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RESUMO

A mucosite oral (MO) é uma das complicagcbes agudas mais comuns da terapia
oncoldgica, provocada pelos efeitos citotdxicos da quimioterapia ou radioterapia de
cabeca e pescoco. Tem sido sugerido que o efeito da fotobiomodulacdo a laser na
microcirculacdo ocorre em virtude do estimulo da degranulacdo dos mastocitos e
consequente aumento da permeabilidade celular. Este estudo teve o objetivo de
avaliar a influéncia da fotobiomodulacdo a laser na expressao e degranulacéo de
mastécitos em lesdes de MO quimioinduzidas. Trinta e seis hamsters da raga Syrian
(Mesocrietus auratus) da linhagem dourada, adultos e machos, foram aleatoriamente
distribuidos em trés grandes grupos de acordo com o procedimento experimental a
gue foram submetidos: Mucosite sem tratamento (M), Mucosite com Laser Vermelho
(LV) (GaAlAs, A660nm, 40mW, 0,04cm?, t=30s, D=1.2J/cm? Twin Flex Evolution,
MMoptics®, S&do Carlos, SP) e Mucosite com Laser Infravermelho (LI) (GaAlAs,
A780nm, 40mW, 0,04cm?, t=30s, D=1.2J/cm? Twin Flex Evolution, MMoptics®, S&o
Carlos, SP). Os grupos foram subdivididos em 3 subgrupos de acordo com o tempo
de morte dos animais: grupos de 7, 11 e 15 dias (M-7, M-11, M-15, LV-7, LV-11, LV-
15, LI-7, LI-11 e LI-15). As lesbes de MO foram provocadas através da confeccéo de
ranhuras na bolsa jugal direita de cada animal e, imediatamente apés o procedimento,
foram submetidas a irradiacdo, que se repetiu a cada 48 horas, até a morte dos
animais. Os espécimes foram processados e corados usando as técnicas de
Hematoxilina-eosina e Azul de Toluidina. Os resultados demonstraram que entre 0s
grupos irradiados, o LV-7 apresentou maior média de expressao de mastocitos (38,28
+19,05) (p<0,001). Quanto a degranulagéo, o grupo com maior quantidade de campos
com mais de 50% de mastocitos degranulados foi o M-11 (p<0,001) e, dentre os
irradiados, o LV-11 (p=0,008). A irradiacdo com laser, em ambos 0s comprimentos de
onda, diminuiu o percentual de degranulacdo dos mastécitos. O grupo irradiado com
laser infravermelho revelou menor expressao de mastocitos e menor percentual de
mastécitos em degranulacdo. Observou-se predominio de inflamacédo cronica
discreta. De modo geral, ndo foi possivel observar importante expressdo de
mastécitos degranulados nos grupos irradiados, o que sugere que a luz laser pode
acelerar o processo inflamatorio e aviltra uma andlise futura em grupos com menor
tempo experimental.

Palavras-chave: mucosite oral, mastécitos, laserterapia.
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ABSTRACT

Oral mucositis (OM) is one of the most common acute complications of cancer therapy,
caused by the cytotoxic effects of head and neck chemotherapy or radiotherapy. It has
been suggested that the effect of laser photobiomodulation on microcirculation occurs
due to stimulation of mast cell degranulation and consequent increase in cell
permeability, as these cells produce and release a wide range of chemical mediators
associated with different biological processes. The aim this study was to evaluate the
influence of laser photobiomodulation on mast cell expression and degranulation in
chemoinduced oral mucositis lesions. Thirty-six Syrian hamsters (Mesocrietus auratus)
of the golden lineage, adult and male, were randomly assigned to four large groups
according to the experimental procedure: Untreated Mucositis (M), Mucosite with Red
Laser (LV) (GaAlAs, A660nm, 40mW, 0.04cm2, t = 30s, D = 2.4J / cm2, Twin Flex
Evolution, MMoptics®, Sao Carlos, SP) and Infrared Laser Mucositis (LI) A780nm,
40mW, 0.04cm2,t=30s, D =2.4J/ cm2, Twin Flex Evolution, MMoptics®, S&o Carlos,
SP). The groups were subdivided into 3 subgroups according to the time of death of
the animals: 7, 11 and 15 day groups (M-7, M-11, M-15, LV-7, LV -11, LV-15, LI-7, LI-
11, and LI-15). OM injuries were caused by making grooves in the right cheek pouch
of each animal and, immediately after the procedure, they were subjected to irradiation,
which was repeated every 48 hours, until the animals died. The specimens were
processed and stained using Hematoxylin-eosin and Toluidine Blue techniques. The
results showed that among the irradiated groups, LV-7 presented the highest mean
mast cell expression (38.28 £ 19.05) (p <0.001). Regarding degranulation, the group
with the largest number of fields with more than 50% of degranulated mast cells was
M-11 (p <0.001) and, among the irradiated ones, LV-11 (p = 0.008). Laser irradiation
at both wavelengths decreased the percentage of mast cell degranulation. The group
irradiated with infrared laser showed lower expression of mast cells and lower
percentage of mast cells in degranulation. There was a predominance of mild chronic
inflammation. In general, it was not possible to observe significant expression of
degranulated mast cells in the irradiated groups, which suggests that laser light may
accelerate the inflammatory process and proposes future analysis in groups with
shorter experimental time.

Key-words: oral mucositis, mast cell, Low-Level Laser Therapy.
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1 INTRODUCAO

A mucosite oral (MO) € um importante efeito adverso da terapia antineoplésica,
causado pelos efeitos citotoxicos da quimioterapia e radioterapia para a regido de
cabeca e pescoco. Esta condicdo compromete seriamente a qualidade de vida dos
individuos, impactando na morbimortalidade, em virtude do comprometimento da
capacidade de falar e, principalmente, de se alimentar, podendo levar a desnutricao
dos pacientes. Em alguns casos pode haver a necessidade de reducdo da dosagem
medicamentosa planejada para o paciente, ou até interrup¢des no tratamento do
cancer, o que pode prejudicar seriamente os resultados e o prognéstico do tratamento.
Em adicéo, a lesdo de MO pode servir como porta de entrada para microrganismos,
ocasionando em infeccéo local ou sistémica, elevando a morbidade da condicao
(SONIS, 1998; STRINGER & LOGAN, 2015).Desta forma, é de suma importancia a
intervengéo para promover um controle eficaz da dor, e, consequentemente, uma

nutricdo adequada ao paciente oncoldgico.

Em virtude do impacto da MO na qualidade de vida e prognostico do individuo
em tratamento oncoldgico, se faz necessario o uso de medidas terapéuticas para o
efetivo controle desta condicdo. Em 2014, a Associagcao Multinacional de Cuidados de
Suporte em Céancer (MASCC) e a Sociedade Internacional de Oncologia Oral (ISOO)
recomendaram a fotobiomodulagéo a laser para prevenir e tratar a MO (LALLA et al.,
2014; HE et al., 2017). Sabe-se que as fototerapias oferecem efeitos positivos ao
processo de reparo tecidual, aumentando a velocidade de cicatrizacdo, além de
melhorar a nutricdo celular e a qualidade do tecido neoformado (MEDRADO et al,
2008; MELO et al, 2011). O aumento na producao de fibroblastos e fibras colagenas,
bem como a estimulacdo da angiogénese e da diferenciagcdo miofibroblastica nas
fases iniciais da cicatrizacdo, também sao efeitos, ja reconhecidos, da
fotobiomodulacéo a laser (MELO et al, 2011; CHUNG et al., 2012).

O efeito do laser é obtido pela conversao da luz, por meio de efeitos fotofisicos
e bioguimicos, em energia util para a célula. Cromoéforos presentes na mitocondria
absorvem a luz, ocasionando uma elevacdo na producdo de adenosina trifosfato
(ATP), proporcionando um aumento na sintese proteica e, consequente, proliferacéo
celular (KARU, 1989).
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Um processo de cinco estagios envolvendo a regulagdo de citocinas pro-
inflamatérias e o consequente dano tecidual, caracteriza o desenvolvimento da MO.
Diferentes tipos celulares participam do processo inflamatério e dentre eles,
desempenhando um importante papel, estdo os mastécitos (STRINGER & LOGAN,
2015). Exercendo sua fundamental funcdo no processo inflamatério e no reparo de
feridas, os mastocitos produzem e liberam mediadores quimicos associados a
vasodilatacdo, além de otimizar o processo inflamatério. Em unido com as células
endoteliais, 0s mastocitos produzem enzimas proteoliticas que provocam a
degradacdo da membrana basal e da matriz extracelular, contribuindo para a
migracao celular e angiogénese (PEREIRA et al., 2010; PARAGUASSU, 2014).

Estudos anteriores sugerem gue 0s mastocitos, como ceélulas secretoras,
reagem ao aumento dos niveis de ATP causados pela luz e, assim, a
fotobiomodulacdo a laser pode influenciar no nimero e na degranulacdo de
mastoécitos (TSYGANOVA, 1973; PEREIRA et al., 2010; DE CARVALHO MONTEIRO
et al., 2011; PARAGUASSU, 2014). Entretanto, na literatura ndo existem estudos que

analisem a expressao e degranulacdo de mastocitos em lesées de MO.

Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da
fotobiomodulacéo a laser na expressao e degranulacdo de mastécitos em lesdes de

MO quimioinduzidas em um modelo animal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER E O TRATAMENTO ONCOLOGICO

O cancer € um importante problema global de saude publica (SIEGEL; MILLER,
2019). De acordo com os dados da GLOBOCAN, em 2018 ocorreram mais de 18
milhdes de novos casos e mais de 9 milhdes de 6bitos por cancer no mundo
(GLOBOCAN, 2018).

O tratamento dos pacientes portadores de cancer pode variar desde uma
intervencédo cirargica a administracdo de radioterapia (RT), quimioterapia (QT) ou
transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH). Algumas vezes torna-se
necessario combinar mais de uma dessas modalidades terapéuticas (FIGUEIREDO
et al., 2013; INCA 2017). O uso de medicamentos contra 0 cancer (quimioterapia,
horménios e terapias biologicas) tem sido a escolha atual para o tratamento de
cancros metastaticos, uma vez que eles sdo capazes de se disseminar através da
corrente sanguinea (PEREZ-HERRERO & FERNANDEZ-MEDARDE, 2015). O
estadiamento do tumor € um dos principais fatores considerados para definir o tipo de
tratamento ideal para cada caso (LEMOS-JUNIOR, 2013).

Quase a totalidade dos pacientes portadores de cancer avancado de cabeca e
pescoco sofrem complicacdes do tratamento com RT ou radioquimioterapia (RQT).
Observa-se um aumento na frequéncia e severidade dos efeitos colaterais quando ha
uma combinacéo da QT com regimes de RT acelerados ou hiperfracionados (ZECHA
et al., 2016).

