentais. Na comparagao entre
0s grupos preventivos laser V (660nm), nos dias sete e 14, os graus variaram
entre um e dois, sendo que somente um animal apresentou MB grau trés, no
grupo de 14 dias; tal qual observado com os hamsters quando irradiados com
LED V (670nm) nos mesmos intervalos. Isto indicou que houve uma menor
prevaléncia ao aparecimento da MB nos grupos preventivos. Nos grupos
terapéuticos dois animais apresentaram grau trés, com o laser V (660nm), em
sete dias e dois outros com LED V (670nm), sendo um animal em cada tempo

experimental avaliado.

Nos grupos IV os graus se estenderam de um a quatro, representando
uma maior severidade no aparecimento da MB. Nos protocolos preventivos
com o laser IV (780nm), trés animais apresentaram grau trés de MB, sendo
dois aos sete dias de pesquisa e um aos 14 dias, assim como um hamster
apresentou grau quatro aos sete dias. Isto demonstrou uma maior severidade

em se comparando com as irradiagdes no espectro V.

Ja nos grupos LED IV (850nm) a variagao continuou nos graus de um a
trés, sendo dois hamsters com mucosite grau trés, aos sete dias e um aos 14
dias do experimento. Isto demonstrou uma maior severidade no aparecimento
de MB ao compara-los com seus grupos no espectro do vermelho. Nos

protocolos terapéuticos com laser IV (780nm) as variagdes foram do grau um a
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quatro, com iguais desenvolvimentos de MB aos sete e 14 dias, quando um
animal de cada periodo apresentou grau quatro. Ja para os grupos LED IV
(850nm), apenas um hamster desenvolveu mucosite grau quatro. Cabe notar
que, em nenhum grupo experimental foi observado grau cinco e 0os grupos no
espectro do V apresentaram um melhor resultado, com diminui¢do dos quadros
de severidade, quando comparados ao espectro do IV. Em relagdo aos grupos
controle: no controle negativo nédo houve o aparecimento de qualquer alteracéo
e nos controle positivo para a indugdo de MB, aos sete dias trés animais
apresentaram o grau dois de MB, um animal grau trés e também um grau
quatro. Aos 14 dias foram avaliados dois com grau dois, dois com grau trés e

um com grau cinco, que foi a ébito.

Estes escores sao compativeis com os experimentos ja realizados
demonstrando que o0s grupos controles positivos apresentaram graus mais
elevados e com maior severidade das lesdes de mucosite; especialmente entre
os dias cinco e nove, quando a MB alcanga os picos maximos como sinalizado
por Sacono (2007), quando trabalhou com LED vermelho (630nm). Scully et al.,
em 2006, sinalizaram os primeiros sinais de aparecimento nos dias quatro a
cinco ap6s QT. Franca et al., 2009, utilizando laser (660nm, 30mW, 1,2J/cm?),
determinaram a agao favoravel dos tratamentos fotobiomoduladores como aqui
demonstrado. Nos estudos em humanos a evidéncia do efeito biomodulador &
de facil diagnéstico, principalmente por se ter a dor como parametro, como ja
atestado em varios estudos (BARASCH et al.,1995; COWEN et al.,1997;
MIGLIORATI et al., 2001; FREIRE, 2004).

Na andlise clinica dos grupos, varios sinais se sucederam durante o
desenvolvimento do estudo e ndo houve uma programacao prévia para
medidas de afericdo dos acontecimentos, tais como quando foi notada a
alopecia. A pelagem dos animais se tornou quebradica ao toque e era
facilmente notada sua presenca na troca de maravalha; a xerostomia
medicamentosa, averiguada pela perda do brilho natural da superficie da
mucosa, tornando-se friavel, ao ponto da pesquisadora gotejar agua apds o

experimento procurando hidrata-las; a inapeténcia, também constatada, pois
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mesmo tomando-se o cuidado de triturar os roletes de racdo, os animais
passaram a ingerir menor quantidade frente as sobras observadas durante a
troca e limpeza das gaiolas, levando inclusive muitos individuos a estados de
caquexia, com diminuicdo da mobilidade. Esta foi melhorada com o tempo do
experimento, ou seja, nos grupos experimentais de 14 dias e com
procedimentos a base de luz, os hamsters apresentaram melhora de seus

estados gerais e disposigao.

