N

A sci

Universidade Federal da Bahia
Instituto de Ciéncias da Saude
Programa de P6s-Graduacdo em Biotecnologia

GEYZA LOPES BORGES ARAUJO

Efeito das Fototerapias LED IV e LED Violeta em mastocitos da

mucosa de lingua de ratos Wistar — Estudo Histoquimico

Salvador - BA
2020



GEYZA LOPES BORGES ARAUJO

Efeito das Fototerapias LED IV e LED Violeta em mastdcitos da mucosa de
lingua de ratos Wistar — Estudo Histoquimico

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pés-graduacdo em
Biotecnologia da Universidade Federal da Bahia, como requisito
para obtencdo do grau Mestre em Biotecnologia. Orientador:
Prof. Dr. Luiz Guilherme Pinheiro Soares. Co-orientador: Prof.
Dr. Antdnio Luiz Barbosa Pinheiro.

Salvador - BA
2020



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema Universitario de Bibliotecas (SIBI/UFBA), com o0s
dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Araujo, Geyza Lopes Borges

Efeito das Fototerapias LED IV e LED Violeta em
mastdécitos da mucosa de 1lingua de ratos Wistar:
Estudo histoquimico. / Geyza Lopes Borges Araujo. —-—
Salvador, 2020.

45 £. : il

Orientador: Luiz Guilherme Pinheiro Soares.

Dissertacéo (Mestrado - PPGBiotec Mestrado) -—
Universidade Federal da Bahia, Universidade Federal da
Bahia, 2020.

1. Fotobiomodulacdo. 2. LED. 3. Mastécitos I. Guilherme
Pinheiro Soares, Luiz. II. Titulo.




“O temor ao Senhor € o principio
da sabedoria, e o conhecimento
do Santo a prudéncia”

Provérbios 9:10



https://www.bibliaonline.com.br/acf/pv/9/10+

AGRADECIMENTOS

Toda honra e toda a Gléria sejam dadas ao autor da vida! Aquele que sonda e
conhece os desejos do coracéo.

Meu muito obrigada ao querido e renomado professor Anténio Luiz Barbosa
Pinheiro, que me aceitou para trabalhar em seu grupo, muito conhecido no mundo
da ciéncia, por seus diversos trabalhos publicados para contribuicdo e avanco da
ciéncia.

Meu muito obrigada também ao professor Luiz Guilherme Pinheiro Soares, que
aceitou o desafio de ser meu orientador, sendo sempre atencioso e compreensivo.
Agradeco ao meu pai Carlos José Barbosa Borges e minha mae Maria Celeste
Lopes, que sempre investiram na minha educacdo e torceram por minhas
conquistas. Meu esposo Alessandro Araujo da Silva, que se alegra junto comigo e
ndo se opOe ao que proponho a fazer, acreditando que juntos podemos nos apoiar
e realizar nossos sonhos. Aos meus irméos deixo o incentivo de que é possivel
seguir em frente quando desejamos e nos dedicamos a alcancar nossos objetivos.
A todos os colegas do Centro de Biofotonica da UFBA meu muito obrigada por
me receberem com todo carinho e ajuda no inicio da caminhada com o Laser.
Agradeco ao professor Jean Nunes dos Santos por sua disponibilidade em me
ajudar sempre gue precisei e por suas dicas valorosas.

A professora Cristina Cangussti pelas inGmeras conversas até chegarmos ao
resultado final, sempre gentil, muito obrigada. Hoje estou podendo concluir mais
esse passo em minha vida e sou muito grata por todos os beneficios que me foram
concedidos!

Agradeco também a FAPESB pelo auxilio financeiro, que foi fundamental para o
cumprimento deste trabalho.



ARAUJO, Geyza Lopes Borges. Efeito das Fototerapias LED IV e LED violeta em mastdcitos
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RESUMO

A resposta inflamatdria é definida como uma reacdo de defesa do organismo, frente a agentes
agressores, cujo objetivo final é devolver a homeostase e recuperar os tecidos lesados. Dentre
0s principais tipos celulares envolvidos neste processo encontramos 0s mastocitos, cuja funcéo
é sintetizar, armazenar e liberar potentes mediadores quimicos do processo inflamatorio, através
da sua degranulacio. E conhecido que os Lasers e os LEDs de baixa poténcia, emitindo na regiao
do vermelho e infravermelho, podem modular o processo inflamatdrio, sendo a degranulacéo de
mastécitos, um dos fendbmenos observados. Porém, pouco se sabe sobre efeitos da utilizacdo
clinica do LED violeta sobre os tecidos biologicos. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos das fototerapias LED Infravermelho (A 850 + 10 nm, emissdo continua, Dose
= 20 J/cm?) e LED violeta (A 405 + 10 nm, emissdo continua, Dose = 20 J/cm?), com a
fotobiomodulagdo dos mastdcitos apds o estimulo da luz, bem como seu indice de degranulagao,
em mucosa de lingua de ratos. Para tanto, foram utilizados 27 ratos da linhagem Wistar, que
foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: Grupo Controle, Grupo LED IV (A 850 + 10
nm) e Grupo LED violeta (A 405 + 10 nm). Os tempos de remocdo do tecido oral foram:
imediatamente, 20 minutos, 45 minutos e 2 horas apds o procedimento de irradiacdo. Apos a
remocao da lingua, os tecidos foram processados para anélise histoldgica, através da coloracao
Azul de Toluidina, e feita a contagem dos mastocitos integros e degranulados. Em relacdo ao
grupo controle, os grupos irradiados mostraram um aumento no nimero de mastocitos (integros
e degranulados) no tecido superficial em todos os tempos, e no tecido profundo no tempo
imediato do grupo LED violeta. Os maiores indices de degranulagdo foram observados no tecido
profundo dos dois grupos irradiados. O grupo do LED violeta, apresentou destaque da
degranulacdo no tecido profundo dos tempos imediato (70,25%) e 20 minutos (81,11%). Dessa
forma, foi possivel concluir que a luz LED infravermelha e violeta mostraram-se efetivas no
processo de estimulacdo da proliferacdo e degranulacdo de mastécitos em mucosa de lingua de
rato.

Palavras chave: Fotobiomodulacao; LED; Mastdcitos.



ARAUJO, Geyza Lopes Borges. Effect of LED IV and violet LED phototherapy on mast cells
of the tongue mucosa of Wistar rats - Histochemist study. Dissertation (Master) - Institute of
Health Sciences, Federal University of Bahia, Salvador, 2020.

ABSTRACT

The inflammatory response is defined as a defense reaction of the body, against aggressive
agents, whose ultimate goal is to return homeostasis and recover damaged tissues. Among the
main cell types involved in this process, mast cells are found, whose function is to synthesize
and release potent chemical mediators of the inflammatory process, through degranulation. It is
well-known that low power Lasers and LEDs, emitting in the red and infrared region, can
modulate biological process, with mast cell degranulation being one of the observed phenomena.
However, the literature is scarce about the effects of the clinical use of the violet LED on
biological tissues. The aim of this study was to evaluate the effects of infrared LED
phototherapies (A 850 + 10 nm, continuous emission, Dose = 20 J/cm?) and violet LED (A 405
+ 10 nm, continuous emission, Dose = 20 J/cm?), with mast cells photobiomodulation after light
stimulation, as well as their degranulation index, in tissues of the mucosa of tongue of rats. To
this end, 27 Wistar rats were used, which were randomly distributed into three groups: Control
Group, LED 1V Group (A 850 £ 10 nm) and violet LED Group (A 405 = 10 nm). Tissue removal
times were oral: immediately, 20 minutes, 45 minutes and 2 hours after the irradiation procedure.
After removal of the tongue, the tissue was processed for histological analysis with Toluidine
Blue stanning technique and count of intact and degranulated mast cells. In relation to the control
group, the irradiated groups showed an increase in the number of mast cells (intact and
degranulated) in the superficial tissue at all times, and in the deep tissue in the immediate time
of the violet LED group. The highest rates of degranulation were observed in the deep tissue of
the two irradiated groups. The group of the violet LED, showed a highlight of the degranulation
in the deep tissue of the immediate (70.25%) and 20 minutes (81.11%) times. Thus, it was
possible to conclude that the infrared and violet LED light proved effective in the process of
stimulating the proliferation and degranulation of mast cells in the mucosa of the rat's tongue.

Keywords: Photobiomodulation; LED; Mast cells.
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1. Introducéo

O processo inflamatorio é classicamente definido como uma reacdo de defesa do
organismo, inespecifica, a principio local, frente a agentes agressores de natureza fisica,
quimica ou bioldgica, sendo considerada, fundamentalmente, uma resposta protetora cujo
objetivo final é livrar o0 organismo da causa inicial da lesdo celular e das consequéncias desta
(KUMAR et al., 2015).

Os tipos celulares mais envolvidos com a inflamagdo sdo as células leucocitarias
oriundas do sangue. Além destes tipos celulares, ha a presen¢a dos mastocitos, células derivadas
de uma célula hematopoiética progenitora originada na medula éssea. Encontrados em todos 0s
tecidos vascularizados, os mastdcitos foram descritos como células que possuem o citoplasma
repleto de granulos metacromaticos, e sua fungdo é produzir e liberar potentes mediadores
quimicos que fazem parte das diversas fases da inflamacdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

A importancia do mastdcito esta diretamente ligada a sua degranulacéo, provocada por
reagdes moleculares que culminam com a liberagdo de Ca®*, a partir de reservatorios
intracelulares, que ativam a proteina quinase C e promovem liberacdo dos seus fatores pre-
formados. Essas reacdes sdo desencadeadas pela acdo de agentes quimicos derivados da
ativacdo do Sistema Complemento, de reacGes imunes mediadas pela IgE, de citocinas e de
toxinas bacterianas, dentre outros estimulos (SIRAGANIAN, 2003).