Esses tratamentos podem fazer com que um numero significativo de pacientes
apresente complicacdes orais adversas de curto ou longo prazo, que interferem
diretamente na sua qualidade de vida (PEREZ-HERRERO & FERNANDEZ-
MEDARDE, 2015). Dentre as complicacdes agudas estdo mucosite, dor, disfagia,
infeccdes (bacterianas, virais ou fungicas), alteracfes salivares, disgeusia e dermatite.
As complicacdes crbnicas mais comuns incluem xerostomia, atrofia da mucosa,
desmineralizagdo dentéria, doencas periodontais, osteonecrose, disfagia, trismo,

linfedema, dermatite, desenvolvimento de disturbios e disfuncdo nas glandulas
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salivares e alteracdes de voz e fala (HONG et al., 2010; EPSTEIN, 2012; ZECHA et
al., 2016). A MO € um dos efeitos secundarios mais importantes da terapia oncolégica
(CAUWELS & MARTENS, 2011).

Existe também uma interacdo potencial entre o microambiente oral e o
desenvolvimento de mucosite. Durante a terapia oncolégica ocorrem alteracdes na
flora bucal e é possivel que essas alteracbes possam influenciar no desenvolvimento
da toxicidade da mucosa associada ao tratamento do cancer (STRINGER & LOGAN,
2015).

2.2 MUCOSITE ORAL

Mucosite é uma lesdo inflamatéria que ocorre como efeito colateral da
guimioterapia e/ou radioterapia, e pode acometer tanto a cavidade bucal, quanto
outras mucosas do trato gastrointestinal (LALLA et al., 2014). Enquanto a
guimioterapia pode provocar o surgimento da mucosite em qualquer ponto da mucosa
gastrointestinal, a radioterapia, por ser um tratamento local, leva ao seu
desenvolvimento apenas na area irradiada, sendo assim, a radioterapia de cabeca e
pescoco é responsavel pelo surgimento da MO (SONIS, 1998; SONIS, 2004; LALLA
et al., 2014).

As terapias anticancer, em sua maioria, usam agentes danosos ao DNA,
projetados para atingir preferencialmente células cancerigenas, devido a sua alta taxa
de proliferacéo e a sua baixa capacidade de reparar danos no DNA. No entanto, como
essas terapias também eliminam células que se dividem rapidamente, elas podem
diminuir profundamente as respostas imunes, além de influenciar diretamente na
renovacao celular constante que existe na mucosa bucal, contribuindo para o
surgimento da MO (GHIRINGHELLI; APETOH, 2014). Os agentes quimioterapéuticos
gue possuem maior associacdo com o surgimento desta condi¢do séo o 5-flurouracil
(5FU) e metotrexato. O tratamento com o uso simultaneo da radio e quimioterapia
eleva a incidéncia de mucosite (SONIS, 1998; SONIS, 2004; LALLA et al., 2014;
MALLICK, BENSON, RATH, 2015; STRINGER & LOGAN, 2015).
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A MO é uma das complicagcfes agudas mais comuns, dolorosas e debilitantes
provocada pelos efeitos citotoxicos destas terapias (SONIS, 1998; SONIS, 2004;
STRINGER & LOGAN, 2015). Trata-se de um dano que ocorre no revestimento
mucoso da cavidade oral podendo levar a formacdo de Ulceras, geralmente
associadas a dor intensa, requerendo, muito comumente, a utilizacdo de analgésicos
opioides para um efetivo controle desta dor. Em virtude dessa sintomatologia
dolorosa, ha um importante comprometimento da qualidade de vida desses pacientes,
uma vez que estes apresentam dificuldade para falar, mastigar e se alimentar —
principalmente devido a odinofagia e/ou disfagia —, podendo ocasionar em desnutricao
e provocando um aumento da necessidade de nutricdo parenteral. Além disso, estas
lesdes podem atuar como porta de entrada para microrganismos, elevando o risco de
infeccdo local e/ou sistémica. Esses aspectos, além de tornarem ardua a terapia
oncoldgica, elevam a necessidade de internamento hospitalar e, consequentemente,
0s custos do tratamento (SONIS, 1998; SONIS, 2004; LALLA et al.,, 2014;
BENSADOUN, 2018; ZADIK et al., 2019).

A frequéncia geral da MO ¢ variavel e depende, principalmente, das doses e
frequéncia de administracdo da terapia antineoplasica, da higiene bucal, do
diagnostico e idade do paciente. Estima-se que entre 20 e 40% dos pacientes
submetidos a dose padrdo de quimioterapia; 80 e 100% dos que recebem
guimioterapia em altas doses como condicionamento para transplante de células
tronco hematopoiéticas; e praticamente todos os pacientes que recebem radioterapia
de cabeca e pescoco, desenvolvam a MO (SONIS, 1998; LALLA et al.,, 2014;
STRINGER & LOGAN, 2015; ZADIK et al., 2019).

Cerca de metade dos individuos que desenvolvem estas lesdes, as apresentam
em tal gravidade que podem requerer a necessidade de modificacfes, interrupcdes
indesejadas ou até a suspensdo completa do tratamento do céancer, o que pode
comprometer seriamente o controle da doenca e o progndstico do tratamento destes
pacientes (SONIS, 1998; MALLICK, BENSON, RATH, 2015; BENSADOUN, 2018).

Embora o processo de desenvolvimento da MO seja iniciado a partir de um
dano celular direto provocado pela quimioterapia e/ou radioterapia, evidéncias
sugerem que a patogénese desta condicdo ndo se resume a esse dano, mas
compreende um modelo de cinco estagios, envolvendo espécies reativas de oxigénio,

citocinas pro-inflamatorias, subprodutos metabdlicos derivados da colonizagdo por
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microrganismos e o dano tecidual resultante que ocorre pela apoptose e necrose
tecidual (LALLA et al.,, 2014; STRINGER & LOGAN, 2015; ZECHA et al., 2017;
BENSADOUN, 2018; HONG et al., 2019).

Conforme observa-se na figura 1, a administracdo de quimioterapia (ou
radioterapia) inicia danos no DNA (primeiro estégio), resultando em danos as células.
Nesse primeiro estdgio ocorre um aumento do estresse oxidativo (em virtude da
geracao de espécies reativas de oxigénio [ROS]) e ativacao da resposta imune inata.
Esse processo envolve a ativacdo dos principais fatores de transcricdo pro-
inflamatérios, incluindo o fator nuclear-kB (NF-kB), com consequente producéo de
citocinas pro-inflamatérias chave (por exemplo, fator de necrose tumoral-a [TNF-q],
interleucina [IL] -1B e IL-6) resultando na ruptura do tecido conjuntivo. Observam-se,
ainda, aumentos locais nas cinases que danificam os tecidos. A amplificacdo do sinal
(terceiro estagio) ocorre quando o TNF- a e IL-1B, com NFkB, também sao ativados
em outras células, resultando em lesdo progressiva do tecido e levando a
manifestacdo clinica da ulceracdo. A colonizacao do tecido ulcerado por bactérias
resulta em uma leséo ativa pois os produtos da parede celular bacteriana sao capazes
de ativar macrofagos para estimular e potencializar uma resposta inflamatoria. A
guarta etapa € mais significativa para o paciente, pois resulta em lesdes dolorosas e
debilitantes (STRINGER & LOGAN, 2015; VASCONCELOS et al., 2016; HONG et al.,
2019). A fase final é caracterizada por migracéo, diferenciacéo e proliferacédo celular,
guando ocorre o reparo tecidual. Caso ndo haja complicacdes locais ou sistémicas,
esse reparo ocorre espontaneamente de alguns dias a algumas semanas apos a
interrupcéo do tratamento (SONIS, 2004; VASCONCELOS et al., 2016).
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Figura 1: A progressdo da MO pode ser resumida em 5 estagios: iniciagéao,
mensagens e sinalizacdo, amplificacéo, ulceragdo e cura. Com base nesse
modelo, a inflamacgé&o, juntamente com a apoptose, leva a perda da integridade
da barreira mucosa, promovendo a translocacéo das bactérias.

Adaptado de: Vasconcelos, Sanfilippo, Paster, Kerr, Ramalho, Queiroz, Smith,
Sonis, Corby, 2016.




22

O entendimento atual da patogénese da MO é amplamente baseado em
modelos animais, que documentam a natureza multifatorial dessa condig&o
inflamatdria e implicaram uma cascata de eventos inter-relacionados em mdltiplos
compartimentos teciduais (BENSADOUN, 2018). O modelo animal de pesquisa da
MO, com a utilizacdo de hamsters e do 5-FU foi determinado por Sonis et al. (1990).
Os autores referiram que essa escolha foi baseada no grande volume mucoso
facilmente observado das bolsas jugais dos hamsters e na capacidade dos animais
de tolerar doses de 5-FU produtoras de mucosite sem mortalidade significativa. No
estudo em que o modelo animal foi sugerido, foi possivel observar caracteristicas
histologicas e clinicas semelhantes as encontradas em seres humanos que
receberam quimioterapia. Dentre os achados estavam a degeneracao do colageno,
grandes areas de descamacdao, ruptura epitelial e ulceragcdo que caracterizaram o
guadro clinico de mucosite grave. Além disso, o achado histologico de microrganismos
no tecido conjuntivo subjacente a ulceragéo, reforgcou o conceito de que a ruptura da
integridade do epitélio oral pode servir como porta de entrada para microrganismos

no paciente em tratamento oncologico (SONIS et al., 1990).

Existem, na literatura, algumas possibilidades terapéuticas para a mucosite
(RANNA et al., 2019), entretanto, as opc¢des realmente eficazes ainda sdo escassas
e o0 controle da dor geralmente é inadequado (ZECHA et al., 2017; BENSADOUN,
2018). As diretrizes para o seu manejo incluem desde cuidados bucais basicos, até o
uso de medicamentos (anti-inflamatdérios, antimicrobianos, anestésicos, analgésicos),
de citocinas e fatores de crescimento, agentes naturais, crioterapia e
fotobiomodulacdo a laser (SONIS, 1998; RANNA et al, 2019). Apesar do
desenvolvimento de diretrizes para o0 manejo da mucosite, esta continua sendo um
grande problema para pacientes submetidos a terapia do cancer (STRINGER &
LOGAN, 2015).
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2.3 INFLAMACAO E MASTOCITOS

O processo inflamatorio representa um mecanismo de defesa do organismo em
decorréncia de agressoes fisicas, quimicas e biolégicas. Na maioria dos casos, a
inflamacéo atua de forma inespecifica, sobre qualquer tipo de agressor, independente
da sua natureza. E um processo que ocorre apenas no tecido conjuntivo, pois depende
de vasos sanguineos. Os vasos permitem a passagem de células sanguineas e
substancias plasméaticas para o local lesado, para que atuem sobre o0 agressor,
eliminando-o e controlando a agressdo local para, posteriormente, promover a
reparacdo da area (CONSOLARO, 2015).