A massa corporal dos animais foi regularmente aferida nos dias de
experimento, inclusive para adocido correta das doses de QT e anestesia.
Verificou-se significancia estatistica no grupo controle (+) apds 14 dias
(p<0,05), para perda de massa corporal. E nos controles negativos aumento
das massas corporais, tanto aos sete quanto aos 14 dias do estudo,

significando o desenvolvimento natural dos animais (Tabela 4).

Nos grupos lasers, a significancia foi observada nos animais aos sete
dias (p<0,05), tanto no espectro V (660nm) quanto no IV (780nm), nas
irradiagbes preventivas ou terapéuticas. Comparados os grupos apés 14 dias
as perdas de massa corporal foram menores, 0 que expressa a recuperagao
dos animais ao longo do tempo (Tabela 5). Semelhante ao ocorrido nos
tratamentos com LED, os animais apds 14 dias apresentaram uma menor
perda de massa, comparados aos seus homologos aos sete dias e significancia
estatistica foi verificada nas irradiacbes preventivas e terapéuticas no espectro
V (670nm), com morte aos sete dias, e também nos grupos LED IV (850nm),
nos protocolos preventivos ou terapéuticos, aos sete e 14 dias (Tabela 6). Na
pesquisa com LED V (630nm), utilizando 6J/cm? em cada mucosa jugal,
Sacono (2007), verificou também a tendéncia da perda de massa corpérea até

o dia nove e menores perdas, comparados aos animais controle positivo.

Estudos sobre a fotobiomodulagdo apontaram que ela pode agir nas trés
fases do processo de reparo (CORAZZA et al. , 2007). Na fase inflamatéria foi
observado que o laser provoca uma diminui¢do destas células. Whelan et al.

(2001) demonstraram que o LED determina o aumento dos fatores do
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crescimento, iniciando na sequéncia a fase de proliferagdo, assim como os
estudos com laser de Ribeiro (2000), Medrado et al. (2003), dentre outros. Na
segunda fase, o processo de neovascularizagdo ¢é estimulado pela
fotobiomodulacdo das células endoteliais, produzindo a proliferacdo de
fibroblastos (KARU, 1989) e depdsito de colageno, o que por sua vez contribui
na formacgéo do tecido de granulagao e auxilia o fechamento das margens da
ferida. Na ultima fase do processo de remodelagdo, a indugao por lasers
intensifica a neovascularizacdo e o depdsito de colageno, com a melhora na
organizacdo e maturacdo do tecido (YU, NAIM e LANZAFAME, 1994;
PINHEIRO et. al., 2010).

Em relacdo aos graus de inflamacdo neste estudo, nos grupos
experimentais com o laser V (660nm), na forma preventiva e apds sete dias,
houve auséncia de inflamacgao e apds 14 dias foi encontrado um percentual de
25% (quatro espécimes) com discreta inflamagéo. Ja nos grupos com protocolo
terapéutico, obteve-se 50% (dez espécimes) de discreta inflamagéo apds sete
dias e somente 10% de tecido inflamatdrio, também discreto, apdés 14 dias.
Cabe ressaltar que, mesmo apdés a inducdo de MB, as mucosas nao
apresentaram graus moderados ou severos de inflamacgao, histologicamente
verificavel. O mesmo quadro foi observado nos grupos |IV. Porém, para esta
irradiagcao (780nm), os grupos terapéuticos mostraram melhor resultado que na
forma preventiva; quando aos sete dias, apenas 20% (quatro espécimes) e aos
14 dias, uma amostra (5%) apresentou grau de discreta inflamagao. Na forma
preventiva, se obteve sete amostras (35%) aos sete dias e dez amostras (50%)
aos 14 dias. Os melhores resultados nos grupos lasers foram: auséncia de
tecido inflamatorio, com laser V (660nm) irradiado preventivamente apos sete
dias; seguido do laser IV (780nm) nas irradiagdes terapéuticas apds 14 dias
(95% de auséncias) e nas irradiagdes terapéuticas com laser V (660nm) apods

14 dias, 90% de auséncia de inflamacgao (Figuras 9 e 10).