Alguns mediadores dos mastocitos, como a histamina, causam um rapido aumento na
permeabilidade vascular e na contragdo do musculo liso, resultando em muitos sintomas dessas
reacOes. Outros mediadores, como as citocinas, recrutam neutrofilos e eosinofilos ao local da
reacdo durante muitas horas. As reacdes de fase tardia, derivadas dos componentes
inflamatdrios da hipersensibilidade imediata, sdo responsaveis pela leséo tecidual (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2013). Os mastocitos também podem estimular fibroblastos a
secretarem colagenases, sugerindo que esses podem modular a funcdo das células do tecido
conjuntivo e influenciar a maturacdo e degradacdo das fibras de colageno nos tecidos. No
entanto, a ativacdo dos mastocitos também pode levar a fibrose tecidual, como resultado do
aumento da sintese de colageno pelos fibroblastos. (RIBEIRO et al, 2018).

Na tentativa de minimizar os efeitos do processo inflamatdrio, com o0s seus sinais
cardinais (dor, calor, rubor, tumor/edema, perda de funcéo) e diminuir o tempo de recuperacao,
diminuindo o uso de medicamentos como os AINEs (anti-inflamatdrios nédo esterdides) e seus

efeitos colaterais, que representam grande problema de salde publica, além do alto custo, outras



12

opcdes terapéuticas vém sendo estudadas, e entre elas pode-se observar que as fototerapias,
principalmente a laser, ttm ganhando relevancia (MORAIS, 2010).

H& um grande nimero de trabalhos que relatam o uso das fototerapias laser e LED no
processo de reparo tecidual, quando aplicadas particularmente nas fases iniciais da inflamacéo,
onde € marcante a presenca de mediadores quimicos, moléculas e células que sdo mais
facilmente estimuladas, (BAROLET, 2008; KARU, 2008; BRUGNERA, ZANIN, PINHEIRO,
2010; SAMPAIO, 2013) e recrutadas ao local da inflamacdo, facilitadas por meio da
vasodilatacdo, que é um dos efeitos induzidos pelas fototerapias nos tecidos (EL SAYED,;
DYSON, 1990).

Este processo de modificagdo do metabolismo/funcdo celular é denominado
fotobiomodulag&o. E resultante da alteragio bioquimica e molecular que ocorre a partir da
absorcéo de baixa intensidade de energia pela cadeia respiratdria ou membrana celular, ao se
irradiar um organismo vivo, com comprimento de onda especifico, normalmente localizado na
regido do vermelho e infravermelho préximo do espectro de radiacdo eletromagnética
(BRUGNERA, ZANIN, PINHEIRO, 2010). Alguns estudos demonstraram que a fototerapia
com o laser aumenta a degranulacdo de mastocitos em mucosa de animais e humana,
provocando a liberacdo de substancias como a histamina, serotonina e bradicinina, presentes
durante um processo inflamatorio e, assim, o modificam. (EL SAYED; DYSON, 1990; 1996;
SILVEIRA, 2008; SAWASAKI, 2009; MONTEIRO, 2011; MANDRILLO, 2017).

Assim, com surgimento de novos equipamentos utilizando comprimentos de onda
pouco utilizados para fotobiomodulacdo, como o violeta, através de dispositivos LED, em
tecidos bioldgicos, torna-se necessaria a maior compreensao de seus efeitos nos tecidos orais,
principalmente em relagdo a influéncia deste tipo de luz sobre células envolvidas em processos
celulares importantes como a inflamacéo, quadros alérgicos e doencas cronicas. Dessa maneira,
0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos das fototerapias com LED infravermelho e violeta

sobre os mastocitos em mucosa de lingua de ratos Wistar.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar o nimero total de mastécitos e os indices de
degranulacdo apos a irradiagdo com LED infravermelho (A 850 £ 10 nm) e LED violeta (A 405

+ 10 nm) em mastdcitos da mucosa de lingua de ratos Wistar, com tecido intacto (sem les&o).

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da irradiacdo com LED Infravermelho (A 850 + 10 nm) sobre a
contagem do namero total de mastdcitos e sobre o indice de degranulacdo dos mesmos, apds 0s
tempos de irradiacdo imediato, 20 minutos, 45 minutos e 2 horas, em tecido superficial e
profundo da mucosa da lingua de ratos Wistar, realizada através da coloragcdo com Azul de
Toluidina.

Avaliar os efeitos da irradiagdo com LED violeta (A 405 + 10 nm) sobre a contagem
do nuamero total de mastocitos e sobre o indice de degranulacdo dos mesmos, ap0s 0s tempos
de irradiacdo imediato, 20 minutos, 45 minutos e 2 horas, em tecido superficial e profundo da

mucosa da lingua de ratos Wistar, realizada através da coloragdo com Azul de Toluidina.
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3. Referencial teorico

3.1. Mastocitos

Os mastdcitos originam-se na medula 6ssea, provenientes de células progenitoras
hematopoiéticas CD34", que também originam linfdcitos, eritrocitos, megacariocitos,
neutrofilos, eosindfilos, basofilos e mondcitos (KRISHNASWAMY et al.,, 2001). Os
progenitores dos mastocitos humanos deixam a medula dssea e tornam-se células agranulares
indiferenciadas na circulagdo periférica, amadurecendo sob influéncias microambientais locais
e se diferenciando nos tecidos (GALLI, 1990; KNUDSEN, JOHANSEN, 1990).

Os mastocitos sdo numerosos sob as superficies epiteliais da pele, no sistema
respiratorio, nos tratos gastrointestinal e geniturinario, adjacentes a vasos sanguineos e
linfaticos e proximos ou dentro de nervos periféricos, tornando seus produtos disponiveis para
uma larga variedade de tipos celulares incluindo fibroblastos, células epiteliais glandulares,
nervos, células endoteliais vasculares, células musculares lisas e células do sistema imune
(BIENENSTOCK et al., 1989). Os locais de distribuicdo dos mastocitos tém relacdo com a
proximidade de parasitas e outros patdgenos, além de antigenos ambientais que entram em

contato com a pele e superficies mucosas (GALLI, 1993).

Estdo relacionados com diversos processos fisiologicos, patoldgicos e imunoldgicos,
incluindo reac@es alérgicas, remodelamento tecidual, reparo de ferimentos, fibrose patologica,
artrite, angiogénese e reacoes do hospedeiro as neoplasias (METCALFE; BARAM; MEKORI,
1997). O mastocito expressa o receptor FceRI que se liga com alta afinidade a porgdo Fc do
anticorpo IgE. Quando os anticorpos IgE se ligam aos receptores destas células, reconhecendo
antigenos multivalentes especificos, os mastdcitos sofrem um padrdo caracteristico de
mudancas bioquimicas e morfoldgicas coletivamente denominadas degranulacdo anafilatica,
que resultam na liberacdo de um painel de mediadores biologicamente ativos (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2013).

Os mastocitos expressam moléculas de superficie com atividade co-estimulatéria ou co-
inibitdria, produzindo uma série de mediadores que podem direcionar as células dendriticas ou
diferenciagéo e fungéo das células T. O fato é que as interagdes entre mastocitos e células T
existem, e constituem um componente normal da maioria das respostas imunes adaptativas,
sendo uma das melhores ilustragOes para afirmar que as respostas imunes adaptativa e inata néo
sdo entidades completamente independentes (SAYED; BROWN, 2007).
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Em vérias revisdes recentes sobre inflamacdo e doencas inflamatdrias, os mastocitos
nem sempre s&o mencionados, ou quando se referem a eles, apenas sao listados como simples
participantes. Talvez essa auséncia no reconhecimento seja em parte pelo papel ja estabelecido
dos mastocitos em doencas alérgicas, o que de uma certa forma obscureceu 0s demais papéis
dos mastocitos em outros contextos. Essa omissao pode ocorrer, simplesmente, pelo fato dos
mastocitos estarem em menor quantidade em lesbes inflamatorias, quando comparadas com
namero de linfocitos e neutréfilos nestas lesbes. Entretanto, os mastocitos apesar de se
apresentarem em menor quantidade, sdo essenciais na promocdo da resposta inflamatdria
(KINET, 2007).

Os mastdcitos podem desempenhar um papel protetor na imunidade inata e um papel
pré-inflamatorio em certas circunstancias. Este papel protetor e pro-inflamatdrio, parece ser
contraditério. No entanto, esta aparente contradi¢cdo é um fator importante a ser levado em
conta, se levarmos em consideracdo que os mastdcitos podem ser um bom alvo terapéutico
(KINET, 2007). Sua maior importancia esté relacionada a degranulagéo, pois proporciona uma
série de reacdes em cadeia, que vao desde o0 aumento da permeabilidade vascular e recrutamento
de outras células ao local da inflamacdo, até a estimulacdo de fibroblastos para a sintese de
colageno no reparo tecidual, a partir da liberacdo dos mediadores quimicos primarios e

secundarios.