Diferentes tipos celulares estdo envolvidos na inflamacéo e, dentre eles, os
mastécitos tem um papel fundamental (WALSH, 2003). Os mastécitos (MCs) séo
células moéveis, secretoras do sistema imunologico, que se originam da medula 6ssea.
Essas células circulam no sangue periférico, e, em suas formas maduras, sao
encontrados em todos os tecidos conjuntivos, particularmente distribuidas nos
espacos perivasculares, proximas a membrana basal de células endoteliais (WALSH,
2003; PEREIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2010; PARAGUASSU et al., 2014).
Possuem como principal funcdo estocar mediadores quimicos em seus granulos
secretores, e atuam tanto na resposta vascular, quanto na resposta celular da
inflamacéao. Esses granulos citoplasmaticos sdo ricos em aminas vasoativas (como a
histamina), glicosaminoglicanos sulfatados (como a heparina), leucotrienos e citocinas
(como TNF e IL-1 a IL-6) (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; CONSOLARO, 2015).

Frente a um estimulo apropriado, os MCs produzem e liberam esses
mediadores quimicos associados a diferentes processos biologicos responsaveis pela
proliferacéo celular e vascular, vasodilatacdo no microambiente de uma leséo, reparo
tecidual e mecanismos de defesa do hospedeiro (PEREIRA et al., 2010; SANTOS et
al., 2010; PARAGUASSU et al., 2014). Além disso, ha evidéncias de que estas células
desempenham um papel essencial na formacéo da matriz de colageno e tecido de
granulacdo durante a cicatrizacdo de feridas. Os MCs sdo criticos no inicio do
desenvolvimento da inflamacdo da mucosa oral e na transicdo da inflamacéo aguda
para a cronica (CORREIA et al., 2016).

Segundo Consolaro (2015) os mastécitos sdo as células responsaveis por

iniciar a inflamacéo. O autor sugere que o desencadeamento do processo inflamatorio
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se da a partir da interacdo das proteinas teciduais livres — decorrentes da agressao
tecidual — com a superficie dos mastécitos, o que induz o seu processo de

degranulacao.

Assim que o tecido recebe a agressdo, ou seja, o estimulo para o inicio da
inflamacao, os mastécitos degranulam e liberam os mediadores quimicos que alteram
a microcirculagéo local, aumentando a permeabilidade vascular. Essa permeabilidade
€ causada, mais especificamente, pela liberacdo da histamina. Em adicao, produzem,
ainda, enzimas proteoliticas responsaveis pela degradacdo da membrana basal e da
matriz extracelular (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; PARAGUASSU et al., 2014,
CONSOLARO, 2015). Essa liberacdo de histamina, ao induzir a vasodilatacao,
proporciona maior aporte de oxigénio e nutrientes ao tecido lesado, possibilita a
chegada de mais fibrinogénio (compartimentalizando a inflamacéo) e promove, ainda,
juntamente com as prostaglandinas D2 e o fator de ativagao plaquetaria - PAF (ambos
também produzidos nos mastocitos) o afastamento das células endoteliais, fator muito

importante na resposta celular da inflamacéo (ABBAS, 2015).

Além disso, ressalta-se que os mastécitos também produzem as substancias
necessarias para o recrutamento de leucdcitos, que incluem selectinas, moléculas de
adesdo e fatores quimiotaticos (PARAGUASSU et al., 2014). Nesse recrutamento de
glébulos brancos, os neutréfilos sdo as primeiras células a chegarem no local da
inflamacéao, pois sdo as células imunologicas circulantes mais abundantes no corpo
humano (ABBAS, 2015). Os neutrofilos, assim como as células endoteliais, sofrem
mudancas na sua superficie, e passam a expressar proteinas que possibilitam a
ligacdo entre elas. As selectinas e as integrinas sédo as proteinas mais atuantes nesse
processo. Uma vez circulantes nos vasos sanguineos, os neutréfilos, em virtude
dessas proteinas, passardo mais proximos da parede do vaso, etapa conhecida como
marginacdo. Quando aderidos a parede do endotélio, tem inicio um fendmeno
conhecido como rolamento, no qual os neutrofilos comegcam a rolar pelo vaso. Ha um
momento em que o0s neutrofilos param de rolar e se prendem ao endotélio com ainda
mais forca, e nesse momento € que ocorrera a diapedese, evento no qual o neutréfilo
migra do vaso sanguineo para o tecido, para atuar, juntamente com as células
dendriticas e os macrofagos, na eliminacao do agente agressor, através da fagocitose
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; ABBAS, 2015; BRASILEIRO FILHO, 2016)
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A partir desse fen6meno, os MCs contribuem ativamente na quimiotaxia e na
formacdo de novos vasos, auxiliando na amplificacdo e progressao do processo
inflamatério (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; PARAGUASSU et al.,, 2014
CONSOLARO, 2015).

Segundo Santos et al. (2010) é possivel observar a presenca de mastocitos
tanto na reacédo inflamatéria aguda quanto na crénica. Nas rea¢fes agudas eles
sofrem degranulacdo, liberando mediadores, como a histamina, e nas reacgdes
inflamatérias cronicas podem produzir citocinas que contribuem para a fibrose. Os
autores trazem ainda que o0s mastocitos raramente sdo vistos degranulando
naturalmente em doencas autoimunes ou em processos inflamatorios, e que o fato de
estarem envolvidos em doencas inflamatdrias, sem causar choque anafilatico, se da
justamente através da liberagcdo "seletiva" ou "diferencial® de mediadores sem que
haja degranulacdo. Entretanto, esse papel dos MCs na inflamagéo cronica ainda n&o

esta completamente elucidado.

2.4 FOTOBIOMODULAGCAO A LASER

2.4.1 Modo de acédo e parametros da laserterapia

A laserterapia de baixa intensidade atua induzindo uma reac¢éo fotoquimica na
célula, processo conhecido como bioestimulagcéo ou fotobiomodulacdo (CHUNG et al.,
2012). A fotobiomodulacédo a laser surgiu apés a invencéo do laser de rubi (1960) e
do laser Hélio-Nebnio (1961), mais precisamente em 1967, quando Endre Mester
descreveu o efeito biomodulador dos lasers (PANDESHWAR et al., 2015).

Refere-se a terapia de luz utilizada, principalmente, para modulacdo da
inflamacéo, promocéo do reparo tecidual e controle da dor (PANDESHWAR et al.,
2015; ZECHA et al., 2016). Esses tratamentos foram originalmente descritos como
uso de "laser de baixo nivel" por se tratar de uma luz de baixa intensidade em
comparacao com outras formas de tratamento médico a laser. Entretanto, em 2014,
na conferéncia conjunta da Associacdo Norte-Americana de Laserterapia (NAALT)
com a Associacdo Mundial de Laserterapia (WALT), foi sugerido que o termo

fotobiomodulacdo seria o ideal, sendo definido como "O uso terapéutico da luz [por
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exemplo: visivel, infravermelho préximo (NIR), infravermelho (IR)] absorvido pelos
cromoforos enddgenos, desencadeando reagBes biolégicas ndo térmicas, nao
citotdéxicas e biolégicas através de eventos fotoquimicos ou fotofisicos, levando a
alteracgdes fisioldgicas” (ZECHA et al., 2016).

Em suma, a fotobiomodulacdo é uma aplicacdo clinica ndo invasiva, em
comprimento de onda vermelho (600-700 nm) ou infravermelho préximo (780-950 nm),
em baixas densidades de energia (em comparacao a outras formas de uso do laser,
como corte, coagulacdo térmica e ablacao). Ademais, é importante enfatizar que os
efeitos da fotobiomodulagéo nos tecidos dependem do tipo de célula presente, estado
redox da célula, parametros de irradiacéo e tempo de exposi¢cao (HUANG et al., 2009;
BENSADOUN & NAIR, 2012; PANDESHWAR et al., 2015).

A laserterapia de baixa intensidade atua nos niveis molecular, celular e
tecidual. E um mecanismo ndo ablativo de efeito fotoquimico pelo qual a luz é
absorvida e exerce uma alteracdo quimica nas ceélulas. O efeito primario ocorre dentro
da célula, mais precisamente nas mitocondrias, quando a luz é absorvida pelo
Citocromo C Oxidase (CCO), que, por sua vez, reage aumentando a producao de
Adenosina Trifosfato (ATP) e reduzindo o estresse oxidativo (KARU, 1989).

As ERO (espécies reativas de oxigénio) sdao moléculas que desempenham um
importante papel na ativacdo de vias secundarias de sinalizacdo celular, ativacao
enzimatica e sintese de acidos nucleicos e proteinas. Ao promover a inducdo de
fatores de transcricdo, as ERO provocam sintese proteica que, por sua vez,
desencadeia a modulacdo nos niveis de citocinas, fatores de crescimento e
mediadores inflamatorios, além de promover um aumento da oxigenacao tecidual e

na proliferacdo e migracao celular (CHUNG et al., 2012).

A observacdo de que o Oxido nitrico (ON) é liberado das células durante a
fotobiomodulacéo levou a especulacbes de que a laserterapia de baixa intensidade
possa causar fotodissociacdo de ON do CCO. A respiracdo celular é regulada
negativamente pela producdo de ON. Nas mitocondrias, especialmente de células
estressadas ou hipdxicas, o Oxido nitrico (ON) se liga ao CCO deslocando
competitivamente o oxigénio, inibindo a respiracéo celular e diminuindo a producéo
de ATP. Ao dissociar o ON do CCO, a fotobiomodulacéo reverte a inibicdo mitocondrial
da respiracdo e a geracéo de ERO, e resulta em aumento da producéao de ATP. Essa

mudanca no potencial redox geral das células causa a ativacdo de fatores de
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transcricdo sensiveis ao redox, levando a expressdo de uma variedade de produtos
génicos que impedem a apoptose e a morte celular , estimulam a proliferacdo de
fibroblastos, a migracdo e a sintese de coladgeno, modulam a resposta inflamatoria e
antioxidante e estimulam a angiogénese e o reparo tecidual. Além disso, o ON é
fotodissociado de outros estoques intracelulares, como a hemoglobina nitrosilada e a
mioglobina nitrosilada, causando vasodilatacdo. De uma forma geral, o resultado é o
aumento do metabolismo energético e uma melhor viabilidade celular (KARU, 1999;
ANTUNES et al., 2004; KARU; PYATIBRAT; AFANASYEVA, 2005; ZHANG et al.,
2009).

A fotobiomodulagéo a laser tem sido utilizada com os principais intuitos de
promover a cicatrizagdo e o reparo tecidual; modular a inflamacéo, reduzindo o edema
devido a lesbes ou doengas cronicas; e promover analgesia (CHUNG, 2012).
Acredita-se que ela atua nas trés fases do processo de cicatrizacao de feridas: fase
inflamatoria, na qual ocorre a quimiotaxia de células imunes, melhorando a mobilidade
dos leucdcitos; fase proliferativa, que resulta em uma elevacdo na quantidade de
fibroblastos e macrofagos; e na fase de remodelacdo, promovendo a deposicéo
colagénica, induzindo a neovascularizacéo e a reconstruindo da matriz extracelular
(THOMAS et al., 1995). Esse processo ocorre em virtude da liberacdo local de
citocinas, quimiocinas e outros modificadores de resposta bioldégica (HAWKINS;
HOURELD; ABRAHAMSE, 2005).