Para as irradiagbes LED V (670nm), analisado o processo
inflamatorio, os grupos preventivos foram sensivelmente os melhores

resultados, pois em sete dias nenhum espécime apresentou inflamagao e
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apenas uma amostra (5%), aos 14 dias, apresentou discreto grau inflamatério.
Nos grupos terapéuticos com o mesmo comprimento de onda, seis amostras
(37,5%) exibiram grau discreto de inflamagéo e dois espécimes (12,5%), grau
moderado aos sete dias. Aos 14 dias, 13 amostras (65%) apresentaram
inflamacédo discreta e uma amostra (5%) moderada (Figura 11). Em
concordancia com os estudos de Sacono (2007), com LED (630nm) houve

auséncia de inflamagao em 44 espécimes (83%) observados.

Com o LED IV (850nm), nos protocolos preventivos bons resultados
foram obtidos, quando trés amostras (15%) apresentaram inflamacéao discreta
aos sete dias e nenhuma espécime aos 14 dias do estudo. Nenhuma amostra
nos protocolos terapéuticos demonstraram quadros de inflamacgéao aos sete ou
aos 14 dias (Figura 12). Os melhores resultados dos grupos LEDs foram: LED
IV (850nm) nos protocolos terapéuticos aos sete e 14 dias; LED IV no protocolo
preventivo aos 14 dias e com LED V (670nm), em protocolo preventivo aos
sete dias, quando n&o houve quadros de inflamacao histologicamente

verificaveis.

Nos grupos controle positivo houve significancia estatistica para
presenca de tecidos inflamatérios aos sete dias e aos 14 dias, ambos (p<0,01)
comparados aos protocolos de fotobiomodulacdo, o que comprova a
diminuicdo dos processos inflamatorios apds os tratamentos a base de luzes

lasers e LEDs.

A congestao vascular é outro fator que se processa no decorrer dos
quadros de reparacao tecidual, quando é procurado o restabelecimento do
suprimento de oxigénio e nutrientes, permitindo o aumento do metabolismo
celular e das mitoses. Foi tema central da pesquisa de Corazza et. al., em
2007, quando verificaram a angiogénese em cicatrizagcao de feridas cutaneas
de ratos com emprego do laser (660nm, 40mW, 1000mW/cm?) e LED (635nm,
90mW, 1058mW/cm?), ndo encontrando diferencas estatisticas relevantes na

comparacgao destas luzes.
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Neste estudo ndo foi encontrada congestao vascular nos grupos controle
positivo, provavelmente em virtude dos efeitos da QT ainda muito presentes
nas mucosas. Nos grupos tratados com laser V (660nm), nos protocolos
preventivos apds sete dias, 55% das amostras (11 espécimes) apresentaram
discreta congestdo vascular e uma amostra moderada (5%); aos 14 dias sete
amostras (35%) apresentaram congestdo vascular discreta. Ja no protocolo
terapéutico, 16 amostras (84%) apresentaram congestdo vascular discreta e
duas espécimes (10,5%) moderada aos sete dias e duas amostras (10%) com
congestéo vascular discreta aos 14 dias. Nos protocolos com laser IV (780nm)
de forma preventiva obteve-se discreta congestado vascular em sete amostras
(35%), moderada em cinco amostras (25%) e severa em trés amostras (15%)
apos sete dias; discreta congestao vascular em quatro amostras (20%), e
moderada em dois casos (10%), foram os resultados apdés 14 dias. Nas
irradiagdes terapéuticas com o mesmo laser, se verificou dez amostras (50%)
com discreta congestdo vascular, aos sete dias; enquanto s6 trés amostras
(15%) apresentaram congestao vascular aos 14 dias (Figuras 14 e 15). Em se
analisando que a maior quantidade de congestdo de vasos proporciona maior
irrigacéo, o aporte de nutrientes e oxigénio as células, proporcionando melhor e
mais rapido processo de reparagao, pode-se afirmar que os melhores picos de
congestao obtidos apods irradiagbes laser foram: laser V (660nm) no protocolo
terapéutico apos sete dias (84%), seguido pelo laser IV (780nm) no protocolo
preventivo aos sete dias, quando se obteve graus discretos (35%), moderados
(25%) e severos (15%) e o mesmo laser no protocolo terapéutico aos sete dias
(50%).