3.2. Mediadores Quimicos dos Mastocitos

Os mastécitos sdo caracterizados por sua habilidade de sintetizar, estocar e liberar
numerosas moléculas de efeito bioldgico. Além da heparina, os granulos citoplasmaticos dos
mastocitos também contém histamina, proteases neutras (triptase, quimase e
carboxipeptidases), aril-sulfatase, assim como outras enzimas, tais como: B-glicuronidase,
quininogenase, peroxidase, superdxido dismutase, fator quimiotatico para eosinofilos e fator
quimiotatico para neutréfilos (GARTNER; HIATT, 2003).

Estes agentes farmacologicos presentes nos granulos sdo denominados mediadores
primarios ou pré-formados. Além das substancias encontradas nos granulos, os mastdcitos
sintetizam varios mediadores a partir de precursores derivados dos fosfolipideos da membrana,
chamados de mediadores secundarios ou neoformados. Dentre os mediadores lipidicos incluem
leucotrienos (LTB4, LTCs, LTD4 e LTE4), tromboxanos (TXA:2 e TXBy), e prostaglandinas
(PGD2) (GARTNER; HIATT, 2003).
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Dentre os mediadores pré-formados, destacam-se a histamina, as proteases neutras
(triptase e quimase) e os proteoglicanos (heparina e sulfato de condroitina E). A histamina,
produzida pela agdo da enzima histidina-descarboxilase, tem um papel decisivo na hiperemia
associada aos estagios iniciais da inflamacdo e atua através de trés tipos de receptores
especificos: H1, H2 e H3 (FALAUS; MERETEY, 1992).

Nos receptores H1 e H3, a histamina exerce efeito do tipo inflamatdrio, atuando como
uma potente amina vasoativa, aumentando a permeabilidade vascular e a secre¢do de muco,
resultando em edema inflamatdrio, e contribuindo para o recrutamento de células circulantes.
Enquanto no receptor H2 os efeitos sdo do tipo anti-inflamatério, funcionando como um sistema
de retrorregulacdo (FALAUS; MERETEY, 1992).

Também sdo liberadas vérias outras citocinas cujos precursores ndo se originam do
acido araquidénico, tais como fator ativador de plaquetas (PAF) e bradicininas. A PGD2 regula
negativamente a degranulacdo do mastocito, enquanto o PAF tem acdo broncoconstritora direta.
Os leucotrienos tém efeitos semelhantes a histamina, porém mais potentes, tardios e
prolongados (CHURCH; LEVI-SHAFER, 1997). Todos estes mediadores sé&o formados no
momento de sua liberacdo (GARTNER; HIATT, 2003).

Os mastocitos também sintetizam e liberam um painel de citocinas multifuncionais
como a IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, IL-16, TNFa (Fator de Necrose Tumoral alfa),
GM-CSF(Fator Estimulador de Col6nia do Macréfago e Granuldcito) e também alguns dos
mais poderosos fatores de crescimento como o bFGF (Fator de Crescimento Basico do
Fibroblasto), o VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular) e o TGFB (Fator de
Crescimento Transformante beta), além de quimiocinas como MIP-1a (Proteina Inflamatdria
do Macrofago 1 alfa), MCP-1 (Proteina Quimiotatil do Mondcito 1) e RANTES (Regulador da
Ativacdo Normal de Célula T Expressa e Secretada) (GORDON et al., 1990; CHURCH et al.,
1991; AOKI et al., 2003).

As proteases neutras sdo enzimas proteoliticas. A quimase estimula a secre¢cdo mucosa
nos brénquios, enquanto a triptase € liberada, juntamente com a histamina, durante a
degranulacéo e ativa o fibrinogénio, a colagenase e o C3 por via alternativa (SALMUN et al.,
1994). O proteoglicano dominante nos mastécitos é a heparina. Uma vez liberada, ela pode
afetar a estabilidade ou a fungdo de outros mediadores mastocitarios. Atua como anticoagulante
e anticomplemento, melhora a ligacdo do coldgeno com a fibronectina, auxiliando o
remodelamento tecidual e ativando numerosos fatores de crescimento (KRISHNASWAMY et
al., 2001).
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Enquanto essa fase inicial da inflamacéo é principalmente governada por transmissores
ndo-celulares, durante o préximo estagio, neutréfilos e mondcitos atraidos pelos leucotrienos
mastocitarios, como fator quimiotatico para neutrofilos, aparecem na &rea da inflamacéo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Estas citocinas ndo apenas regulam a producao de IgE e
outras respostas imunes, mas também afetam a inflamacdo, a homeostase, a hematopoiese, a
angiogénese, a remodelagem tissular e o desenvolvimento ou resisténcia a tumores (GALLI et
al.,1991; DETHLEFSEN et al., 1995; LICHTENBELD et al., 1996).

A ativacdo dos mastdcitos e a liberacdo dos seus mediadores quimicos podem ocorrer
por diversos meios, como reacGes de hipersensibilidade mediadas pela IgE, por agentes
quimicos derivados da ativagdo do Sistema Complemento (denominados de anafilatoxinas), de
citocinas e de toxinas bacterianas; dentre outros estimulos (SIRAGANIAN, 2003). Entre esses
estimulos estdo os efeitos produzidos pela irradiacdo da luz de baixa intensidade nas células
dos tecidos, que provocam reacdes moleculares culminando com a liberacdo de Ca?*, a partir
de reservatérios intracelulares, ativando a proteina quinase C e promovendo a liberacdo dos

fatores pré-formados dos mastocitos.

3.3.LED’s

LED é a sigla em inglés para Light Emitting Diode, ou Diodo Emissor de Luz. O diodo
¢ a unido de semicondutores do tipo p e do tipo n, formando a juncédo p-n. Quando aplicada uma
diferenca de potencial elétrico, positiva no lado p e negativa no lado n, o diodo passa ao estado
polarizado. O lado p contém excesso de orificios, enquanto o lado n contém excesso de elétrons.
Ocorre a recombinacéo de elétrons e lacunas na regido da juncéo, cujo resultado € a emissé@o
espontanea de energia sob a forma de fotons (SEEGER, 1997).

Segundo Smith (2005), o importante é o comprimento de onda da luz, ndo a coeréncia
ou a auséncia da mesma. Inicialmente, se atribuiam os efeitos do laser a coeréncia, mas foi
demonstrado que fontes ndo coerentes como os LEDs também alcangavam resultados
semelhantes (KARU, 1999).

Apesar de o LED emitir luz em uma banda espectral maior do que o laser, Karu (1989)
afirma que ndo é necessaria alta monocromaticidade da luz, e sim que ela apresente uma largura
de banda (de comprimento de onda) dentro da faixa de absorcdo da molécula fotorreceptora

(WEISS et al., 2005). Em relagdo a coeréncia da luz devem-se distinguir dois aspectos
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essenciais: seu efeito fisico e a interacdo da luz com as moléculas, células ou tecidos (KARU et
al., 2010).

Entre as peculiaridades do LED constam a longa durabilidade, baixo custo,
confiabilidade, ndo geracdo de calor, dimensdes reduzidas, temperatura de cor, alta eficiéncia
energética, isto €, praticamente toda a energia incrementada no LED é transformada em luz e
apenas uma pequena fracao é perdida na forma de calor, tendo ainda a vantagem de ser bastante
sustentavel, ou seja, de causar um impacto ambiental reduzido (DOURADO et al., 2012).

Quanto menor o comprimento de onda, maior é a energia. A luz azul tem um
comprimento de onda de aproximadamente 380 nm a 500 nm, tornando-o um dos
comprimentos de onda mais curtos e com maior energia. A luz gerada do LED néo coerente
com A 415 + 15 nm é tecnicamente violeta, mas geralmente é chamada de luz azul e faz parte
do espectro de luz visivel (MAMALIS; GARCHA; JAGDEO, 2015), que embora produza
maior quantidade de espécies reativas de oxigénio que o LED infravermelho, se tornando
citotoxico quando em grandes quantidades, ambos estdo dentro do espectro de luz que produz
efeito fotobiomodulador (400 a 900 nm), pois emitem energia para os tecidos bioldgicos, que
ao absorverem essa energia, alteram o estado redox das células, aumentando o fluxo de elétrons
e, consequentemente, 0 metabolismo e a producdo de energia (ATP) (KARU; PYATIBRAT,;
AFANASYEVA, 2005).

3.4. Fotobiomodulacéo

A especificidade de cada célula e o estado fisiologico apresentam um determinado
limiar de sobrevivéncia, que pode ser modulado de acordo com a energia oferecida. O efeito
molecular da absorcdo de baixa intensidade de energia em estruturas bioquimicas das células
resulta na busca da manutencao ou normalizacdo das suas fungdes, chamado de biomodulacéo
(CHAVANTES et al., 2009).

Ao irradiar um organismo vivo, é introduzida energia em um sistema bioldgico, que
utiliza e transforma essa energia para seu proprio consumo. E importante salientar que a dose,
o comprimento de onda, a poténcia e a superficie irradiada sdo de extrema importancia. A
eficécia da irradiacdo esta intimamente relacionada com a fluéncia adequada, aplicada de modo
regular e gradual, de maneira que fluéncias baixas ou altas podem néo produzir efeitos ou gerar
prejuizos, respectivamente. A fluéncia define muitas vezes a fronteira da obtencdo de um
processo estimulatorio ou inibitorio (BAGNATO; MARIYAMA, 2007).
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Citocromos mitocondriais foram postulados como fotorreceptores para o vermelho e
para o infravermelho a energia da luz, que reativa espécies de oxigénio e tém sido usados como
potenciais mediadores dos efeitos bioldgicos desta luz. O mecanismo de fotobiomodulacéo,
pelo comprimento de onda no vermelho a luz infravermelha no nivel celular, tem sido atribuido
a ativacdo dos componentes da cadeia respiratéria mitocondrial, resultando na iniciacdo de uma
cascata de sinalizacdo que promove a proliferacdo celular e citoprotecdo (KARU, 1999).