Os lasers em geral séao classificados com base em diferentes propriedades e,
para a fotobiomodulacdo, podem ser utilizados diferentes comprimentos de onda,
poténcia de saida e modos de emissdo de onda (continua ou pulsada). Os
comprimentos de onda utilizados para a fotobiomodulacdo encontram-se em uma
"Janela" que vai do comprimento de onda vermelho ao infravermelho préximo (600-
1070 nm). A penetracdo efetiva do tecido € maximizada nessa faixa, pois em
comprimentos de onda menores que 600nm ocorre uma alta absorcéo pelos principais
cromoéforos do tecido (hemoglobina e melanina), impossibilitando maior penetracéao
do feixe. Dessa forma, comprimentos de onda na faixa de 600 a 700 nm sdo usados
para tratar tecidos superficiais, e comprimentos de onda mais longos na faixa de 780
a 950 nm, que penetram ainda mais, sdo usados para tratar tecidos mais profundos
(CHUNG et al., 2012).

As doses comumente usadas nos comprimentos de onda vermelho para

tratamento de lesdes razoavelmente superficiais tendem a estar em torno de 4 J/cmz,
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com um intervalo de 1 a 10 J/cm2. A poténcia normalmente usada pode variar
amplamente, estando no intervalo de 1 a 1000 mW, dependendo do objetivo da
aplicacdo. Evidéncias sugerem que tanto a densidade de energia quanto a densidade
de poténcia sdo parametros de suma importancia para a eficacia da laserterapia
(CHUNG et al., 2012). Caso seja administrada uma dosagem menor que a ideal pode-
se ter um efeito diminuido, enquanto doses maiores podem resultar em efeitos
negativos (ZECHA et al., 2016). Estudos mostraram que doses relativamente altas de
luz podem induzir apoptose em diferentes tipos celulares por meio de vias de
sinalizacdo mediadas por ERO (HUANG et al., 2011).

Dessa forma, para se obter resultados positivos com a fotobiomodulacéo, é
necessario que os parametros de irradiagdo, incluindo a energia fornecida, densidade
de poténcia, forma de emisséo do pulso, entrega no local anatdmico apropriado (efeito
dependente do operador), tempo e repeticdo adequados ao tipo do tratamento
estejam dentro da janela de dose bioestimulatéria (ZECHA et al., 2016).

Como ja se sabe que o efeito bioestimulador da laserterapia € cumulativo,
dessa forma, sugere-se que doses repetidas em intervalos adequados, relativamente
curtos, oferecem uma melhor resposta. Ou seja, baixas doses repetidas em intervalos
de 1 a 7 dias induzem melhores efeitos que a mesma dose total administrada em um
unico tratamento (CHUNG et al., 2012).

2.4.2 Laserterapia em Mucosite Oral

A MO (MO) é uma complicacao debilitante da radioterapia de cabeca e pescoco
e da quimioterapia. Esta condicdo pode estar associada a dor intensa, aumentando o
consumo de opioides, afetando as fun¢des orais e a nutricdo do paciente, acarretando
um aumento da necessidade de nutricdo parenteral, além de poder resultar na
descontinuidade do tratamento e elevar o risco de bacteremia nesses pacientes.
Atualmente, os estudos mostram resultados benéficos da fotobiomodulacdo na
prevencao, alivio da dor e diminuicdo da gravidade da MO (GAUTAM et al., 2012;
PANDESHWAR et al., 2015; ZADIK et al., 2019).

A fotobiomodulagdo inclui uma gama de fontes de luz n&o ionizantes, no

espectro visivel e no infravermelho proximo em doses nao térmicas muito baixas. Esta
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fotobiomodulag&o provoca eventos fotofisicos e fotoquimicos, envolvendo varias vias
bioldgicas que fornecem resultados terapéuticos benéficos, em virtude da ativagéo de
cromoforos enddgenos, estimulando assim a promoc¢do de processos como
cicatrizacdo, regeneracao e respostas imunes, além de mediar a inflamacao, dor e
respostas imunes aberrantes (ARANY, 2016; ZECHA et al., 2016; ZADIK et al., 2019).

Os pesquisadores sugerem que a fotobiomodulacdo pode reduzir os niveis de
ERO, substancia que contribui para a patogénese da MO, além de melhorar a
atividade enzimatica e a sintese proteica nas células, melhorando a resposta imune
na regido local (PANDESHWAR et al., 2015). Estudos tem demonstrado o aumento
da circulacdo sanguinea, aumento na proliferacdo, maturacdo e locomocdo de
fibroblastos e fibras colagenas, bem como na producéo de fatores de crescimento de
procolageno e colageno e a estimulagédo da diferenciacdo miofibroblastica nas fases
iniciais da cicatrizagédo (RIBEIRO et al, 2009; MELO et al, 2011; PANDESHWAR et
al., 2015).

Worthington et al. (2011) realizaram uma meta-analise e relataram que cinco
dos estudos por eles analisados, compreendendo um total de 234 pacientes,
compararam o laser com um placebo de simulacéo da aplicacéo do laser ou controle
sem tratamento, para as trés categorias de mucosite e constataram que houve uma
reducdo estatisticamente significativa de 80% na incidéncia de mucosite grave no

grupo laser comparado ao controle simulado ou sem tratamento (p=0,006).

Esta meta-analise (Worthington et al., 2011) e uma revisao sistematica com
meta-analise de 11 ensaios clinicos randomizados realizada por Bjordal et al. (2011)
concluiram que havia evidéncias consistentes de que a laserterapia de baixa
intensidade aplicada com doses de 1 a 6 J por ponto na area orofaringea em pacientes
com cancer que recebem quimioterapia ou radioterapia € efetiva tanto na prevencéo

de ocorréncias como na reducéo da gravidade, duracao e dor associada a MO.

Outra meta-andlise, incluindo ensaios clinicos randomizados em diferentes
contextos de tratamento do cancer, mostrou que a fotobiomodulacéo a laser reduziu
o0 risco de MO, além de diminuir sua gravidade e duracdo. A eficacia pareceu
semelhante tanto para o comprimento de onda vermelho (630-670nm) quanto para o
infravermelho préximo (780-830nm), embora as doses 6timas parecessem variar entre

esses comprimentos de onda. Outrossim, uma revisao sistematica com metanalise de
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18 ensaios clinicos randomizados relataram que fotobiomodulag&o profilatica reduziu
a MO grave e a dor associada em pacientes tratados por cancer de cabeca e pescoco
ou submetidos a TCTH (ZECHA et al., 2017, BENSADOUN, 2018).

Alguns desses estudos resultaram na formacdo um grupo de pesquisa sobre
mucosite da Associagao Multinacional de Cuidados de Suporte em Cancer (MASCC)
e na Sociedade Internacional de Oncologia Oral (ISOO) em 2012, objetivando publicar
uma revisao sistematica sobre o manejo da MO. Como produto das suas pesquisas,
duas novas diretrizes foram desenvolvidas: uma recomendacao do uso da laserterapia
de baixa intensidade para prevencdo de MO em pacientes adultos que recebem
guimioterapia em altas doses como condicionamento para TCTH; e uma “sugestao”
desta mesma terapia para prevencédo de MO em pacientes submetidos a radioterapia
isolada de cabeca e pescoco. Essas recomendacdes foram publicadas nas diretrizes
do MASCC /ISOO em 2014 (LALLA et al., 2014; PANDESHWAR et al., 2015; ZECHA
et al., 2017; BENSADOUN, 2018).

Em 2019 este mesmo grupo de estudos da MASCC/ISOO publicou uma
atualizacdo das diretrizes para o0 manejo da MO, a qual identificou evidéncias para
apoiar diretrizes de pratica clinica para trés indicagdes clinicas especificas: reforcou a
recomendacao de 2014 da fotobiomodulacdo a laser para a prevencdo da MO em
pacientes submetidos ao TCTH, entretanto ampliando as possibilidades de protocolos
aplicaveis; reiterou a utilizacdo desta fototerapia para a prevencdo da MO em
pacientes tratados com RT de cabeca e pescoco isolada (sem quimioterapia
associada); e sugeriu uma nova diretriz, a qual recomenda a utilizacdo da Laserterapia
de baixa intensidade na prevencéao da MO em pacientes submetidos ao tratamento de
radioterapia de cabeca e pescoco em associacdo com a quimioterapia (ZADIK et al.,
2019).

Os parametros de fotobiomodulacdo a laser relatados para prevencdo e
tratamento da MO, na maioria das vezes, transita na faixa de comprimento de onda
vermelho e infravermelho préximo (600—1000nm), com uma densidade de poténcia
entre 5 e 150 mW/cm2 e com tempo de 30-60 segundos por ponto. O efeito
terapéutico é ditado pela densidade de energia medida em J/cm2 (ZECHA et al., 2016).
Bjordal et al. (2011), em uma revisao sistematica, e Bensadoun & Nair (2012), em uma
metanalise, recomendaram a fotobiomodulagéo com laser vermelho (630—-670 nm) ou

infravermelho (780—-830 nm) com poténcia entre 10 e 100 mW na dose de 2—-3 J/cm?
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para profilaxia e 4 J/cm2, com aplicacdo pontual para efeito terapéutico, como terapia
diaria ou em dias alternados, ou nho minimo trés vezes por semana até a resolucao
das lesdes (PANDESHWAR et al., 2015).

2.4.3 Influéncia da fotobiomodulag&o nos mastocitos

Pesquisas anteriores demonstraram que o tratamento a laser em tecidos
irradiados resulta em uma exacerbacao da resposta inflamatéria aguda nos primeiros
dias, com aumento de células polimorfonucleares, mastécitos e vasodilatacéo,
acelerando o processo inflamatério e resultando em uma reparacdo mais rapida
(PEREIRA et al., 2014; PARAGUASSU et al., 2014).

As células imunes, parecem ser fortemente afetadas pela luz laser. Os
mastaécitos, que desempenham um importante papel no recrutamento de leucadcitos,
s&o de consideravel importancia na inflamac&o. E sugerido que os mastocitos, como
células secretoras, reagirdo ao aumento dos niveis de ATP causados pela luz
(CHUNG et al., 2012; PARAGUASSU et al., 2014). Ou seja, comprimentos de onda
de luz especificos sdo capazes de desencadear a degranulacdo de mastocitos, e,
consequentemente, promover a liberacdo das citocinas pro-inflamatérias pelas
células. Esse evento culmina no aumento da infiltracdo dos tecidos pelos leucécitos
(CHUNG et al., 2012).

Sabe-se que a fotobiomodulacdo a laser possui efeitos positivos na
microcirculagéo, induzindo a vasodilatacdo in vivo. Foi sugerido que esse efeito da
laserterapia na microcirculacdo ocorre gracas ao estimulo da degranulacdo dos
mastdécitos e consequente aumento da permeabilidade celular (PARAGUASSU et al.,
2014).

