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DESENVOLVIMENTO DE MODELO DE ENDU(;AO DE MUCOSITE ORAL POR
RADIACAO EM HAMSTERS. PREVENCAO E TRATAMENTO POR LASER DE
BAIXA POTENCIA

Vivian Cunha Galletta

RESUMO

Apesar dos beneficios advindos da radioterapia para o progndstico dos pacientes
tratados, a mesma pode causar efeitos colaterais locais, como a mucosite oral. Trata-se de
uma condi¢do patolégica das mucosas afetadas pela radiagdo ionizante, com
sintomatologia dolorosa passivel de alterar e até interromper a terapia antineopldsica,
diminuindo a possibilidade de controle do tumor.

A mucosite oral pode ser tratada de diversas maneiras, porém persiste como um
problema a medida que as terapias disponiveis sdo insuficientes para uma melhora
significativa deste processo inflamatério. Solugdes de diversos grupos farmacoldgicos sao
utilizadas (antiinflamatérios, antibidticos, anti-sépticos, agentes lubrificantes) como
tratamento paliativo para reducdo dos sintomas da mucosite oral. O tratamento com laser
vem sendo utilizado como op¢ao, mas faltam estudos para verificar como se da o processo
da terapia laser em mucosite oral causada pela radiacdo ionizante.

Este trabalho prop6s o acompanhamento da evolu¢cdo da mucosite oral, comparando
as terapias de benzidamina e laser em um modelo animal. Para o desenvolvimento de
mucosite oral, quarenta e dois animais foram irradiados em cabeca e pescoco em dose
unica de 30 Grays, por meio de uma fonte de Co®. Ap0s a irradiagdo, os tratamentos foram
aplicados diariamente, uma vez ao dia, durante 20 dias, nos quais a severidade das lesdes
foi classificada clinicamente por dois examinadores calibrados. Foi realizada avaliacio
histolégica descritiva e quantitativa da mucosa labial afetada, buscando possiveis
alteracoes dos tecidos tratados com laser e a benzidamina.

Ap6s andlise dos dados coletados, e estudo estatistico correspondente aos mesmos,
pode-se verificar que o tratamento com laser é mais eficaz que o tratamento com a
benzidamina, diminuindo a severidade e a duracdo das lesdes de mucosite oral causadas

por radiacdo ionizante.



DEVELOPMENT OF ORAL MUCOSITIS MODEL INDUCED BY RADIATION IN
HAMSTERS. PREVENTION AND TREATMENT WITH LOW POWER LASER

Vivian Cunha Galletta

ABSTRACT

Despite the benefits for the prognosis of patients treated with radiotherapy for oral
cancer treatment, it might cause local side effects such as oral mucositis. The oral
mucositis is a pathological condition that may appear in affected oral mucosa by ionizing
radiation, and the pain related can alter and even stop the antineoplastic treatment,
decreasing tumor control rates.

Oral mucositis has several treatment modalities, although it remains as a problem
since therapies available are not enough to treat efficiently this inflammatory process.
Many pharmacological solutions (anti-inflammatory, antibiotics, antiseptic, lubricant
agents) are used to alleviate oral mucositis symptoms. Laser treatment has been used as an
option, but there is lack of studies to verify the process of laser therapy in oral mucositis
caused by ionizing radiation.

This work accomplishes follow-up of oral mucositis evolution, comparing laser and
benzidamine therapies in an animal model. Forty-two animals were irradiated at head and
neck in a single dose of 30 Grays, by means of a Co® source. After irradiation, treatments
were applied daily, once a day, for 20 days, in which severity of lesions were clinically
classified by two calibrated examiners. Histological evaluation was performed to search for
mucosal alterations at treated tissues.