Uma comparacdo do espectro de acdo para a proliferacdo celular apés fotoirradiacao,
com o espectro de absorcdo de potenciais fotorreceptores levou Karu (2008) a sugerir que o
citocromo C oxidase é um fotorreceptor primario de luz.

O citocromo-C-oxidase, integrante da cadeia respiratoria na mitocondria, interage com
a luz nos tecidos bioldgicos, que ao absorver energia nos comprimentos de onda do violeta ao
infravermelho proximo (400 a 900 nm) altera o estado redox das células, aumentando o fluxo
de elétrons e, consequentemente, o metabolismo e producédo de energia (ATP), aumentando o
metabolismo oxidativo mitocondrial e a liberacdo de mediadores quimicos como o 6xido
nitrico, potente vasodilatador, e espécies reativas de oxigénio (EROs) (KARU; PYATIBRAT,;
AFANASYEVA, 2005).

Esses processos iniciam uma cascata de reacdes celulares que modulam o
comportamento bioldgico, a angiogénese, os macréfagos e os linfécitos; a proliferacdo de
fibroblastos e a sintese de coladgeno, bem como a diferenciacdo de células mesenquimais (DE
SOUZA et al., 2013).

Segundo Karu et al. 1991, a estimulacdo da sintese de DNA pode ser observada em
uma faixa de comprimento de onda de 320 a 450, 600 a 650, 660 a 720, 740 a 840 nm, com
maximos proximos a 400, 630, 680 e 760 nm. O espectro de a¢do da sintese de RNA esta muito
préximo do espectro de acdo correspondente a luz na sintese de DNA. Os maximos na
estimulacdo da sintese de RNA correspondem aproximadamente aos comprimentos de onda de
400, 615, 680, 780 e 820 nm.

Respostas fotobioldgicas resultam de alteracbes fotoquimicas e/ou foto fisicas
produzidos pela absorcao da radiacdo eletromagnética ndo ionizante. Em uma regido visivel,
guando um féton é absorvido por uma molécula, os elétrons sdo elevados a um estado de energia
mais elevada e esta molécula excitada perde a sua energia extra. Isto pode ocorrer por reemissao
de um foton de comprimento de onda mais longo (menor energia) como em fluorescéncia ou
fosforescéncia, ou a molécula pode perder energia por liberacdo de calor, ou ela pode perder
energia provocando alteracdo fotoquimica em citocromos mitocondriais. A absor¢do de

radiagdo na regido do infravermelho resulta em rotagdes moleculares (rotagéo de toda a
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molécula sobre alguns eixos) e vibracdes moleculares (0 estiramento ou dobramento de
ligagBes) resultando no deslocamento de nucleos atdmicos (SMITH, 1991).

A foto ativacdo de enzimas da mitocondria por luz visivel inicia uma cascata de eventos
moleculares que levam a uma fotorresposta. A radiacdo de infravermelhos produz a mesma
resposta final, mas inicia a resposta ao nivel da membrana (provavelmente através de efeitos
fotofisicos sobre canais de Ca?*) por meio da cascata total de acontecimentos moleculares que
levam a bioestimulac¢éo (SMITH, 1991). Porém as células dos tecidos absorvem dez vezes mais
fotons com a luz azul/violeta do que com a luz vermelho/infravermelho. Tanto a absorcao
quanto a difusdo e os niveis de espécies reativas de oxigénio sdo maiores na regido do azul, e o
principal cromoforo dos tecidos é a hemoglobina, que tem bandas de alta absorcdo de
comprimentos de onda menores que 600 nm. A absorc¢do do citocromo C oxidase (CCO) pela
luz azul € vinte vezes maior que a luz infravermelha. Com isso se observa que essa absor¢éo é
muito pequena no espectro do vermelho ao infravermelho para ser a causa principal da
regulacdo positiva de ATP, assumindo-se como causa principal um simplesmente processo
fisico, envolvendo uma reducgdo na viscosidade da agua intracelular nas mitocondrias irradiadas
e um aumento na expansdo dessa dgua, do liquido do citosol celular (SOMMER, 2019).

As reacdes que ocorrem durante a irradiacdo, ainda nao foram totalmente esclarecidas,
gerando uma série de hipdteses relativamente a geragdo de oxigénio singleto (KARU, 1989),
alteracéo das propriedades do estado excitado redox dos centros CuA e CuB ou heme a e heme
a3 (KARU, 1988), presenca de 6xido nitrico (NO), aquecimento local transiente ou aumento
da producéo da anions superoxidos (KARU; ANDREICHUK; RUABYKH, 1993).

Foi observado que o estado geral redox da célula e seu pH no momento da irradiacdo
podem levar a diferentes respostas das células irradiadas, isto €, a resposta a excitacdo, depende
das condicgdes iniciais da célula (DIAS et al., 2009). Essas terapias ndo somente agem
diretamente nos fotorreceptores celulares, como também estimulam a liberacdo de metabdlitos
vasodilatadores teciduais ou mediadores vasculares humorais, como os liberados pelos
mastécitos apos lesdo tecidual (EL SAYED; DYSON, 1990).

Relativamente a ativagdo do fluxo de elétrons na cadeia respiratoria, pode-se esperar
um aumento da producéo de radicais hidroxila (OH) e de &nion superéxido como consequéncia
da reducdo por um elétron. O principal uso do oxigénio na cadeia é a sua reducdo a agua por
quatro elétrons. Pequenos aumentos na concentracdo de O> e, subsequentemente, incremento
da concentracdo do produto de sua dismutagdo (H2O2) em uma célula resultam em multiplas
respostas secundarias (KARU, 1989).
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Os mastdcitos, como células secretoras, irdo reagir com o aumento dos niveis de ATP
causadas por luz laser. O aumento da atividade de mastécitos pode ocorrer como um resultado
do desequilibrio do nivel de Ca 2+, ativagdo de serina-esterase, a necessidade de energia
adicional, e mudancas intracelulares de monofosfato de adenosina ciclico, que conduz a
degranulacdo celular. A extrusao de granulos de mastocitos e a libertacdo dos seus contetdos
causam o aparecimento de algumas substancias bioativas na matriz extracelular, o que pode
provocar a reacao inflamatoria. Como estas células néo proliferam localmente, 0 aumento pode
ser atribuido a migracéo direta de células vizinhas ao local irradiado sendo este estimulado pela
luz laser (MONTEIRO, 2011).

A fotobiomodulacédo gerada pela irradiacéo da terapia a laser de baixa intensidade (LBI)
tem uma influéncia importante no aumento da taxa de proliferagdo celular, reduzindo o
processo inflamato6rio e promovendo a angiogénese agindo positivamente em diferentes tipos
de células, como fibroblastos, queratindcitos, osteoblastos, células-tronco mesenquimais,
celulas cardiacas, células musculares e células endoteliais (DE CASTRO, 2014).

Estes mecanismos apresentam dependéncia de varios pardmetros como a dose de
irradiacdo, o comprimento de onda, o modo de operacdo da excitacdo luminosa
(pulsado/continuo) e a intensidade de excitacdo. Quanto maior for o comprimento de onda,
maior é a profundidade de penetracdo no tecido. O intervalo do espectro eletromagnético, entre
600 nm (vermelho) e 1200 nm (infravermelho préximo), apresenta a maior capacidade de
penetrar nos tecidos devida ao espalhamento e a absor¢do da dgua e do sangue (EDUARDO,
2010).

A dosimetria, para ser entregue a um tecido, serd melhor estabelecida levando-se em
consideracdo o seu estado fisiologico. Um tecido em processo inicial de inflamac&o, rico em
células, deve receber uma dose maior, uma vez que a irradiacdo sofre mais espalhamento por
causa dessas células, devendo diminuir conforme o processo inicial de inflamacéo regride e
ocorre a entrada na fase reparadora, com menor presenca de células. As condicbes do tecido
quando ulcerado, pigmentados ou queratinizados possuem propriedades oOpticas diferentes,
tendo assim diferentes coeficientes de absorcdo, sendo necessario nesses casos uma avaliacao
das condigdes desse tecido para aumentar ou diminuir a dosimetria. Quando ulcerados ou
expostos requerem menor energia para alcanga o alvo e produzir o efeito desejado da
fotobiomudulacdo (EDUARDO, 2010).
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4. Materiais e Métodos

4.1. Populagéo e grupos

O modelo animal utilizado foi o rato albino da espécie Ratthus norvegicus, classe
Mammalia, ordem Roedentia, da linhagem Wistar, de facil obtencdo, manuseio e manutencao.

Neste estudo foram respeitados os principios éticos na experimentacdo animal, bem
como as normas para a pratica didatico cientifica da vivisseccdo dos mesmos, de acordo com a
Lei 11.794 (08 de outubro, 2008), com o Decreto 6.899 (15 de julho, 2009), bem como com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA).
O projeto de pesquisa foi submetido a avaliacdo pela Comissdo de Etica no uso de Animais
(CEUA) do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia, sendo aprovado
sob 0 CEUA n°® 3681160119 (ANEXO A).