Em um estudo com ratos submetidos a fototerapia laser com densidade de 10,2
J/icm2, Tsyganova (1973) observou que o numero total de mastécitos 2 horas apos a
irradiacdo aumentou em 24% em comparagcdo com O0S animais controle. E
permaneceu aumentando gradualmente. No sétimo dia apds a primeira irradiacéo, sua
porcentagem relativa foi 187% maior do que no controle. Apds 10-20 dias, o nUmero

de mastdcitos era menor do que no periodo anterior apos a irradiacdo, mas ainda era
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94% maior que o controle. Foi possivel observar, ainda que com o0 aumento na
densidade de irradiacdo para 48 J/cm2, 2 horas ap0s a irradiacdo, a maioria dos
mastocitos apresentou citoplasma degranulado e eram quatro vezes mais numerosos
do que no grupo controle. E era visivel a presenca dos granulos agrupados fora das

células, no tecido conjuntivo.

Deste modo, a aceleracdo da ativacdo dos mastdcitos e da resposta
inflamatéria resultaria em um processo de reparo mais rapido, o que € de grande
importancia para a redugcéo da morbidade e debilidade dos pacientes portadores de
MO. Todavia, apesar de haver estudos que revelem a acdo da laserterapia sobre o
namero e a ativacao de MCs, a literatura ainda carece de estudos envolvendo a acéo

da fotobiomodulacdo sobre os MCs em lesGes de MO.
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da fotobiomodulagéo a laser na
expressao e degranulacdo de mastocitos em lesées de MO quimioinduzidas em um

modelo animal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Quantificar a expresséao e degranulacéo de mastécitos em MO quimioinduzida
nos grupos: mucosite, irradiados com laser vermelho (A660nm) e infravermelho
(A780nm) nos tempos de 7, 11 e 15 dias.

- Avaliar o tipo e a intensidade da inflamacé&o no local e a sua relacdo com a

degranulacdo de mastocitos em diferentes tempos experimentais.
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4 METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Este projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (ICS-
UFBA) e aprovado, n.105/2016 (em anexo). Todo o experimento seguiu as hormas de
experimentacdo animal desta instituicdo e das Normas para a Pratica Didatico-
Cientifica da Vivisseccao de Animais, recomendada pela Lei 11.794, de 8 de outubro
de 2008.

4.2 POPULACAO E AMOSTRA

Para realizacéo desta pesquisa foram utilizados 36 hamsters da ragca Syrian
(Mesocrietus auratus) da linhagem dourada, adultos, peso médio de 150 gramas,
machos, clinicamente saudaveis, com 6 a 8 semanas de vida, obtidos do Biotério da
Faculdade de Veterinaria da UFBA.

Os animais foram mantidos e submetidos aos experimentos no Biotério de
Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias da Saude da UFBA. Permaneceram
em gaiolas plasticas apropriadas forradas com maravalha, contendo 4 hamsters em
cada, ou seja, um grupo por gaiola.

Os hamsters foram alimentados de forma controlada com a racdo Labina®
(Purina, Séao Paulo, Brasil) e hidratados com agua ad libitum. Foram, ainda, pesados
regularmente.

As gaiolas foram mantidas limpas e lavadas com agua e sabdo neutro, a cada
dois dias, quando também a maravalha era trocada, para manutencdo da higiene e
bem-estar dos animais.

Os hamsters permaneceram em periodo de aclimatacdo durante 7 dias e
apenas apos esse periodo a fase experimental foi iniciada. Ou seja, o dia 8 pds

aclimatacédo correspondeu ao dia 0 do periodo experimental.
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4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em nove grupos, com 4 animais
cada, e avaliados em trés tempos experimentais (7, 11 e 15 dias), de acordo com a
administracdo do quimioterapico, a inducao da MO e com o protocolo de irradiacédo
(Quadro 1).

Quadro 1: Distribuicdo dos animais nos grupos experimentais de acordo com o
procedimento experimental e tempo de morte.

GRUPO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL MORTE
7 Mucosite Quimioinduzida sem tratamento 7 dias
M 11 Mucosite Quimioinduzida sem tratamento 11 dias
15 Mucosite Quimioinduzida sem tratamento 15 dias
7 Mucosite Quimioinduzida + Laser Vermelho (A660nm) 7 dias

LV 11 Mucosite Quimioinduzida + Laser Vermelho (A660nm) 11 dias

15 Mucosite Quimioinduzida + Laser Vermelho (A660nm) 15 dias
Mucosite Quimioinduzida + Laser Infravermelho :

7 7 dias
(A780nm)

L] 11 Mucosite Quimioinduzida + Laser Infravermelho 11 dias
(A780nm)

15 Mucosite Quimioinduzida + Laser Infravermelho 15 dias
(A780nm)

O grupo Mucosite (M-7, M-11 e M-15) funcionou como controle, pois ndo houve
tratamento. Nos animais deste grupo foi realizada a aplicacdo do quimioterapico nos
dias 0 e 2 do experimento, as ranhuras para inducado da MO nos dias 3 e 4, 0s animais
nao foram submetidos a nenhum tipo de tratamento e foram sacrificados em diferentes
tempos (7, 11 e 15 dias respectivamente).

Nos grupos irradiados (LV e LI) foi realizada a aplicacdo do quimioterapico nos
dias 0 e 2 do experimento, as ranhuras para inducao da MO nos dias 3 e 4, airradiacdo
com laser nos dias 0, 2, 4 e 6 para 0s animais sacrificados no sétimo dia do
experimento; 0, 2, 4, 6, 8, e 10 para os animais sacrificados no décimo primeiro dia do
experimento; 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 para os animais sacrificados no décimo quinto
dia do experimento.

Os grupos LV-7, LV-11 e LV-15 foram irradiados com laser vermelho com
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comprimento de onda de A660nm, enquanto os grupos LI-7, LI-11 e LI-15 foram

irradiados com laser infravermelho com comprimento de onda de A780nm.

4.4 QUIMIOTERAPIA E INDUCAO DA MUCOSITE ORAL

Os animais receberam uma injecao intraperitoneal (figura 2) do quimioterapico
Faudfluor® (Fluorouracila 500mg/10ml, Libbs, S&o Paulo, Brasil) (figura 3), na
dosagem de 80mg/Kg no dia zero da pesquisa, e 40mg/kg no dia dois (LOPES et al.,
20009).

Com o intuito de induzir o aparecimento da MO, foram realizadas ranhuras na
bolsa jugal direita dos animais (figura 4), utilizado uma agulha calibre 8 de forma firme
e constante por quatro vezes consecutivas, nos dias trés e quatro do experimento.
Este procedimento teve a finalidade de obter uma ferida mecanica e induzir ao
aparecimento da MO, por quebra de continuidade da mucosa, mimetizando um trauma
oclusal em humanos. Este modelo foi descrito e desenvolvido por Sonis et al. (1990).

Figura 2: Injecao intraperitoneal

Figura 3: Quimioterapico

Figura 4: Ranhuras
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4.5 FOTOBIOMODULACAO A LASER

Para a irradiacdo dos grupos experimentais, foi utilizado o aparelho de Laser
diodo de Arseneto de Galio e Aluminio (GaAlAs), modelo Twin Flex Evolution
(MMoptics®, Séo Carlos, SP) (figura 5), nos comprimentos de onda vermelho
(A660nm) (figura 6) e infravermelho (A780nm) (figura 7), com emisséo de radiagéo
continua (Continuous Wave), poténcia de 40mW e area de saida do feixe da ponteira
de 0,04cm:. O aparelho de luz laser foi devidamente aferido e calibrado, garantindo

correta entrega de energia desta pesquisa.

As aplicagbes de laser foram realizadas na bolsa jugal direita evertida de cada
animal, em contato direto com a mucosa (figura 8), de forma pontual (em dois pontos)
(figura 9), respeitando o halo de 1cm de diametro em torno da ponteira, evitando a
sobreposicdo de dose. A ponta do laser foi mantida em posicdo perpendicular ao
tecido irradiado, a fim de garantir maior absor¢cdo da energia. Em cada ponto foi
depositada uma densidade de energia de 1,2J/cm2 com o tempo de aplicacdo de 30
segundos, totalizando 2,4J/cm? e um tempo de aplicacao total de 60 segundos por
sessdo. A irradiacéo foi iniciada no dia 0 da pesquisa, com intervalo de 48h entre as

repeticdes até a morte dos animais (7, 11 ou 15 dias).

Para todos os procedimentos de irradiacfes de luz, os animais estavam sob
sedacdo e a caneta esteve envolvida em papel filme descartavel e higienizada com

alcool 70% apos utilizacao.

Figura 5: Aparelho de laser



Figura 6: Irradiagcdo com laser

vermelho (660nm)
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Figura 7: Irradiacdo com laser
infravermelho (780nm)

Quadro 2: Parametros utilizados no protocolo de irradiacéao

Grupos Mucosite Mucosite + Mucosite +
Sem Laser Vermelho Laser Infravermelho
tratamento
Parametros 7111 | 15 7 11 15 7 11 15
Cog‘p”me“to - | -] 660 660 660 780 780 780
e onda
&?ﬁf ol ] 24 | 24 | 24 | 24 | 24 | 24
~ J/icm? J/icm? J/icm? J/cmz? J/icm?2 J/icm?2
sesséo)
(iﬁnff ol ] | ee | 144 | 192 | 96 | 144 | 192
J/icm? J/icm? J/cm? J/cmz? J/icm?2 J/icm?2
tratamento)
Potencia | 1| | 4omw | 40mw | 40mw | 4omw | 4omw | 4omw
Output (mW)
Area do spot 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
(cm?) S ) cm? cm? cm? cm? cm? cm?
Irradiancia 1000 1000 1000 1000 1000 1000
mW/cm | mW/cm | mW/cm | mW/cm | mW/cm | mW/cm
(mW/CmZ) 2 2 2 2 2 2
Tempo de
irradiacéo - - - 60s 60s 60s 60s 60s 60s
(sesséo)
Tempo de
irradiacéo - - - 240s 360s 480s 240s 360s 480s
(tratamento)
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Figura 8: Irradiagéo laser Figura 9: Pontos de irradiacdo

4.6 PROCEDIMENTOS DE ANESTESIA, MORTE DOS ANIMAIS E OBTENCAO DA
AMOSTRA

Durante a realizacdo dos procedimentos (ranhura e aplicacdo de laser) os
hamsters foram devidamente pesados 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, 16
Virbac do Brasil Ind. e Com. Ltda., Roseira, SP, Brasil) na dosagem de 0,04ml/100g,
ambos de uso veterinario.