Statistical analysis of data showed that laser treatment was more efficient than
benzidamine treatment, diminishing severity and duration of oral mucosal lesions caused

by ionizing irradiation.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP: Adenosina trifostato

BDF;. Espécie de camundongo

Cs;H/Neu: Espécie de camundongo

cGy: Centigray

Co®: Cobalto sessenta

COX-2: Enzima ciclooxigenase 2

DNA: Acido desoxirribonucléico

GaAlAs: Galium Aluminum Arsenide (arseneto de galio e aluminio)
Gy: Gray

H/E: Hematoxilina — Eosina

He-Ne: Helio-Neo6nio

IL-1B: Interleucina um beta

IL-2: Interleucina dois

IL-6: Interleucina seis

IL-8: Interleucina oito

KGF: Keratinocyte Grow Factor (fator de crescimento de queratindcitos)
LASER: Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation (amplificagdo da luz por
emissao estimulada de radiagdo)

LILT: Low Intensity Laser Therapy (terapia laser em baixa intensidade)
min: Minutos

nm: Nanometro

NF-«B: Fator de transcricao

PCR: Polymerase Chain Reaction (reagdo em cadeia da polimerase)

pH: Potencial hidrogidnico

rad: Radiano

ROS: Espécie reativa de oxigénio

RT: Radioterapia

T1: Primeiro estagio de neoplasia maligna, segundo classificacio OMS
TNF-a: Fator de Necrose Tumoral alfa

TGF-B: Tumor Grow Factor Beta (fator de crescimento de tumores beta)
ml: Mililitros

mg: Miligrama
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1 INTRODUCAO

O tratamento para a neoplasia maligna de cavidade oral estd fundamentado em uma
avaliacdo multidisciplinar que determinard um plano terapéutico, seja por resseccao
cirdrgica, radioterapia e/ou quimioterapia, visando melhores chances de cura e a
preservagao do 6rgao bucal.

Cerca de 95% dos tumores de boca correspondem a carcinomas espinocelulares, os
quais possuem comportamento bioldégico mais ou menos agressivos de acordo com seu
aspecto clinico e localizacdo. No entanto, comumente invadem os tecidos adjacentes e
tendem a apresentar metdstases linfaticas, comprometendo a expectativa de cura e a
qualidade de vida para o paciente apGs o tratamento .

A preservacdo do 6rgido e manutencdo de fungdes como a fala, a degluticdo, sao
levados em conta na eleicdo da estratégia terap€utica a ser utilizada no combate ao cancer
de boca. Evitar ou diminuir a ressec¢do cirdrgica ¢ um objetivo da radioterapia pré-
operatéria, combinada ou nd3o com a quimioterapia. A radioterapia pode ser terapia
exclusiva para tumores em estadiamento inicial (T1), ou ainda ser uma modalidade
terapéutica no pos-operatorio de esvaziamento dos linfonodos cervicais, visando evitar
metéstases através da microcirculacdo regional L2

A radioterapia é amplamente indicada nos casos de neoplasias malignas localizadas
em cavidade bucal, e cuidados bdsicos e preucacdes devem ser levados em conta antes e
durante o tratamento. Entre as complicacdes que esta terapia pode causar ao paciente estao
a xerostomia, reacdes cutineas, osteorradionecrose € a mucosite 3,

A mucosite oral é uma complicacdio decorrente da toxicidade da terapia
antineopldsica de cabeca e pescogo, seja esta radioterapia ou quimioterapia. Ambas as
modalidades terapéuticas sao inespecificas, pois interferem ndo somente na homeostasia de
c€lulas malignas, mas também de células normais.