4.1.1. Célculo Amostral

Para o calculo do tamanho da amostra foram considerados 2 grupos experimentais e 4
subgrupos em cada um deles, além de um grupo controle. A variavel dependente do estudo € a
contagem de mastocitos por campo, considerando uma diferenca minima de 25% entre 0s
subgrupos experimentais na varidvel de efeito (SAWASAKI, 2009). Como variavel
independente considera-se o tipo de terapia aplicada. O nimero minimo calculado em cada
subgrupo foi o de 3 animais, totalizando 27 animais.

Utilizou-se um poder de 80%, nivel de significancia de 95 % e um erro de desenho de
1,5, por se tratar de uma analise estratificada. Reforga-se que para este calculo amostral utilizou-
se a formula proposta por Miot (2011).

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) adultos jovens, machos, com idade
aproximada de 03 meses, pesando aproximadamente 250 gramas cada um. Foram distribuidos

aleatoriamente em trés grupos de estudo, com a seguinte organizagéo:

Quadro 01. Grupo I - Controle

Subgrupo Descricao Qtde

Cc-1 Controle 03

Quadro 02. Grupo Il - LED IV (FisioLED, MMOptics®, A850 + 10nm, modo continuo) com dose de 20J/cm?
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Subgrupo Descricéo Qtde
LI-1 LED 2850 + 10 nm; 20J/cm? remogdo do tecido imediata 03
LI-2 LED 2850 + 10 nm; 20J/cm?em 20 minutos 03
LI-3 LED 2850 + 10 nm; 20J/cm? em 45 minutos 03
LI-4 LED 2850 + 10 nm; 20J/cm?em 2horas 03
Quadro 03. Grupo Il - LED violeta (BMW®, MMOptics, A405+ 10 nm, modo continuo) com dose de
20J/cm?
Subgrupo Descricéo Qtde

LV-1 LED 2405 + 10 nm; 20J/cm? remocéo do tecido imediata 03

LV -2 LED 2405 + 10 nm; 20J/cm? em 20 minutos 03
LV-3 LED 2405 + 10 nm; 20J/cm? em 45 minutos 03
LV -4 LED 2405 + 10 nm; 20J/cm2em 2horas 03

4.1.2. Dos critérios de inclusdo/exclusdo

Os animais incluidos, no experimento, apresentaram as seguintes caracteristicas:

e Foram todos da raca proposta;

e Nao apresentaram debilitacdo do estado geral de salde, o que poderia levar a problemas
e desconforto ao animal durante o periodo dos testes — tanto no periodo de aplicacéo,

como no momento do sacrificio.

4.2. Procedimento experimental

Os procedimentos cirdrgicos e a manutencdo dos animais ocorreram no Laborat6rio
de Experimentacdo Animal do Centro de Biofoténica da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia, assim como a morte dos mesmos. Os animais permaneceram
em gaiolas individuais, forradas com serragem, a qual foi substituida a cada 48 h. A dieta foi
livre e padronizada (Nuvilab®), e beberam &gua filtrada ad libidum. Os animais foram

mantidos em condi¢Ges normais de temperatura, umidade e luminosidade.

4.2.1. Procedimentos de irradiacao e cirurgicos



24

Os animais foram submetidos a anestesia geral com injecdo intraperitoneal de solucéo
de cloridrato de Quetamina 40 mg/kg (Cetamin®, 10%) e cloridrato de Xilazina 5 mg/kg
(Xylazin®, 2%). Em seguida, os protocolos de irradiagdo foram executados com aplicagdes dos
LEDs realizadas no dorso da lingua dos animais (Fig. 1 A e B), com a mucosa intacta (sem
lesGes), utilizando-se uma pinca clinica para expor a lingua do animal e coloca-la em contato
com o sistema de entrega da luz. A dose da densidade energética de 20J/cm? e os comprimentos
de onda de A 850 + 10 nm ou A 405 £ 10 nm foram aplicados dependendo do grupo experimental
a que pertenciam.

A aplicacdo da luz foi feita uma Unica vez no tecido e esperado 0s tempos de cada grupo
para a producéo do efeito. Apos decorridos 0s tempos das irradiacdes, 0s animais foram mortos
de acordo com o tempo do grupo ao qual pertenciam, com uma overdose intraperitoneal de
anestésicos. Os animais do grupo de remocao do fragmento da lingua, ap6s 2 horas de aplicacéo
da luz, precisaram ser anestesiados novamente, antes da dose aplicada para provocar a overdose
anestésica. Depois de verificada e confirmada a morte dos mesmos, o fragmento da lingua do
animal foi removido utilizando-se uma pinca para puxa-la para fora da cavidade oral e feito o

corte com tesoura cirurgica reta na base da lingua.

Figura 01 —Protocolos de irradiacdo. (A) LED infravermelho (A 850 £ 10 nm). (B) LED Violeta (A 405 = 10 nm)
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4.3. Equipamentos

LED Infravermelho

O aparelho utilizado foi o Fisioled (Arseneto de Galio e Aluminio — GaAsAl,
MMOptics, S&o Carlos, SP, Brasil) com os parametros: A 850 + 10 nm, 150 mW, emissdo

continua, ®= 0,5 cm?, 20 J/cm? por sessao, t = 128 s).

LED Violeta

O aparelho utilizado foi o Bright Maxx Whitening (Arseneto de Galio e Aluminio —
GaAsAl, MMOptics, Sdo Carlos, SP, Brasil) com os parametros: A 405 £ 10 nm, 65 mW,
emissdo continua, ®=1 cm?, 20 J/cm? por sessdo, t = 5min 11s. Para a utilizacdo deste
equipamento foi preciso realizar uma adaptacdo, uma vez que ele é composto por quatro LEDs
espalhados por uma superficie, indicada para aplicagdes intraorais. Dessa forma, trés LEDs
foram obliterados com fita tipo isolante preta, em seguida, foi calculada a area do LED que
seria utilizada e sua poténcia foi medida com auxilio do medidor de poténcia (PowerMeter,
ThorLabs, Newton, Nova Jersey, EUA). Assim foi possivel calcular o tempo necessario para

entregar a dose de 20J/cm?.

Tabela 1 - Pardmetros da fonte de luz do protétipo LED 1V e Violeta

Pardmetros LED IV LED Violeta
Comprimento de onda (nm) A850 + 10 nm A 405+ 10 nm
Modo Continua Continua
Poténcia (mW) 150 mW 65 mW
Tempo de irradiagdo 128 s 5min 11s
Area de entrega 0,5 cm2 1cm?

5. Analise Histologica

Ap0s a remocdo, os tecidos foram imersos isoladamente em solucdo de formol 10%
tamponado, em frascos coletores individuais e devidamente identificados, durante o periodo de
24 horas, para a fixacéo dos tecidos. No Laboratorio de Patologia da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal da Bahia foi realizada a analise macroscopica de cada peca e colocadas

em recipientes apropriados com as suas identificagdes. Um técnico do laboratério foi
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responsavel pela confeccdo das laminas histologicas, onde os espécimes foram lavados em agua
corrente e desidratados em banhos de &lcool 70%, 90% e dois banhos em alcool absoluto a

temperatura ambiente, seguido de diafanizagdo em xilol e inclusdo em parafina.

5.1. Coloracédo Azul de Toluidina

Todas as laminas foram coradas com Azul de Toluidina. Os mastdcitos intactos e
degranulados foram submetidos a contagem com um microscopio de luz (Axiolab®, Zeiss,
Thornwood, NY), com aumento de 400x, em dez areas adjacentes a camada basal do epitélio
oral (tecido superficial) e em dez &reas da musculatura profunda (tecido profundo) da lingua.
Em uma coloracéo feita com Hematoxilina-Eosina (HE) pode ser vista essa diviséo das camadas
superficial e profunda do tecido, onde foram feitas as contagens (Fig. 02). Depois foram
somados para se obter o numero total de mastocitos e a quantidade dos mastdcitos degranulados
para cada espécime e divididos por 10, para se obter a média aritmética.

Os mastocitos mostraram-se metacromaticos, quando corados com Azul de Toluidina,
e exibiram morfologia variada (oval, alongado ou redondo) (Fig. 03). Para avaliacdo da
degranulacdo, foi considerado qualquer “cluster” de granulo de mastocito claramente distinto
da membrana celular adjacente (HUANG et al., 2013) (Fig. 04).

O indice de degranulacéo foi calculado utilizando o nimero de mastdcitos degranulados
multiplicado por 100, dividido pelo o nimero total de mastdcitos (intactos mais degranulados).
Os resultados dos indices de degranulacdo podem ser visualizados nos Graficos 1 e 2. Os cortes

histoldgicos foram examinados por um patologista experiente de modo cego.

Figura 02 — Coloragcdo com HE da lingua do rato. A — Tecido superficial. B — Tecido profundo.
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Figura 03 — Fotomicrografia com aumento de 400x, mostrando coloracdo do tecido com azul de toluidina,

evidenciando os mastécitos corados em roxo.

Figura 04 — Fotomicrografia de mastdcitos degranulados, identificados com a seta.