Para a morte, apos o periodo experimental de cada grupo (7, 11 e 15 dias), os
animais receberam dose letal de analgesia via jugular. Apos conferéncia dos sinais
vitais e confirmacdo da morte dos mesmos, as pecas foram removidas e
encaminhadas para o Laboratorio de Patologia Oral da Faculdade de Odontologia da

Universidade Federal da Bahia, para o seu processamento.
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Figura 10: Animal anestesiado Figura 11: Peca encaminhada para
processamento histolégico

4.7 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apbs o processamento, as pecas foram incluidas em parafina liquida a 60°C e
até a solidificacdo das mesmas. Os blocos foram cortados em um micrétomo
(micrétomo manual Leica RM2125 RTS) na espessura de 3um. Os cortes foram
distendidos em agua destilada a 40°C e coletados em laminas histologicas para
coloracdes histoquimicas.

Foram realizadas as coloracbes Hematoxilina-eosina (HE) e Azul de Toluidina
conforme protocolo do Laboratério de Patologia da FOUFBA. Apds coradas, as
laminas foram montadas utilizando Entellan®.

4.7.1 Hematoxilina-eosina

Foi realizada a avaliacdo das laminas coradas em HE em um estudo cego, por
um patologista experiente, de forma semi-quantitativa, para analise da inflamacéao
local, de acordo com os critérios encontrados no Quadro 3. A analise foi realizada em

objetiva de 20x, através de microscopia oOtica (Axiostarplus® / ZEISS, Germany 2008).
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Quadro 3: Critérios utilizados para andlise histologica adaptado de Paraguassu et al. (2014).

Variaveis Scores
Ausente Sem presenca de células inflamatorias
Discreta Moderada Intensa

Inflamacéo | Presenca de até 25% | Presenca de 25 a | Presenca superior a 50%
Aguda de neutrdfilos na drea | 50% de neutrofilos na | de neutrofilos na area

area

Discreta Moderada Intensa

Presenca de até 25% | Presenca de 25 a | Presenca superior a 50%

de neutréfilos e células | 50% de neutréfilos e | de neutréfilos e células

inflamatérias crénicas | células inflamatérias | inflamatérias cronicas na

na area crbnicas na area area

Discreta Moderada Intensa

Presenca de até 25% | Presenca de 25 a | Presenca superior a 50%

de células inflamatérias | 50%  de células | de células inflamatérias

crbnicas na area inflamatérias crénicas | cronicas na area

na area

Inflamacéo
Mista

Inflamacéo
Crbnica

4.7.2 Azul de Toluidina

As laminas coradas em azul de toluidina foram analisadas por Uunico
examinador cego, previamente treinado, em microscopia de luz de alta poténcia
(Axiostarplus® / ZEISS, Germany 2008). Foram realizadas fotografias de 10 campos
por lamina, utilizando a objetiva de 20x, gerando um total de 360 fotos. As fotografias
foram, posteriormente, analisadas através do software ImageJ®, onde o numero de
mastocitos foi aritmeticamente calculado e tabulado como banco de dados no

programa Microsoft Excel.

Degranulacédo de mastdécitos

Além disso houve uma analise quantitativa dos mastocitos em degranulacao.
Essa analise foi realizada com base na classificacdo de Ribeiro et al. (2018), onde foi
efetuada a contagem de mastécitos degranulados em cada campo e posteriormente
foi realizada uma categorizacao, classificando cada campo com <50% ou >50% de

mastécitos degranulados.



Quadro 4: Critérios utilizados para
analise da degranulacdo dos mastécitos

DEGRANULACAO
) SCORE
DE MASTOCITOS
<50% 1
>50% 2
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Foram considerados mastécitos em degranulagéo, os que apresentaram granulos

visiveis no citoplasma ou em volta da célula, e quando as células apresentavam

contorno irregular da membrana, conforme observa-se na figura 12. E néo

degranulados os que se apresentaram menores, sem granulos visiveis no citoplasma

ou em volta da célula, além de contorno da membrana celular regular (figura 13). Os

mastécitos ndo degranulados serdo chamados mastécitos intactos.
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Figura 12: Mastécitos em degranulacéo
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Figura 13: Mastdcitos intactos

4.8 ANALISE DOS DADOS

A analise estatistica incluiu 36 animais, perfazendo um total de 36 laminas.
Para a analise dos mastocitos foram realizadas fotografias de 10 campos por lamina,
gerando um total de 360 fotografias.

Inicialmente, as variaveis foram descritas utilizando-se frequéncia absoluta (n)
e relativa (%). A variavel quantitativa referente a presenca de mastoécitos foi descrita
por média e desvio padréo (xDP). Para comparacdo na variavel “quantidade de
mastoécitos” foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) em associagcao ao teste de
Tukey.

O Teste Friedman, complementado pelo pds-teste de Dunn, foi utilizado para
comparacao entre os tempos de analise do grau de degranulacdo em cada grupo.
Adicionalmente, para comparacdo intergrupos aplicou-se o teste Qui-quadrado,
realizando as comparacdes a cada 2 grupos.

Para todos os testes realizados, adotou-se nivel de significancia de 0,05
(p=<0,05). As analises dos dados foram realizadas utilizando o software Minitab verséo
14.0 (Minitab Inc., EUA).
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5 RESULTADOS

Inicialmente, sera apresentada a descricdo dos resultados por grupo de
tratamento com 0s seus respectivos tempos (7, 11 e 15 dias), 0s quais sao: Mucosite
Quimioinduzida (M); Mucosite Quimioinduzida + Laser Vermelho (LV); Mucosite
Quimioinduzida + Laser Infravermelho (LI). Por fim, serdo apresentadas analises

comparativas entre os grupos, nos diferentes tempos experimentais.

5.1 ANALISE INTRAGRUPO

Comparacdo dos animais submetidos ao mesmo procedimento experimental

em diferentes tempos de morte.

Mucosite Quimioinduzida (M)

Entre os subgrupos de M, uma média de mastoécitos significativamente maior
foi registrada em M-11 (43,98 +12,62) em relacédo aos subgrupos M-7 (30,83 £+ 18,54)
e M-15 (30,93 £ 10,67) (p<0.001), conforme pode-se observar na tabela 1.

Tabela 1. Médias e desvios padrdes do nUmero de mastécitos nos grupos
sem tratamento em diferentes temnos.

Tempo Mastdcitos (n) X DP
7 1233 30,832 18,54
M 11 1759 43,98° 12,62
15 1237 30,932 10,67

Letras distintas representam significancia estatistica (ANOVA com pdés teste
de Tukey, p<0,001). Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente.

Quanto a degranulacdo pode-se observar (figura 14) que o Unico grupo que
apresentou maior parte dos campos (70%) com degranulacdo de mais de 50% dos
mastécitos foi o grupo de animais avaliados aos 11 dias (M-11). Todos 0s outros
grupos apresentaram maior percentual de mastécitos intactos do que degranulados,
com destaque para o M-15, o qual revelou maior percentual (97,5%) de mastécitos

sem degranular.
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Ao confrontar os subgrupos de M, observou-se diferencas significativas entre
0s animais avaliados aos 7 dias com os avaliados aos 15 dias (p=0.008) e entre os
avaliados aos 11 e os avaliados aos 15 dias (p<0.001).

Grupo M
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*p= 0,008
*p< 0,001 |
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Degranulagao de Mastécitos

m<50% m>50%

Figura 14: Percentual de degranulacédo de mastécitos no grupo M ao longo do tempo.

Ao analisar a relacédo com a inflamacéao (figura 15), percebe-se que o grupo que
apresentou maior média de MCs e maior percentual de degranulacao foi o grupo de
menor percentual de inflamacédo. Conforme Figura 15, o subgrupo M-11 registrou
presenca de inflamacdo em apenas 50% dos campos, predominantemente cronica
discreta. Em contrapartida, o subgrupo M-15 registrou uma maior parcela de campos
com mastadcitos intactos (97,5%), além de maior numero de campos com inflamacéao
mista (75%) e de intensidade moderada (50%). Nao houve registros de inflamacéo

aguda e de grau intensa em M.
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Grupo M
7 dias  11dias 15dias 7dias 11dias 15dias 7dias 11dias 15dias
Degranulagao Inflamagao Intensidade inflamagao
N <50% M ausente M ausente
M >50% M crénica M discreta
M mista M moderada
aguda intensa

Figura 15: Avaliacdo da degranulacao de mastdcitos e inflamacéo local no grupo M.

Laser Vermelho (LV)

Entre os subgrupos de LV, foi verificada uma diferenca significativa entre a

maior média de mastdcitos registrada em LV-7 (38,28 + 19,05) e a menor em LV-11

(28,35 +

12,48) (p=0.02) (tabela 2).

Tabela 2. Médias e desvios padrdes do nimero de mastdcitos nos grupos
submetidos a irradiacdo com laser vermelho em diferentes tempos.

Tempo Mastdcitos (n) X DP
7 1531 38,282 19,05
LV 11 1134 28,35 12,48
15 1389 34,73% 15,95

Letras distintas representam significancia estatistica (ANOVA com pos teste
de Tukey, p=0,02). Letras iguais nao diferem entre si estatisticamente.
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Nesse grupo ndo houve subgrupo no qual o percentual de campos com
mastocitos em degranulacdo fosse maior ao de campos com mastécitos intactos
(figura 16). Contudo, LV-11 apresentou quase metade (47,5%) dos seus campos com
predominio de mais de 50% de mastécitos degranulados; apesar de ser o subgrupo
com menor média de expressdo de mastécitos (28,35) em relacdo aos demais
subgrupos. Observou-se semelhancas entre os animais avaliados aos 11 dias com o0s
avaliados aos 15 dias (p=0.008), sendo este ultimo o subgrupo com maior percentual

(97,5%) de campos com mastdcitos intactos.

Grupo LV
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60
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Percentual de Degranulagdo

B <50% M >50%

Figura 16: Percentual de degranulacdo de mastécitos no grupo LV ao longo do tempo.

Neste grupo, a maior expressao de MCs foi no subgrupo dos 7 dias, o qual
apresentou inflamacdo em 50% dos campos, do tipo crbnica discreta; enquanto a
maior degranulacdo foi no subgrupo dos 11 dias, onde verifica-se presenca de
inflamacédo em 100% dos campos, onde ha predominio de inflamacao crénica (75%)
de intensidade discreta. Os outros 25% apresentaram inflamacao mista de intensidade

moderada (figura 17).
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M >50% M crénica M discreta
M mista M moderada
aguda intensa

Figura 17: Avaliacdo da degranulacao de mastécitos e inflamacao local no grupo LV.

Laser Infravermelho (L)

Entre os subgrupos de LI uma maior contagem de mastécitos foi observada em
LI-15 (26,85 + 13,46), entretanto ndo houve diferenca significativa entre os trés tempos
(tabela 3).

Tabela 3. Médias e desvios padrdes do nimero de mastdcitos nos grupos submetidos
a irradiagdo com laser infravermelho em diferentes tempos.