A radiacdo ionizante interfere no crescimento e na diferenciacdo celular. Células
portadoras de alto turnover como as da mucosa oral e as do trato gastrointestinal sao
especialmente atingidas, pois se proliferam rapidamente 4. A divisdo de células basais da
mucosa oral € inibida devido a terapia citotoxica, resultando em um epitélio atréfico,
susceptivel a ulceracdes trauméticas ou espontineas . Depois de recebida a dose

cumulativa de 30 Gy (grays) durante a radioterapia, a mucosite pode ser desencadeada >'°.
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A incidéncia de mucosite € maior em pacientes sob condicionamento para
transplante de medula dssea, terapia de infusdo continua para cancer de mama e célon, e
em terapia para tumores da cabeca e pescoco. Toda a mucosa oral pode ser acometida pela
mucosite, no entanto tecidos ndo queratinizados, como mucosa labial, mucosa jugal,
assoalho bucal, ventre de lingua e palato mole, sdo os mais afetados pela enfermidade +

A inducdo da mucosite oral consiste em uma cascata de eventos. Até hd pouco
tempo pensava-se que progressdao da mucosite era dividida em quatro fases: fase
inflamatdria ou vascular, fase epitelial, fase ulcerativa ou bacterioldgica, fase curativa 6,

Atualmente, a patobiologia desta enfermidade é mais bem esclarecida em 5 fases.
Na primeira fase, de iniciacdo, a quimio ou radioterapia iniciam a quebra de fitas de DNA
e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Apesar de a mucosa parecer
absolutamente normal nesta fase, sua destrui¢do serd provocada por uma cascata de
eventos que ocorrem na ladmina prépria. A fase de resposta de dano primdrio, segunda fase
deste processo, consiste na ativacao de fatores de transcri¢do (i.e. NF-kB) e producdo de
citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-1B) por produtos da fase anterior. Danos ao tecido
conjuntivo e ao endotélio reduzem a oxigenacgao epitelial, resultando em dano e morte de
células epiteliais. A fase seguinte, de amplificacdo de sinal, promove um feedback positivo
das citocinas inflamatorias e amplificam o dano iniciado pela radiacdo ou agente
quimioterapico. Segue entdo a fase ulcerativa, quando ha perda da integridade da mucosa.
Estas lesdes extremamente dolorosas sdo de grande importancia, pois funcionam como
porta de entrada para bactérias, principalmente em pacientes com neutropenia. Finalmente,
a fase de cura corresponde a migracao, proliferacdo e diferenciacdo de células epiteliais,
caracterizando a resolucio das lesdes na mucosa oral ” 5

Clinicamente, a mucosite inicia com manifestacdo de eritema, seguida de
descamacao do epitélio e ulceragao do mesmo. Eventualmente, com a presenca de exudato
fibrinoso, ha formacao de uma pseudomembrana sobre a dlcera. A perda do epitélio expde
o tecido conjuntivo subjacente, causando dor e desconforto ao paciente durante o
tratamento antineopldsico *.

A sintomatologia dolorosa decorrente da mucosite oral ulcerativa interfere na
qualidade de vida e nutri¢do do individuo acometido, assim como a perda significativa de
peso, por vezes tornando necessdrio o emprego de sonda nasoenteral ou gastrotomia para a
alimentacdo enteral. A disrup¢ao da barreira da mucosa aumenta o risco de infeccdes e é
dose-limitante para a terapia, a qual pode ser alterada em sua intensidade ou mesmo ser

interrompida em casos severos de mucosite, prejudicando no controle local da neoplasia
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maligna e no prognéstico do paciente ° * °. O aumento da morbidade e do custo
operacional do tratamento tornam necessdria a terapia efetiva no controle da mucosite oral.

Ainda permanece o consenso na comunidade cientifica de que ndo ha uma terapia

aprovada para a mucosite. A medida que estudos recentes evoluem para o entendimento de

z

sua complexa biopatologia, a mucosite é alvo de diversas terapias em potencial. No

entanto, muitas vezes pretende-se a redug¢do dos sintomas, como o alivio da dor, utilizando

analgésicos narcéticos 'O ' 1313,

As terapias farmacoldgicas utilizadas atualmente para a mucosite oral incluem

17,18, 19 .y . 20
18, 9, vitamina E “, suplementos

25, 26

. 14, 15, 16 .
citoprotetores ", fatores de crescimento celular

22, 23, 24

21 21 ey e s, . . . 27
metabdlicos ~, antibidticos , antimicrobianos

, agentes lubrificantes ',

28.29.30 ¢ até terapia génica .

antiinflamatdrios

A amifostina (Ethyol) € um citoprotetor direto e tem se mostrado eficiente para
reduzir a mucosite induzida por quimio ou radioterapia. Sua prescricdo tem como
desvantagem o fato de ser uma droga sistémica, de administracio EV, além de possuir
fortes efeitos colaterais de nduseas, vOmitos e hipotensdo, para os quais deve ser
administrada uma droga antiemética concomitante '*'°.