6. Analise Estatistica

Ap0s a tabulacdo dos resultados, os valores obtidos foram submetidos a analise
estatistica através do teste t de Student, utilizado para avaliar se houve diferenga
significativa entre as médias das amostras, sendo considerados significativos 0s
resultados quando p<0,05. Também foi aplicado o teste One-way ANOVA para a analise

de variancia e o teste de Tukey para comparacdo das médias.
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7. Resultados

Foram separados trés grupos gerais para analise: grupo controle, com animais que nédo
sofreram irradiacdo; grupo de animais irradiados com LED violeta e grupo de animais
irradiados com LED infravermelho. Cada grupo geral foi divido em dois subgrupos, onde foram
realizadas as contagens da quantidade do total de mastdcitos (integros e degranulados) e dos
mastocitos degranulados, em tecido superficial e em tecido profundo da lingua do animal.

Os valores obtidos foram tabulados e submetidos a analise estatistica atraves do teste t
de Student, utilizado para avaliar se houve diferenca significativa entre as medias das amostras.
Apos a verificacdo da diferenca significativa, o teste One-way ANOVA foi aplicado para a

analise de variancia e o teste de Tukey para comparacao das médias.

7.1. LED Violeta x Controle — Remocéo Imediata

Os resultados obtidos demonstraram que o grupo do LED violeta no tecido superficial,
removido imediatamente ap0s a irradiacdo, mostrou um aumento no ndamero total de mastdcitos
e de mastdcitos degranulados (p=0,002) quando comparado ao grupo controle. No tecido
profundo também foi encontrada diferenca significativa entre os grupos controle e LED violeta
(p=0,05), com aumento de células no grupo irradiado, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 — Comparacéao do grupo LED Violeta com o grupo Controle, na remocao imediata

Controle LED Violeta Controle LED Violeta
(Superficial) (Superficial) (Profundo) (Profundo)
Média (DP¥*) Média (DP) Média (DP) Média (DP)
Total 11,90 (+3,84) 17,20 (£3,55) 23,00 (5,45) 27,57 (+4,83)
Degranulados 4,10 (x1,72) 10,20 (+4,61) 11,50 (+4,26) 19,37 (£5,38)

* DP- Desvio Padréo

7.2. LED IV x Controle — Remoc¢ao Imediata

Na contagem de células do grupo da remocéo imediata, no tecido superficial irradiado
com LED 1V, foi observada uma quantidade maior no total de mastécitos e degranulados,
guando comparados ao grupo controle (p<0,0001). Entre os grupos controle e LED IV no tecido
profundo, ndo houve diferenca significativa no nimero total de mastocitos (p=0,9) e o0 nimero
de células degranuladas foi menor no grupo irradiado. Esses resultados podem ser visualizados

na Tabela 3.
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Tabela 3 — Comparacéo do grupo LED IV com o grupo Controle, na remog¢éo imediata

Controle LED IV Controle LED IV
(Superficial) (Superficial) (Profundo) (Profundo)
Média (DP*) Média (DP) Média (DP) Média (DP)
Total 11,90 (+3,84) 23,00 (5,45) 23,00 (5,45) 20,23 (+3,82)
Degranulados 4,10 (£1,72) 11,50 (+4,26) 11,50 (+4,26) 2,93 (£0,99)

* DP- Desvio Padréo

O tecido superficial do grupo LED IV com remocdo imediata apresentou valores
maiores tanto no numero total de mastécitos, quanto na quantidade de células degranuladas,
quando comparado com os grupos LED violeta e grupo controle (p<0,0001) (Tabela 3).

7.3. LED Violeta x LED IV — Tempos experimentais

No tecido superficial, o grupo LED violeta apresentou maior quantidade de mastocitos
degranulados em 20 minutos apo6s a irradiacdo no tecido (p=0,04) (Grafico 01). Comparando
0s mastocitos degranulados, entre os tempos de remocao 20 e 45 minutos apds a irradiacao,
identificou-se um maior nimero de mastocitos degranulados em 20 minutos no tecido
profundo, tanto com o LED Violeta (p=0,03) quanto com o LED IV (p=0,01) (Grafico 02).

Entre o grupo de 45 minutos e o grupo de 2 horas, ndo foram observadas diferencas
significativas no efeito da luz sobre as células, com uma Unica excecdo, no tecido superficial
irradiado com luz infravermelha, no periodo de 2 horas, onde se observou a reducéo do nimero
total de mastocitos (p=0,05) e de mastdcitos degranulados (p=0,03) (Tabela 4).

O numero total de mastocitos foi maior no tecido superficial, do LED Violeta, na
remocao imediata do que em 20 minutos (p=0,016). No grupo LED IV, houve reducéo
significativa de mastdcitos totais (integros e degranulados) no grupo de 45 minutos, quando
comparados com o de 20 minutos, tanto no tecido superficial (p=0,03) quanto no profundo

(p=0,02). Os resultados descritos podem ser visualizados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Comparacéao entre 0s tempos experimentais dos grupos LED Violeta e LED IV * DP- Desvio Padrao

LED Violeta LED IV LED Violeta LED IV
(Superficial) (Superficial) (Profundo) (Profundo)
Média (DP*) Média (DP) Média (DP) Média (DP)

Total/Degranulado

Imediato 17,20(+3,55) /
10,20(+4,61)
20 min 12,60(x2,40) /
7,27(x2,24)
45 min 12,13(2,32) /
5,17(+2,10)
2 horas

12,67(+2,69) /
6,00(1,21)

Total/Degranulado

23,00(5,45) /
11,50(+4,26)

18,93(5,09) /
8,87(3,57)

14,10(+2,85) /
6,60(x1,71)

12,13(+3,32) /
4,57(+1,99)

Total/Degranulado

27,57(4,83) /
19,37(+5,38)

16,77(+3,55) /
13,60(+2,91)

17,57(3,90) /
10,07(+3,73)

18,97(25,23) /
10,73(+4,08)

Total/Degranulado

20,23(+3,82) /
2,93(0,99)

21,77(+3,39) /
11,13(+2,55)

19,87(+2,62) /
7,93(+2,49)

18,63(25,00) /
7,40(23,29)

INDICE DE DEGRANULACAO (SUPERFICIAL)

59,30%

34,45%
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I <5 58%
I 6,80%
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Graéfico 01 — indice de degranulagdo dos mastdcitos na camada superficial do tecido de cada grupo de

tempo.

No tecido profundo do grupo irradiado com LED Violeta, no tempo de 20 minutos, houve

reducdo significativa no nimero total de mastocitos (p<0,0001), em relacéo ao grupo de efeito

imediato apds a irradiacdo, porém o indice de degranulagéo foi maior em 20 minutos (p=0,01)

(Gréfico 02). J& no tecido profundo do grupo irradiado com LED IV, em 20 minutos foi

observado um aumento significativo na quantidade de mastocitos degranulados (p<0,0001),

comparado com grupo de efeito imediato (Grafico 02). Em todos os tempos observados, a maior

quantidade total de mastocitos esteve no grupo do efeito imediato apos a irradiacdo, com

excecao do grupo do LED IV no tecido profundo, que apresentou a maior quantidade em 20

minutos. Os indices de degranulacdo foram maiores nos grupos irradiados com a luz violeta,
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exceto no grupo de 45 minutos do tecido superficial irradiado com luz infravermelha, com uma

pequena diferenca sem significancia estatistica (Gréafico 01).

INDICE DE DEGRANULACAO (PROFUNDO)

M LED Violeta LED IV Controle

70,25%

50,00%
14,49%
I s1.11%
51,14%
I 57.30%
39,93%
[ e
39,71%

REMOGAO 20 MINUTOS 45 MINUTOS 2 HORAS
IMEDIATA

Graéfico 02 - indice de degranulagfo dos mastdcitos na camada profunda do tecido de cada grupo de tempo.

8. Discussao

Neste estudo se utilizou tecido da mucosa oral de ratos Wistar, especificamente do dorso
da lingua, obtidos imediatamente apds a irradiacao, e apos 0s tempos de 20 minutos, 45 minutos
e duas horas, visando a avaliagdo do efeito de dois comprimentos de onda diferentes A 850 nm
(LED infravermelho) e A 405 nm (LED violeta) emitidos por dispositivos LED em mastdcitos.
O presente protocolo foi adaptado do estudo realizado por Monteiro e colaboradores (2011),
que utilizaram o LED vermelho (630 nm) e infravermelho (850 nm) em mastécitos na lingua
de ratos Wistar, quando observaram que o0s animais irradiados apresentaram, em 60 minutos,
um maior nimero de células degranuladas, principalmente com o uso da luz infravermelha.

Os mastocitos sdo células presentes no processo inflamatorio e o seu estimulo
provocado por luz emitida no espectro infravermelho ou violeta pode intensificar sua
proliferacdo e/ou degranulacdo, com consequente liberacdo de potentes mediadores quimicos
da inflamacéo e atuando como importante modulador deste processo. A ativa¢do dos mastocitos
e a liberacdo de mediadores quimicos, como a histamina, dilata e aumenta a permeabilidade
dos vasos cerca de 180 segundos apos a degranulacdo (WALSH et al., 1995).