Tempo Mastdcitos (n) X DP
7 929 23,232 9,23
LI 11 871 21,782 8,23
15 1074 26,852 13,46

Letras distintas representam significancia estatistica (ANOVA com pos teste
de Tukey, p=0,09). Letras iguais nao diferem entre si estatisticamente.
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Em relacdo a degranulacdo de mastécitos, neste grupo ndo houve
predominancia de campos com mais de 50% dos mastécitos em degranulacéo (figura
18). Ou seja, os animais irradiados com laser infravermelho n&o apresentaram
degranulacdo importante de mastdcitos. Entre os subgrupos, o LI-15 foi o que
apresentou maior percentual de mastocitos em degranulacao (37,5%). O subgrupo de
11 dias obteve 100% de campos com predominio de mastdcitos intactos, além de
registrar a menor média (21,78) de expressdao mastocitaria. Houve diferenca
significativa para os animais avaliados aos 11 dias e aqueles avaliados aos 15 dias
(p=0.036).

No mesmo subgrupo que apresentou apenas mastécitos intactos (LI-11) ndo
houve registro de células inflamatorias em 75% da é&rea analisada, enquanto o
subgrupo dos 15 dias, onde foi possivel observar degranulacdo em 37,5% dos campos
apresentou inflamacédo em 100% da area, com predominio do tipo crénica com

intensidade de discreta a moderada (Figura 19).

Grupo LI
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Figura 18: Percentual de degranulagédo de mastdcitos no grupo LI ao longo do tempo.
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Figura 19: Avaliacdo da degranulacao de mastdcitos e inflamacéao local no grupo LI.

5.1 ANALISE INTERGRUPO
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Comparacdo dos animais submetidos aos diferentes tratamentos dentro do

mesmo tempo experimental.

7 Dias

Ao realizar a andlise entre os grupos, dentro do periodo experimental de 7 dias,

observou-se que o grupo irradiado com laser vermelho (LV-7; 38,28 + 19,05) e o0 grupo

de mucosite quimioinduzida sem tratamento (M-7; 30,83 + 18,54) apresentaram uma

expressao de mastocitos significativamente maior em relagdo ao grupo tratado com

laser infravermelho (LI-7; 23,23 + 9,23), ndo havendo diferenca importante entre os

grupos M e LV (p<0,001) (Tabela 4).
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Tabela 4: Teste entre os grupos submetidos a diferentes procedimentos
experimentais aos 7 dias

Grupo  Mastocitos (n) X DP
M 1233 30,832 18,54
7 DIAS LV 1531 38,282 19,05
LI 929 23,23 9,23

Letras distintas representam significancia estatistica (ANOVA com pos teste
de Tukey, p<0,001). Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente.

Na maioria dos campos dos grupos dentro desse tempo experimental
observou-se a presenca de mastdcitos intactos. Entretanto, o grupo M apresentou
uma quantidade de campos com mastdcitos degranulados (47,5%) bem préxima da
guantidade de campos com mastdcitos sem evidéncia de degranulacao (52,5%).

Registrou-se significAncia estatistica ao realizar as seguintes comparacées: M
x LV (p=0.009) e M x LI (p=0.036). A comparacao LI x LV (p=0.592) né&o revelou

significancia.

Degranulacao de Mastdcitos (7 dias)
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Figura 20: Percentual de degranulagédo de mastocitos nos diferentes grupos experimentais
aos 7 dias.
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11 Dias

A andlise entre os grupos, dentro do periodo experimental de 11 dias, revelou
uma contagem de mastdcitos significativamente maior no M-11 (43,98 + 12,62;
p<0,001) em relacdo aos subgrupos LV-11 (28,35 + 12,48) e LI-11 (21,78 % 8,23).
Entretanto, ndo houve diferenca entre o grupo irradiado com laser vermelho (LV-11) e
o irradiado com laser infravermelho (LI-11; p<0,001) (Tabela 5).

Tabela 5: Teste entre os grupos submetidos a diferentes procedimentos
experimentais aos 11 dias

Grupo Mastocitos (n) X DP
M 1759 43,982 12,62
11 DIAS LV 1134 28,35 12,48
LI 871 21,78° 8,23

Letras distintas representam significancia estatistica (ANOVA com pos teste
de Tukey, p<0,001). Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente.
Entre os animais avaliados aos 11 dias, o Unico grupo que demonstrou maioria
de campos (70%) com mais de 50% de mastoécitos degranulados foi o grupo M.
Entretanto, foi possivel observar significancia estatistica ao confrontar todos os
grupos: M x LV (p<0.05); M x LI (p<0.001); LI x LV (p<0.001).

Degranulacao de Mastdcitos (11 dias)
120 *p<0,001 |

*p<0,001 |

100 *p<0.05

M

Figura 21: Percentual de degranulagédo de mastocitos nos diferentes grupos experimentais
aos 11 dias.

(0]
o

B
o

Percentual de Degranulagdo
N [e2]
o o

o

LV LI

H<50% H>50%



53

15 Dias

A andlise entre os grupos dentro do periodo de 15 dias, mostrou que o grupo
LV-15 apresentou uma expressdao de mastdcito significativamente maior (34,73 +
15,95; p=0,037) em relacdo ao grupo LI-15 (26,85 + 13,46), entretanto ndo houve
diferenca quando comparado ao grupo M-15 (30,93 £ 10,67) (Tabela 6).

Tabela 6: Teste entre 0os grupos submetidos a diferentes procedimentos
experimentais aos 15 dias

Grupo Mastdcitos (n) X DP
M 1237 30,932 10,67
15 DIAS LV 1389 34,732 15,95
LI 1074 26,85 13,46

Letras distintas representam significancia estatistica (ANOVA com pos teste
de Tukey, p=0,037). Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente.

Nesta comparacdo houve um percentual muito maior de grupos com
predominio de mastocitos intactos do que em degranulagédo, com destaque para os
grupos M e LV que apresentaram 97,5% de campos com predominio de mastécitos
sem evidéncia de degranulacdo. O grupo com menor discrepancia foi o LI, que
demonstrou 37,5% de grupos com mais de 50% de mastocitos em degranulagéo. Foi
possivel observar significancia estatistica ao confrontar os seguintes grupos: M x LI
(p<0.001); LI x LV (p<0.001). Nao houve significancia estatistica ao comparar M x LV
(p>0.05).

Degranulacao de Mastdcitos (15 dias)
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Figura 22: Percentual de degranulacéo de mastocitos nos diferentes grupos experimentais
aos 15 dias.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliado o efeito da fotobiomodulagdo a laser no
namero e na degranulagdo de mastécitos em mucosites quimioinduzidas em
hamsters. Foi possivel observar que o grupo sem tratamento submetido ao tempo
experimental de 11 dias (M-11) e o grupo irradiado com laser vermelho no tempo
experimental de 7 dias (LV-7) foram os que apresentaram maior média de expressao
de mastocitos, respectivamente. Quanto a degranulacdo, o grupo sob inducédo de
mucosite sem tratamento avaliado aos 11 dias (M-11), foi o que apresentou maior
percentual de campos com mais de 50% dos mastdcitos em degranulacao, e, entre
0S grupos tratados, o irradiado com laser vermelho e tempo experimental de 11 dias
(LV-11), foi 0 que obteve maior expresséo nessa variavel. Observamos que nao houve
um padrdo na resposta inflamatéria de acordo com a quantidade e ativagcado dos MCs.
O tipo de inflamagdo mais observado foi a cronica de intensidade discreta,
independentemente da situagéo dos MCs.

Os mastocitos sdo células imunes, derivadas da medula 6ssea, que circulam
pelo sangue periférico. Uma vez na corrente sanguinea, 0S precursores
indiferenciados completam sua diferenciacdo e maturacdo nos tecidos para os quais
foram recrutados, passando a ser encontrados em todos os tecidos conjuntivos e
ambientes mucosos e nos sistemas nervoso central e periférico, especialmente
adjacentes aos vasos sanguineos (WALSH, 2003). H4 evidéncias de que estas
células estdo entre os varios tipos celulares participantes do processo inflamatorio,
bem como na formacdo da matriz colagénica durante a cicatrizacao de feridas, e se

mostram mais abundantes nesses casos (CORREIA et al., 2016).

N&o ha na literatura estudos que analisem a expresséo de mastécitos em MO.
Dessa forma, buscamos confrontar nossos resultados com estudos que avaliaram a
expressdo de mastécitos em lesdes que apresentem a inflamacdo local como
caracteristica, uma vez que a MO é uma condicdo caracterizada por agressao e
inflamacéo local na mucosa bucal. De acordo com a literatura, MCs estdo comumente
presentes em lesdes inflamatorias. Correia et al. (2016) relataram maior nuimero
dessas células em 4 tipos de lesBes inflamatorias estudadas em humanos, em relacao
ao controle. Walsh (1995) relatou presenca de grande numero de mastocitos em

lesdes de liquen plano bucal. Kadeh; Derakhshanfar; Saravani (2016) realizaram um
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estudo com o objetivo de comparar a contagem de masticitos em varias lesdes
reativas orais e avaliar a correlacdo entre 0 nimero de mastocitos e a intensidade da
inflamacdo. De acordo com seus resultados, houve um aumento na contagem de
mastécitos nas lesdes reativas em comparagdo com a mucosa normal da gengiva.
Ribeiro et al. (2018) investigaram a relacdo entre a distribuicdo e degranulacédo dos
MCs e a maturacao do colageno nos tecidos periodontais e durante a periodontite
cronica. Eles observaram que a densidade de MC foi maior nos tecidos da periodontite
do que nos tecidos de controle em &reas de tecido conjuntivo com infiltrado
inflamatério. No presente estudo foi possivel observar a presenca de mastécitos em

todos os espécimes, e essa expressao foi maior no grupo onde ndo houve tratamento.

Estudos sugerem que a fotobiomodulacdo pode aumentar o numero de
mastdcitos nos tecidos (RIBEIRO et al., 2018; PARAGUASSU et al., 2014; PEREIRA
et al.,, 2010; DAS NEVES et al., 2016; TSYGANOVA, 1973). Entretanto, segundo
Correia et al. (2016) o numero de MCs pode ser facilmente subestimado, ou seja, pode
ser dificil detecta-los devido ao processo de degranulacao.

Em nosso estudo foi possivel observar que a fotobiomodulagcdo com laser
vermelho aumentou a expressao de mastocitos aos 7 dias, revelou declinio quando
avaliado o tempo experimental de 11 dias e um novo aumento aos 15 dias. Entretanto,
0 grupo de animais que ndo foi submetido a nenhum tipo de tratamento (M)
demonstrou menor média de mastécitos que o grupo irradiado aos 7 dias, maior aos
11 dias (subgrupo no qual apresentou maior média que o irradiado com laser
vermelho) e novo declinio aos 15 dias. Quanto ao grupo irradiado com laser
infravermelho (LI), os trés tempos experimentais revelaram menor média de
expressao que os outros grupos. Tal fato pode ser justificado devido ao comprimento
de onda infravermelho ser destinado a irradiacéo de estruturas mais profundas, como
nervos e musculos (CHUNG et al., 2012). Como o tecido irradiado nessa pesquisa foi
extremamente fino, hipotetiza-se que o laser infravermelho possa ter passado sem
agir diretamente nele, penetrando mais e entregando o minimo de energia a esse

tecido superficial.