No estudo de Corazza et al., (2007), foi verificado que ambas as luzes
coerente (660nm) e incoerente (635nm), no espectro V apresentaram
resultados similares, variando as respostas da angiogénese apenas na
dependéncia das fluéncias irradiadas. Nesta pesquisa os protocolos com LED
V (670nm) no grupo preventivo e apds sete dias, apenas trés amostras (15%)
apresentaram discreta congestdo vascular e nenhuma amostra apos 14 dias.
No protocolo terapéutico, discreta em sete amostras (43,8%) aos sete dias do
experimento e, em 18 amostras (90%) apds 14 dias, também em grau discreto.
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A congestao vascular ndo foi verificada em nenhuma amostra do LED IV
(Figuras 16 e 17). Esta menor resposta de congestéo vascular pode ser devido
ao menor aquecimento do LED, que gira em torno de 2° C, conforme
mapeamento térmico realizado com LED vermelho na pesquisa de Sacono, em
2007. Com uma maior area irradiada, em unica aplicacdo também devera
provocar menor congestdo vascular, mas poucos estudos s&o encontrados
para explicar sua acdo em tecidos biolégicos apos QT. Resposta estatistica
significante foi encontrada nos grupos controle positivo quando comparados
aos protocolos de fotobiomodulagdo, tanto em grau quanto a presenga de

congestao vascular, aos sete e 14 dias (p<0,01).

A presenca de necrose nas amostras foi a menos notada neste estudo,
sugerindo que o efeito fotobiomodulador auxiliou tanto na menor severidade
clinica dos graus de mucosite, quanto na histologica. Assim, a necrose foi
verificada somente no grupo laser V (660nm) no protocolo terapéutico aos sete
dias, quando uma amostra (5%) apresentou grau discreto, grau moderado em
trés (15%) e severo em uma amostra (5%). Com o laser IV (780nm) uma
amostra (5%) em cada grupo preventivo, sendo discreta aos sete dias e
moderada aos 14 dias. Ja no protocolo terapéutico obteve-se também uma
amostra (5%) de necrose moderada aos sete dias e discreta aos 14 dias
(Figuras 19 e 20). No grupo LED V (850nm) apenas uma amostra (5%) de grau
moderado apds sete dias de irrigagdes preventivas. Ja para os LEDs IV
(780nm) os maiores graus de necrose foram observados, mas somente nos
grupos terapéuticos: apos sete dias, cinco amostras (25%) moderada e em trés
(15%) severa, e ap6s 14 dias, quatro amostras (20%) discreta e oito (40%) de

necrose severa (Figuras 21 e 22).

A fibrose presente no reparo tecidual foi amplamente verificada, pois se
trata de mecanismo envolvido neste processo. Cabe ressaltar que o tecido do
saco jugal dos hamsters € uma regido de grande impacto no processo digestivo
destes animais, é onde armazenam o alimento para ser digerido, assim possui
grande elasticidade, motivo pelo qual foi eleita para os estudos sobre mucosite.

Para o grupo laser V (660nm), no protocolo preventivo, fibrose discreta
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observada em 17 casos (85%), apds sete dias; aos 14 dias, discreta em 16
casos (80%) e severa em quatro casos (20%). Ja no protocolo terapéutico,
nove casos (45%) de fibrose discreta e oito casos (40%) de fibrose moderada,
apos sete dias; aos 14 dias, sete casos (35%) de fibrose discreta e 12 ou (60%)
de fibrose moderada. Com o laser IV (780nm), foram observados resultados
mais brandos, pois no protocolo preventivo aos sete dias s6 sete casos (35%)
apresentaram fibrose discreta, e aos 14 dias, dez casos (50%). Na forma
terapéutica, quatro casos (20%) com discreta fibrose aos sete dias e nenhum
aos 14 dias, caracterizando maior prevaléncia de fibrose com o emprego do

laser no espectro do vermelho (Figuras 24 e 25).