A maioria dos trabalhos, que avaliaram 0s mastdcitos e sua degranulacdo utilizaram a
luz laser para estimular as células nos tecidos e produzir efeitos, principalmente com
comprimentos de onda vermelho e infravermelho (LONEY, 2001; UHL, 2006). Wu e
colaboradores (2010) e Yang e colaboradores (2007) verificaram que o laser azul/violeta (A 405
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- A 490 nm) liberaram mais histamina dos mastocitos do que os lasers vermelho (A 633 nm) e
verde (A 532 nm). O aumento do nimero de mastdcitos, apos irradiacdo, também foi relatado
por Tsyganova (1974) em pele intacta de rato, irradiada com um laser de neodimio (A 1.060
nm). Trelles e colaboradores (1989), observaram que na lingua de rato intacta exposta ao laser
He-Ne continuo (A 632,8 nm; densidade de energia = 2,4 J/cm2), diminuiu 0 nimero total de
mastdcitos (integros e degranulados). Na pele lesionada houve um significativo aumento no
nimero total de mastocitos, o que é esperado devido ao processo inflamatério iniciado
(YOUNG et al., 1989). Como sugerido por Dyson e Luke (1986), os comprimentos de onda no
vermelho e infravermelho induziram degranulacdo de mastdcitos em les6es, mas ndo em pele
intacta. Possivelmente indicando um aumento na sensibilidade (facilidade de degranular) dos
mastdcitos apds a lesdo. Neste estudo, com o intuito de observar apenas o efeito da luz sobre
0s mastdcitos, sem interferéncia fisiologica por conta da ativacdo com lesdes, a mucosa onde
foi aplicada a irradiacdo LED, violeta e infravermalho, estava sadia, um tecido ndo doente.

A luz violeta apresenta comprimento de onda em torno de 410 + 15 nm, fazendo parte
do espectro de luz visivel, mais precisamente na regido azul. O componente azul da luz entre A
380 e A 500 nm também é conhecido como luz visivel de alta energia. Em particular, os
comprimentos de onda azul/violeta entre A 380 e A 440 nm, faixa onde se encontra um dos
comprimentos de onda utilizados neste estudo, podem ser vistos como potencialmente
prejudiciais e tém sido implicados como uma das possiveis causas de fotorretinite, ou seja, dano
a retina causado por luz incidente de alta energia (MAMALIS; GARCHA; JAGDEO, 2015).

Yoshida e colaboradores (2013) sugeriram que a irradiacdo com luz azul (A 460 nm),
por mais de cinco minutos no clareamento dental, pode aumentar o efeito citotdxico de espécies
reativas de oxigénio (EROs), sobre os tecidos moles da boca. Esses resultados sugerem que a
irradiacdo da luz azul/violeta, especialmente por fontes de luz LED usadas no tratamento
estético dental, podem ter efeitos adversos no tecido gengival humano. No presente modelo de
estudo foram realizados protocolos diferentes para o LED infravermelho (A 850 nm) e o LED
violeta (A 405 nm) com a mesma densidade de energia (20 J/cm?). Baseado no tempo de
irradiagdo do protocolo de clareamento dentario descrito anteriormente, a irradiacdo, utilizada
em modo continuo, com o LED violeta totalizou cinco minutos e onze segundos. Com o LED
infravermelho o tempo foi de dois minutos e oito segundos.

Nos procedimentos de fotoativacao de resinas compostas, o tempo medio de irradiacéo
com a luz azul ¢ inferior a um minuto. No entanto, na realizacdo do fotoclareamento, a luz
violeta € utilizada por 10 a 15 minutos. Sabe-se que a luz violeta é capaz de gerar o radical

hidroxila (OH), que é uma das espécies reativas de oxigénio, além de outros radicais
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(KAWAMOTO; TSUJIMOTO, 2004). Uma répida proliferacdo local dos mastocitos, apds a
irradiacdo neste estudo, foi vista nos tempos de observacao escolhidos principalmente no tempo
imediato, e diminuigdo com o passar do tempo, podendo estar associada a auséncia de
continuacdo do estimulo para continuidade da producdo do efeito. Num protocolo de
clareamento com LED violeta, onde séo feitas muitas aplica¢fes intervaladas huma mesma
sessdo, o tempo do estimulo no local é maior, 0 que consequentemente gera um aumento de
mastdcitos presentes e 0 aumento da sua degranulacéo, podendo ser prejudicial ao tecido oral,
por liberarem fatores quimicos que induzem a degradacdo do mesmo.

O cromoforo primario para os comprimentos de onda vermelho (A 600 — A 700 nm) e
infravermelho proximo (A 780 — A 1100 nm) é o citocromo C oxidase que € a unidade IV
(quatro) da cadeia respiratéria mitocondrial. No entanto, existem evidéncias de que
comprimentos de onda visiveis mais curtos, como luz azul/violeta (A 415 nm) e verde (A 540
nm), podem ter diferentes efeitos de fotobiomodulacdo (WANG, et al., 2016). Dentre essas
diferencgas estdo a profundidade de penetracdo no tecido, que é maior quanto maior for o
comprimento de onda, porém a quantidade de energia é maior quanto menor este for. Uma
diferenca observada neste estudo foi o numero total de mastdcitos (integros e degranulados),
nos tempos imediato e 20 minutos, maior no grupo do LED IV do que no grupo do LED violeta,
porém o indice de degranulagdo foi maior no grupo do LED violeta, provavelmente por carregar
uma maior quantidade de energia, que produziu uma ativacdo mais rapida e em maiores
quantidades dos efeitos intracelulares.

Yoshida e colaboradores (2013) relataram que a irradiacdo, da luz azul por lampada de
halogénio de quartzo tungsténio ou LED (A 460 nm), diminuiu a atividade de proliferagédo
celular de fibroblastos gengivais humanos (FGHs) de maneira dependente do tempo (<5
minutos). Além disso, em estudo morfolégico, o efeito citotoxico foi observado nas organelas
celulares, especialmente nas mitocéndrias dos FGHs com geracdo de EROs, devido a um
desequilibrio do mecanismo de defesa antioxidante intracelular no nicleo e/ou mitocdndrias.
Essas alteracGes podem ocorrer também na sinalizagdo de TGF-beta, na diferenciacdo de
miofibroblastos, nas citocinas, nos fatores de crescimento e mediadores inflamatorios,
indicando o envolvimento dos mediadores quimicos liberados pelos mastécitos (MAMALLIS;
GARCHA; JAGDEDO, 2015).

Os fibroblastos estéo entre as principais células gengivais. Foi proposto que a recessao
gengival pode ocorrer pela inibicdo da proliferacéo de fibroblastos e pela degradacao da sintese
de coladgeno devido as espécies reativas de oxigénio. As EROs também podem induzir

hipersensibilidade no colo do dente, expondo as superficies radiculares associadas a recessdo
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gengival (LEFEUVRE et al., 2005). Mamalis, Garcha e Jagdeo (2015) demonstram que 0
tratamento de fibroblastos priméarios de pele humana adulta, usando LED violeta (A 415 nm),
inibiu de forma significativa a sua proliferacdo, sendo esse efeito dose dependente.

N&o se encontra na literatura, relatos que expliquem de forma clara, os efeitos da luz
violeta sobre os processos celulares. A maioria dos estudos, no entanto, concorda que o efeito
geral da FBM de luz azul/violeta é aumentar o nivel de ERO celular. E provavel que esse
aumento iniba a proliferagdo em muitos casos (MAMALIS; GARCHA; JAGDEO, 2015), e
pode até induzir apoptose e aumentar a citotoxicidade externa se as doses forem elevadas
(YOSHIDA et al., 2013).

Wang e colaboradores (2017) analisaram o efeito desses quatro comprimentos de onda
na proliferacdo de células tronco derivadas do tecido adiposo humano, com uma clara diferenca
entre violeta/verde, que inibia a proliferacdo, e vermelho/IV, que estimulava a proliferacao,
com densidade de energia 3 J/lcm?. Violeta/verde reduziram o ATP celular, produziram um
aumento nas espécies de calcio intracelular e de EROs, reduziram o potencial da membrana
mitocondrial e diminuiram o pH intracelular; enquanto vermelho/IV aumentaram o ATP e
tiveram o efeito oposto. Na analise entre os grupos infravermelho e violeta, deste estudo, pode
ser observada uma diferenca na quantidade total de mastocitos (integros e degranulados), em
mucosa intacta, com maiores resultados encontrados sob o efeito do LED 1V, até 45 minutos,
com excecéo do tecido profundo, do grupo LED violeta, removido imediatamente.