Nesse contexto da acdo da fotobiomodulacdo sobre 0 nimero de mastacitos,
nossos achados corroboram com os de Bagheri et al. (2018), que avaliaram o niumero
total de mastocitos e o efeito da sua degranulacdo na remodelacdo do reparo de

lesdes cutdneas em ratos diabéticos e constataram que, de um modo geral, a
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contagem de mastocitos foi menor que a do grupo controle nos trés tempos
experimentais avaliados (4, 7 e 15 dias) e que, ao longo do tempo, o numero de
mastaécitos (degranulado ou n&o) foi maior aos 4 dias, declinando aos 7 e aumentando
novamente aos 15 dias. Dessa forma, hipotetizamos que o fato de haver uma
modificacdo na condi¢éo sistémica pode promover uma resposta diferente dos MCs a
fotobiomodulacao, uma vez que, assim como o Diabetes, o tratamento quimioterapico

mantém o organismo numa condicdo pré-inflamatdéria crénica (Kleckner et al., 2019).

Entretanto, em outros estudos, especialmente onde ndo houve
comprometimento da condicdo sistémica, pode-se observar resultados divergentes
dos nossos. Dentre eles, Tsyganova (1973) avaliou alteragcdes nos mastécitos do
tecido conjuntivo subcutaneo em diferentes momentos apos a irradiacao a laser e
relatou que o numero de mastocitos no tecido conjuntivo frouxo apos irradiacéao
aumentou gradualmente, comecando logo apos a irradiacdo e tornando-se 187%
maior do que no controle ao sétimo dia. Aléem deste, Pereira et al. (2010) analisaram
0 comportamento dos mastocitos e a resposta vascular sob a influéncia do tratamento
a laser (670nm, 9 mW, 4 J/cm?, 124s) em feridas cutaneas realizadas em 60 ratos
divididos em grupos controle e laser e puderam observar que as populacdes de
mastaécitos intactos e degranulados juntas foram significativamente maiores trés dias
apos o tratamento com laser em comparacdo aos animais do grupo controle. Diante
dos achados dos trabalhos onde ndo houve alteracéo sistémica, pode-se sugerir que
as maiores influéncias da fotobiomodulacdo a laser no aumento da populacédo de

mastécitos ocorrem nos primeiros dias.

Entretanto entre os animais irradiados com laser infravermelho nesta pesquisa,
a maior expressdo de mastécitos s6 foi percebida nos animais sacrificados aos 15
dias. Esse achado pode ser devido ao fato, supracitado, de o laser infravermelho agir
mais profundamente, entregando o minimo de energia ao tecido fino e superficial
analisado nesta pesquisa. Uma vez que a energia recebida pelo tecido € menor, leva-
se mais tempo para que haja uma resposta do tecido a irradiacdo. Segundo Bagheri
et al. (2018) o aumento tardio dos mastécitos pode impedir a regressao vascular na
etapa de remodelacdo do reparo de lesdes. Murata et al. (1997) mostraram que 0s
mastécitos tém papel importante na neovascularizacdo do tecido de granulacdo. No
entanto, aumentando a fibrose, 0 que ocorre com o passar do tempo, a contagem de

mastocitos diminui. Dessa forma, hipotetizamos que a irradiacdo com laser vermelho
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pode conferir melhores resultados uma vez que, no nosso estudo, entre os subgrupos
irradiados com esse comprimento de onda, o que apresentou maior nimero de
mastocitos foi o de 7 dias, ou seja, mais precocemente, enquanto no infravermelho, o

subgrupo com maior expresséao foi o de 15 dias.

Os MCs produzem e liberam uma ampla gama de mediadores quimicos que
estdo armazenados em seus granulos citoplasmaticos e, quando liberados, exercem
influéncia sobre diferentes processos bioldgicos, como proliferagcdo vascular e
vasodilatagdo no microambiente de uma leséo, reparo tecidual e mecanismos de
defesa do hospedeiro (PEREIRA et al., 2010; REDDY; BHAGWATH; REDDY, 2014)
Segundo alguns autores (TSYGANOVA, 1973; DAS NEVES et al.,, 2016; ) a
degranulacdo dos mastocitos é ativada pela fotobiomodulagéo a laser.

Pereira et al. (2010) notaram em seus resultados que a degranulacdo dos
mastdécitos foi mais pronunciada apés fotobiomodulacdo a laser. Tsyganova (1973)
relatou que, em seu estudo, 2h apos a irradiacéo, a maioria dos mastécitos apresentou
citoplasma degranulado e que estes eram quatro vezes mais humerosos do que no
grupo controle. Em contraste, Bagheri et al. (2018) notaram que o0 numero de
mastécitos degranulados foi significativamente maior no grupo controle do que no
grupo submetido a fotobiomodulacdo. Em adicdo, sugeriram que 0s mastocitos
degranulados na etapa de remodelacédo diminuem as propriedades tensiométricas do
tecido reparador no caso do seu estudo com ratos diabéticos. Além desses, outros
estudos demonstraram um aumento no numero de mastocitos degranulados em
animais submetidos a procedimentos cirdrgicos e tratados com diferentes
comprimentos de onda (SAYED & DYSON, 1990; SAYED & DYSON, 1996) e na
mucosa oral de humanos tratados com laser vermelho (SILVEIRA et al., 2008;
SAWASAKI et al., 2009; RIBEIRO et al., 2018).

No presente estudo a degranulacdo de mastdcitos ndo seguiu um padrdo de
relacdo com a fotobiomodulacdo. O maior percentual de mastécitos degranulados foi
observado no grupo com quimioinducdo de mucosite sem tratamento, mais
especificamente o subgrupo submetido ao tempo experimental de 11 dias (M-11),
seguido do subgrupo dos 7 dias (M-7) e do subgrupo irradiado com laser aos 11 dias
(LV-11). De uma forma geral, o controle da mucosite (M) apresentou maiores valores
de degranulacdo que os grupos irradiados, mais uma vez em similaridade com o

estudo de Bagheri et al. (2018), ratificando a nossa suspeita de que a condi¢c&o
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sistémica do animal possa modificar o padrédo da acéo do laser nos mastocitos. Ha
ainda, a possibilidade de a fotobiomodulacédo acelerar essa resposta dos mastocitos
a irradiacdo, ao ponto dela ter ocorrido antes do nosso menor tempo de analise.

Estudos anteriores relataram que os mastocitos sdo cruciais no inicio do
desenvolvimento da inflamacdo na mucosa oral, especialmente em eventos
vasoindutivos iniciais, e no estagio de transformacdo da inflamacdo aguda para a
cronica (DAS NEVES et al., 2016; CORREIA et al. 2016). Entretanto, Wulff & Wilgus
(2013) demonstraram que, durante o reparo de lesdes cutaneas, os mastocitos
aumentam a inflamacédo aguda. Nosso estudo avaliou tempos onde jA& ndo ha
presenca de inflamacdo aguda. E, ao avaliar a variavel inflamacéo, ndo houve um
padrao de relacédo entre a quantidade de mastocitos e a presenca e tipo de inflamacéo
local. A maioria dos campos revelou presenca de inflamacdo cronica, variando de
discreta a moderada, independentemente da quantidade de mastocitos encontrados
em cada um deles. Segundo Kleckner et al (2019) durante a quimioterapia a
inflamacdo € tdo desregulada que os pacientes experimentam um estado pro-

inflamatorio crénico. O que pode justificar os achados deste estudo.

Os efeitos da laserterapia dependem de parametros como comprimento de
onda, poténcia, fluéncia, area da secao transversal do feixe emissor, energia total
emitida, técnica de aplicacdo e frequéncia de tratamento (ALMEIDA-LOPES et al.,
2001). No presente estudo foram utilizados os comprimentos de onda vermelho
(660nm) e infravermelho proximo (780nm). Das Neves et al. (2016) usaram dois
comprimentos de onda (830 e 660 nm), com o intuito de aumentar a viabilidade de
retalhos musculocutaneos, mantendo o mesmo numero de pontos de aplicacéo,
poténcia, fluéncia, area de secao transversal do feixe emissor, total energia emitida,
técnica de aplicacéo e frequéncia de tratamento. Estes autores puderam notar que a
fotobiomodulacéo a laser foi eficaz em ambos os comprimentos de onda, entretanto o
laser 830nm revelou melhores efeitos em termos da viabilidade do retalho, maior
numero de mastécitos e presenca de vasos sanguineos neoformados. Sharifian et al.
(2014) analisaram a fotobiomodulacdo com laser infravermelho (890nm) em feridas
confeccionadas em ratos diabéticos e, além de observarem que a fotobiomodulacao
aumentou significativamente o numero total de mastocitos em compara¢cdo com 0s
animais controle, constataram, ainda, que o numero de mastécitos intactos foi

significativamente maior que os mastoécitos degranulados nos dias 4 e 15 da pesquisa.
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Nesse aspecto, nosso estudo corrobora com a literatura pois Das Neves et al. (2016)
avaliaram tecido muscular e obtiveram melhor resposta com o comprimento de onda
infravermelho, o que reitera o conceito de que esse comprimento de onda € mais
eficaz em estruturas mais profundas, justificando sua menor agéo no tecido avaliado
em nosso estudo; e Sharifian et al. no que diz respeito a quantidade de mastocitos
intactos, pois esse tipo de MC foi mais abundante nos nossos grupos irradiados com

laser infravermelho.

Houve uma dificuldade em encontrar estudos semelhantes ao nosso para que
pudéssemos confrontar com 0s nossos resultados, pois ndo ha na literatura trabalhos
de pesquisa que avaliaram a presenca de MCs em lesdes de MO. Entretanto, foi
possivel observar que os dados do presente estudo se assimilaram aos achados de
Bagheri et al. (2018), os quais analisaram a acdo da fototerapia a laser sobre
mastécitos em animais com diabetes. Dessa forma, presumimos que a condi¢cdo

sistémica dos animais possa alterar a resposta dos MCs frente a fotobiomodulacao.

Ademais, como o papel dos mastocitos na inflamacéo é mais evidente na fase
aguda, e, aparentemente, o laser acelera o processo inflamatorio, sugere-se que
sejam realizadas pesquisas futuras, em menor tempo experimental para melhor
analise da resposta desse tipo celular quando submetido a laserterapia de baixa

intensidade.
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7 CONCLUSAO

As lesdes de mucosite quimioinduzidas apresentaram predominancia de
mastocitos intactos. O grupo irradiado com laser vermelho apresentou maior
expressao de mastdécitos, entretanto sem significancia estatistica em relagdo ao grupo
sem tratamento. O maior percentual de mastdcitos em degranulagéo foi visto no grupo
onde nao houve tratamento. A irradiacdo com laser, em ambos os comprimentos de
onda, diminuiu o percentual de degranulacdo dos mastdcitos. O tipo de inflamacgéo

mais presente foi a cronica discreta.
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