Com o emprego do LED V (670nm), preventivamente obteve-se cinco
casos (25%) com fibrose discreta e oito casos (40%) moderada aos sete dias;
ao passo que, apos 14 dias, um caso (5%) com fibrose discreta e oito (40%) de
moderada. Na forma terapéutica, quatro casos (25%) com fibrose discreta e
oito (40%) com moderada, apds sete dias e com valores de seis (30%) e 14
(70%), respectivamente, aos 14 dias. Com o LED IV (780nm) na forma
preventiva nove casos (45%) de fibrose discreta e quatro (20%) moderada; ja
aos 14 dias os valores foram dez (50%) e trés (15%), respectivamente. Nas
irradiagdes terapéuticas 16 amostras (80%) apresentaram fibrose discreta e
quatro (20%) com fibrose moderada, apds sete dias; enquanto se obteve dez
amostras (50%) e quatro (20%) respectivamente, apos 14 dias (Figuras 26 e
27). Nos grupos controle (+) houve significancia estatistica em ambos os
intervalos de tempo (p<0,01). Sugere-se que este critério de avaliagao tenha
menor importancia em MB quimioinduzida, pois os tempos de sacrificio foram
precoces e a fibrose presente pode estar relacionada aos habitos alimentares

da espécie, sendo encontrada inclusive no grupo controle negativo.

A resposta vascular frente ao emprego de fotobiomoduladores pode ser
associada a redugao de células inflamatorias (MACHADO et al., 2003), com a
estimulacdo de fatores de crescimento angiogénico, macréfagos, linfécitosT,
plaquetas, células endoteliais, fibroblastos e queratindcitos durante a fase

inicial do reparo, como reportaram Whelan et al.(2001). Segundo Corazza et al.
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(2007), o estimulo inicial o maior responsavel a promover as maiores respostas
angiogénicas, tanto para luz coerente quanto para incoerente. E sabido que o
aumento da concentracdo de 6xido nitrico acontece em condigdes celulares
patologicas gerando decréscimo na respiragao celular e aumento na produgao
de oxigénio reativo (KARU, 1999). Mas ha dose-dependéncia dos efeitos da luz
na prevencao da formagao de radicais livres como demonstrado nesse estudo,
quando a fluéncia de 5J/cm? estimulou mais intensamente os fendmenos
angiogénicos comparada ao tratamento com 20J/cm?, confirmando os estudos

iniciais sobre dosagens com a curva de Arnoldt-Schultz e a fotobiomodulagao.

Aqui as fluéncias de 4.8J/cm? e 6J/cm? foram as eleitas, com o uso da
férmula DE (J/cm?)= P(W) x t(s)/ A(cm), por ja serem confirmados seus efeitos
de bioestimulagdo (WHELAN et. al., 2001; FREIRE, 2004; ENWEMEKA, 2006)
e pelo tecido alvo eleito para a pesquisa. Deve-se sempre levar em conta os
parametros fisicos de cromaticidade, coeréncia e colimacao da luz; além da
poténcia do equipamento e spot da caneta e frequéncia de irradiagcbes para se
estabelecer e otimizar a dose utilizada no tecido alvo. Outras dosagens
fotdbnicas devem ser testadas na busca de se estabelecer os parametros de
fotobiomodulacdo mais efetivos, frente aos varios tecidos vivos (epitélio,
conjuntivo, musculo, 0sso e nervo) e suas variancias na absorgdo e

espalhamento da luz.

O efeito do laser como agente biomodulador esta relacionado com o
aumento no metabolismo, proliferacdo e maturacao celular; aumento da
quantidade de tecido de granulagéo e diminuigdo dos mediadores inflamatdrios,
induzindo ao processo de reparagao, devido aos estimulos primarios desta luz:
bioquimicos, bioelétricos e bioenergéticos. Assim como os lasers, os LEDs na
faixa do IV préximo estimulam o processo de energia basica das mitocondrias,
quando sao ativadas as células sensiveis ao seu comprimento de onda, como
croméforos e sistema citocromo e ambas as luzes podem ser utilizadas para
otimizagcao na cicatrizagcéo de feridas (LUBART et al.,1992; WHELAN et al.,
1999, 2000, 2001,2003; KARU, 2003).
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Nas mucosas aqui avaliadas com lesbes de menor severidade
provocadas por quimioindugado unilateral de MB, mimetizando o controle com
drogas atuais de menor potencial citotoxico, nos intervalos deste estudo (sete e
14 dias), as respostas mostraram efetividade tanto nos protocolos preventivos
(cinco ou oito irradiagdes), quanto nos terapéuticos (trés ou seis irradiagdes),
apesar das menores repeticoes de tratamentos nestes ultimos. As observacgdes
clinicas compativeis com os estudos histoldégicos demonstraram menores graus
de MB nos grupos experimentais, com respostas positivas nos protocolos
preventivos e sinalizando para utilizacdo da luz LED, preferencialmente no
espectro do vermelho. Por serem equipamentos mais robustos, mais baratos,
compactos, com menor gasto de energia e atingirem maior area de agao por
terem spots de saida maiores, representam menor tempo de aplicagdo e
recomendados com este estudo. Assim como os lasers, que ja possuem
aplicabilidade nos sistemas de saude publica de alguns estados brasileiros,
diminuindo gastos e melhorando a qualidade de vida dos internos, que por sua
vez poderdo retornar as suas atividades mais rapidamente e com isto

representar menor ingesta medicamentosa e gastos hospitalares menores.