Além do aumento no nimero total de mastécitos (integros e degranulados), neste estudo
foi observada também uma maior degranulacdo apés a irradiacdo dos tecidos, até o tempo de
45 minutos, comparados com o grupo controle, utilizando tecido intacto, da mucosa oral de
ratos, densidade de energia de 20 J/cm?2 e comprimentos de onda de A 850 e A 405 nm. No estudo
feito por Monteiro e colaboradores (2011) a degranulacdo dos mastécitos foi maior no grupo
irradiado com LED IV (A 850 nm) do que com o LED vermelho (A 630 nm). Porém, neste
estudo, o indice de degranulacéo foi maior no grupo LED violeta do que no grupo LED IV. A
variagao na resposta, com aumento da degranulacgdo, pode ser devida ao comprimento de onda
utilizado. A energia foi entregue de modo continuo e ndo foram observadas diferencas
significativas entre o tecido superficial do grupo controle e o tecido superficial dos grupos LED
violeta e LED 1V, apds duas horas de irradiacdo. J& no tecido profundo houve uma reducdo,
tanto no nimero total de mastocitos (integros e degranulados), quanto no nimero de mastocitos
degranulados, apos duas horas da irradiacdo com as duas luzes, quando comparados com 0

tecido profundo do grupo controle.
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A superficie dorsal da lingua é revestida por um epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado, apoiado sobre uma lamina prépria bastante vascularizada, constituida de tecido
conjuntivo denso. Logo abaixo da lamina prépria se observam feixes musculares estriados
esqueléticos seccionados em todas as dire¢des, entremeados com quantidade variavel de tecido
adiposo e tecido conjuntivo onde se observam grandes quantidades de mastdcitos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). No estudo feito por Monteiro e colaboradores (2011)
usando LED vermelho (A 630 nm) e infravermelho (A 850 nm), os mastécitos foram contados
em dois campos consecutivos, adjacentes a camada basal do epitélio oral. Com o intuito de
realizar uma avaliacdo minuciosa, neste estudo foram contadas dez areas, sendo cada area
dividida em duas porg¢des, uma adjacente a camada basal abaixo do epitélio oral, na lamina
prépria (tecido superficial) e outra profunda, logo abaixo desta, onde se encontrou a maior
guantidade de mastdcitos, tanto no grupo controle quanto nos grupos irradiados, permitindo um
campo maior de avaliacdo do efeito da luz, principalmente sobre a degranulacéo.

A doenca periodontal humana e a gengiva saudavel foram investigadas por Batista,
Rodini e Lara (2005), que observaram um maior nimero de mastocitos na gengiva inflamada.
Eles relataram uma média de 58,3 mastdcitos/mm? em amostras saudaveis e mais de 100
células/mm? na doenca periodontal. Assim, se evidenciou a participagdo dos mastocitos nas
respostas imunes e inflamatorias, através da liberacdo de agentes pré-inflamatérios como
heparina, histamina e fator quimiotatico eosinéfilo da anafilaxia, (NOLI; MIOLO, 2001) que
na gengiva inflamada tém o potencial de degradar a matriz extracelular. Além disso, essas
células sintetizam e liberam certas prostaglandinas e leucotrienos que, em conjunto, contribuem
para a resposta inflamatéria imediata. Como consequéncia da ativacdo dos mastdcitos, outras
células inflamatérias sdo recrutadas e ativadas, e uma cascata de producdo e liberacdo de
mediadores inflamatérios € acionada (COLEMAN, 2002).

O numero aumentado de mastdcitos na doenca periodontal humana em comparacao com
tecidos saudaveis, sem haver proliferacdo localmente, pode ser deduzida por algum processo
de migracdo direcionada de mastdcitos para essas lesdes, através do aumento dos vasos, que
sdo induzidos pela histamina, logo ap0s a degranulacéo dos mastécitos (WALSH, et al., 1995).
Esse aumento imediato dos mastdcitos totais (integros e degranulados) no local irradiado foi
visto apos a aplicagdo da luz LED violeta, nas camadas superficial e profunda do tecido, quando
comparada ao grupo controle. E no grupo tratado com LED IV o aumento imediato ocorreu na
camada superficial.

Huang e colaboradores (2013) e Golijanin e colaboradores (2015) encontraram um

aumento da populacdo de mastocitos degranulados na periodontite e observaram fraca



36

evidéncia de degranulacdo de mastocitos em tecidos gengivais saudaveis. Estes resultados
divergiram dos encontrados por Ribeiro e colaboradores (2018), que n&o verificaram relagéo
significativa entre os mastdcitos degranulados e o diagndstico periodontal, nem associacéo
estatisticamente significante entre a maturacdo do colageno e a degranulacdo dos mastocitos
(p=>0,30). Sugeriram que os produtos dos mastocitos podem ndo ser o principal fator de
destruicdo gengival, mas sdo fatores contribuintes ou secundérios envolvidos na evolucao da
doenca periodontal. Fica evidenciada a contribui¢do dos mastdcitos e dos mediadores liberados,
para o desenvolvimento e resolugédo da periodontite, que ndo é unidirecional, mas € interativa.
As mesmas células que produzem as citocinas pro-inflamatorias destrutivas também podem
produzir mediadores que ativam 0 processo de cicatrizacdo (PAGE, 1998). Heparina,
histamina, citocinas do tipo Th2, TNF- a. e NO possivelmente contribuem para a destrui¢ao do
tecido e perda dssea na tentativa de eliminar produtos bacterianos, enquanto o bFGF pode
influenciar o reparo do tecido (BATISTA; RODINI; LARA, 2005).

Ferreira e colaboradores (2016) observaram a degranulacdo de mastdcitos em casos de
Hiperplasia Fibrosa Inflamatéria (n= 9), e em Hiperplasia Fibrosa foi rara (n = 4). A
degranulacdo também esteve presente nos casos de Hemangioma Capilar Lobular (n = 3) e em
Lesdo de Células Gigantes Periféricas (n = 3), préxima ao tecido dsseo. Os mastdcitos foram
frequentemente observados em areas de ulceracdo e inflamacdo, no entanto, também foram
observados em &reas de fibrose, mesmo na auséncia de inflamacéo.

A presenca de mastocitos em areas de fibrose pode ser atribuida ao fato de seus granulos
serem rico em proteases, incluindo triptase (GAILIT et al., 2001; PERALLES et al., 2006).
Além disso, em um estudo em ratos, De Castro e colaboradores (2014) mostraram que 0S
mastécitos podem acelerar a migracdo e proliferacdo de fibroblastos e em outro estudo
demonstrou a estimulacéo da sintese de colageno por mastdcitos humanos (AKINMOLADUN
etal., 2013).

O presente estudo mostrou que a maior quantidade total de mastocitos (integros e
degranulados) foi observada imediatamente ap6s a irradiacdo com os dois tipos de luz (violeta
e infravermelho) quando comparados ao grupo controle, pela provavel migracdo destes, dos
vasos periféricos para o local irradiado. Contudo, os valores do indice de degranulagdo foram
maiores nos grupos irradiados com o LED Violeta. O estimulo com radiacéo eletromagnética
nos mastocitos, ndo produziu diferencas significativas entre os grupos de 45 minutos e duas
horas, nos tecidos superficial e profundo.

Em relagdo & localizacdo, o tecido profundo mostrou altos valores nos indices de

degranulacao, tanto com luz infravermelha quanto com luz violeta, sendo a maior degranulagéo,
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de todos os subgrupos, produzida no periodo de 20 minutos com a luz violeta. No grupo do
LED IV a maior degranulagéo ocorreu em 20 minutos no tecido profundo. No tecido superficial,
as maiores degranulagdes também foram com a luz violeta, nos tempos imediato e 20 minutos,
enquanto com a luz infravermelha foram nos tempos 20 e 45 minutos. O grupo do LED IV
apresentou uma maior quantidade de mastdcitos integros do que o grupo LED violeta, com
excecao do subgrupo de remogéo imediata do LED Violeta na camada profunda do tecido.

Os resultados do presente estudo mostraram um aumento do nimero total de mastocitos
(integros e degranulados) nos dois protocolos utilizados, sendo esse aumento maior dentro dos
primeiros 20 minutos apos a irradiacao, tanto na camada superficial quanto na camada profunda
do tecido. Considerando que a luz violeta pode alterar o comportamento celular e modificar os
tecidos biolégicos, o que pode ser benéfico para resolugdo de processos inflamatorios, ou
prejudicial como na doenca periodontal, onde a maior quantidade de mastécitos e sua
degranulacdo parecem estar associadas a uma possivel piora no quadro da doenca, é

recomendavel estudo clinico adicional.
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9. Conclusao

Assim, de acordo com a metodologia utilizada, é possivel concluir que as fototerapias
com LED IV (A 850 + 10 nm) e LED violeta (A 405 + 10 nm) em tecido da mucosa oral de ratos
Wistar, foi capaz de fotobiomodular a atividade dos mastdcitos no que diz respeito ao aumento
do numero de células, bem como, inducdo de sua degranalucéo, através da contagem e anélise
morfoldgica apds processamento histologico e coloracdo com azul de toluidina.

De forma geral, o grupo do LED IV apresentou uma quantidade maior de mastocitos
totais (integros e degranulados), nos trés primeiros tempos e manteve-se com a mesma
proporc¢éo, nos grupos LED IV e LED violeta em duas horas. O maior indice de degranulacédo
dos mastocitos, produzido com o LED IV, ocorreu em 20 minutos apds a irradiagdo, com
46,83% no tecido superficial e 51,14% no tecido profundo, mantendo-se 0 mesmo indice em
45 minutos no tecido superficial e diminuindo em duas horas. No tecido profundo houve
reducdo na degranulacdo em 45 minutos e em duas horas. O valor do indice de degranulacdo
para o tempo imediato foi pequeno (proximo de 15%) nos dois tecidos.

O estimulo da luz produziu um efeito superior na degranulacdo dos mastocitos nos
tecidos irradiados com o LED violeta, que apresentou os maiores indices de degranulagdo, nos
tempos imediato com 70,25% e 20 minutos com 81,11%, no tecido profundo, e diminuiu em
45 minutos e duas horas (cerca de 56%) . No tecido superficial os maiores indices de
degranulacdo também ocorreram nos dois primeiros tempos (aproximadamente 58%) e

diminuiram em 45 minutos e duas horas (aproximadamente 46%).
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ANEXO A- Registro no CEUA com autorizagdo para utilizacdo dos ratos Wistar.
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