Ambas as energias fotobiomoduladoras laser e LED obtiveram
resolutividade com a diminui¢cdo da severidade das lesdes e prevengao ao seu
aparecimento; representaram agao importante na prevencao, quando utilizado
protocolo de tratamento um dia antes do inicio da QT, sendo as melhores
respostas no espectro do vermelho. As pesquisas na area devem continuar
para adequacao dos protocolos frente as situacées de indugbes com outros
protocolos de QT, em RxT de cabeca e pesco¢co ou em TMO, principalmente
para gerar melhoria na qualidade de vida desta populagdo. Neste estudo
obteve-se mais uma confirmagao da importancia dos cuidados com a cavidade
bucal e da tendéncia irreversivel da utilizagdo da luz nos tratamentos

antiblasticos.
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7 CONCLUSAO

A metodologia aplicada no presente estudo, com o modelo animal

escolhido, permitiu concluir que:

Clinicamente os graus mais severos de MB foram observados nos
espeécimes tratados com as luzes no espectro IV, principalmente nos
protocolos terapéuticos; e as lesbes de MB mais brandas foram

encontradas nos grupos do espectro vermelho do protocolo preventivo;

As maiores perdas ponderais aconteceram nos animais do grupo laser
IV; e as menores perdas nos espécimes tratados com laser e LED V nos

protocolos preventivos;

A inflamacado foi observada em maior frequéncia e severidade nos
especimes tratados com LED V no protocolo terapéutico; e as menores
severidades histoldgicas verificadas nos grupos terapéuticos com LED
V.

A congestao vascular atingiu maior severidade nos grupos laser IV no
protocolo preventivo e maior frequéncia detectada com o uso do LED V
no protocolo terapéutico. Ja os tratamentos com LED IV nao foram

observadas amostras com vasos congestos.

A maior ocorréncia de necrose tecidual foi detectada com o uso do LED
IV, no protocolo terapéutico; e as menores observadas nos grupos LED
V.

Fibrose tecidual foi encontrada em todos os grupos experimentais e
sugere indicar uma resposta normal presente na mucosa deste modelo

animal.
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APENDICE 1 - TABULACAO DOS DADOS DA AVALIACAO HISTOLOGICA
DOS ESPECIMES

Fibrose preventivo tratamento Fibrose preventivo tratamento
laser 660nm | 7d 14d 7d 14d laser 780nm | 7d 14d 7d 14d
0+ 3 0 3 1|0+ 3 0 0 4
1+ 17 16 9 7|1+ 17 19 18 8
2+ 0 0 8 12| 2+ 0 1 2 8
3+ 0 4 0 0|3+ 0 0 0 0
n 20 20 20 20(n 20 20 20 20
Céls. Gigantes preventivo tratamento Céls. Gigantes preventivo tratamento
laser 660nm | 7d 14d 7d 14d laser 780nm | 7d 14d 7d 14d
0+ 20 20 20 20 |0+ 20 20 20 20
1+ 0 0 0 0|1+ 0 0 0 0
2+ 0 0 0 0|2+ 0 0 0 0
3+ 0 0 0 0|3+ 0 0 0 0
n 20 20 20 20|n 20 20 20 20
Congestao Congestao

vascular preventivo tratamento vascular preventivo tratamento
laser 660nm | 7d 14d 7d 14d laser 780nm | 7d 14d 7d 14d
0+ 8 13 1 18| 0+ 5 14 10 17
1+ 11 7 16 21+ 7 4 10 3
2+ 1 0 2 0|2+ 5 2 0 0
3+ 0 0 0 0|3+ 3 0 0 0
n 20 20 19 20|n 20 20 20 20
Inflamagdo preventivo tratamento Inflamagao preventivo tratamento
laser 660nm | 7d 14d 7d 14d laser 780nm | 7d 14d 7d 14d
0+ 20 16 10 18 |0+ 13 10 16 19
1+ 0 4 10 2|1+ 7 10 4 1
2+ 0 0 0 0|2+ 0 0 0 0
3+ 0 0 0 0|3+ 0 0 0 0
n 20 20 20 20|n 20 20 20 20

Necrose preventivo tratamento Necrose preventivo tratamento
laser 660nm | 7d 14d 7d 14d laser 780nm | 7d 14d 7d 14d
0+ 20 20 15 20| 0+ 19 19 19 19
1+ 0 0 0|1+ 1 0 0 1
2+ 0 0 0|2+ 0 1 1 0
3+ 0 0 1 0|3+ 0 0 0 0
n 20 20 20 20(n 20 20 20 20
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Fibrose preventivo tratamento Fibrose preventivo tratamento
LED670nm | 7d 14d 7d 14d LED850nm | 7d 14d 7d 14d
0+ 7 11 4 0|0+ 7 7 0 6
1+ 5 1 4 6|1+ 9 10 16 10
2+ 8 8 8 14| 2+ 4 3 4 4
3+ 0 0 0 0|3+ 0 0 0 0
n 20 20 16 20|n 20 20 20 20
Céls. Gigantes preventivo tratamento Céls. Gigantes preventivo tratamento
LED670nm | 7d 14d 7d 14d LED850nm | 7d 14d 7d 14d
0+ 20 20 16 20| 0+ 20 20 20 20
1+ 0 0 0 0|1+ 0 0 0 0
2+ 0 0 0 0|2+ 0 0 0 0
3+ 0 0 0 0|3+ 0 0 0 0
n 20 20 16 20|n 20 20 20 20
Congestao Congestao
vascular preventivo tratamento vascular preventivo tratamento
LED670nm |7d 14d 7d 14d LED850nm |7d 14d 7d 14d
0+ 17 20 9 0|0+ 20 20 20 20
1+ 3 0 7 18| 1+ 0 0 0 0
2+ 0 0 0 2|2+ 0 0 0 0
3+ 0 0 0 0|3+ 0 0 0 0
n 20 20 16 20(n 20 20 20 20
Inflamagao preventivo tratamento Inflamagao preventivo tratamento
LED670nm | 7d 14d 7d 14d LED850nm | 7d 14d 7d 14d
0+ 20 19 8 6|0+ 17 20 20 20
1+ 0 1 6 13| 1+ 3 0 0 0
2+ 0 2 1|2+ 0 0 0
3+ 0 0 0 0|3+ 0 0 0 0
n 20 20 16 20|n 20 20 20 20
Necrose preventivo tratamento Necrose preventivo tratamento
LED670nm | 7d 14d 7d 14d LED880nm | 7d 14d 7d 14d
0+ 19 20 16 20 | 0+ 20 20 12 8
1+ 0 0|1+ 0 0 0 4
2+ 1 0 0 0|2+ 0 0 5 0
3+ 0 0 0|3+ 0 0 3 8
n 20 20 16 20(n 20 20 20 20
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Fibrose

com quimioterapia

sem quimioterapia

Controle 7d 14d 7d 14d
0+ 3 3 4 2
1+ 1 1 0 2
2+ 1 1 0 2
3+ 0 0 0 0
n 5 5 4 6

Céls. Gigantes

com quimioterapia

sem quimioterapia

controle 7d 14d 7d 14d
0+ 5 5 4 6
1+ 0 0 0 0
2+ 0 0 0 0
3+ 0 0 0 0
n 5 5 4 6
Congestao
vascular com quimioterapia | sem quimioterapia
controle 7d 14d 7d 14d
0+ 5 5 4 6
1+ 0 0 0 0
2+ 0 0 0 0
3+ 0 0 0 0
n 5 5 4 6
Inflamagdo | com quimioterapia | sem quimioterapia
controle 7d 14d 7d 14d
0+ 3 5 4 6
1+ 2 0 0 0
2+ 0 0 0 0
3+ 0 0 0 0
n 5 5 4 6
Necrose com quimioterapia | sem quimioterapia
controle 7d 14d 7d 14d
0+ 5 5 4 6
1+ 0 0 0 0
2+ 0 0 0 0
3+ 0 0 0 0
n 0 5 4 6
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