Outra droga de interesse na terapia para mucosite oral, a palifermina (Kepivance®)
¢ um fator de crescimento de queratindcitos (KGF) desenvolvido em laboratério,
responsavel por estimular a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo do epitélio. O KGF
enddgeno, normalmente produzido por fibroblastos, é expresso exclusivamente em células
epiteliais em uma variedade de tecidos. Portanto, ainda € questiondvel a acao deste farmaco
em células neoplasicas malignas, apesar dos estudos serem favorédveis 171819,

O uso de bochechos com clorexidina, antibidtico de amplo espectro, ainda nao foi
totalmente elucidado em mucosite induzida por radioterapia. Outras solu¢des para
bochecho associadas aos cuidados de higiene oral sdo usadas em pacientes com alto risco
para o desenvolvimento de infeccdes das lesdes presentes na cavidade oral. Apesar de
promoverem maior conforto do paciente, sdo regimes paliativos porque ndo possuem efeito
significante na mucosite. Estudos divergem sobre o uso destas solu¢des, mas sdo

favorecidos por conta da facilidade de obtencdo, modos de uso e baixos custos 2> 224 2% 26

27

A benzidamina é um antiinflamatério ndo esteroidal indicado para atenuacdo de
uma série de condi¢des inflamatdrias, incluindo mucosite oral induzida por radiagdo
antineopldsica ou quimioterapia. Estudos in vivo constataram a reducdo dos niveis

plasmadticos de TNF-a e IL-1f pela acdo da benzidamina. Estas citocinas sdo encontradas
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em excesso na mucosa acometida pela mucosite e em infec¢cdes por Candida albicans,
principal microorganismo agravante da mucosite oral. Por ser considerada um eficiente
analgésico e antiinflamatodrio supressor de citocinas, pode ser usado para atenuagao da dor
e severidade da mucosite oral ** >,

Estudos clinicos da irradiagdo com laser em baixa intensidade para prevencdo e

32,33, 34
2% Resultados

tratamento da mucosite oral, verificam ser esta uma terapia promissora
verificam ndo somente a diminuicdo da intensidade da dor, como a diminui¢do da
severidade da mucosite, sem apresentar efeitos colaterais > *°. Os efeitos biolégicos
induzidos por luz dependem de todos os parametros de irradiagdo (comprimento de onda,
dose, intensidade, tempo de irradiagdo, modo de operacao), assim como das propriedades
Opticas do tecido alvo.

O laser em baixa intensidade quando absorvido nos tecidos bioldgicos pode ter
efeitos biomoduladores, especialmente no tratamento de ulceras, feridas superficiais e
inflamac¢des. Uma cascada de eventos nas mitocOondrias e na membrana lipoprotéica
provoca o aumento do pH intracelular e da producdo de ATP celular, regulando o fator de
proliferacdo das células irradiadas *’.

O efeito local da terapia em baixa intensidade (LILT — low intensity laser therapy)
€ maior em situacdo adversa de baixa concentracio de oxigénio e de pH e na deficiéncia de
nutrientes. Nestas condi¢des, a proliferacao celular é diminuida e o laser age como um
sinal para o aumento das mitoses celulares °'. Talvez este fato explique em parte a
eficiéncia desta terapia, ja que estudos para o tratamento da mucosite buscam atenuar a
producdo de espécies ativas — e deletérias - de oxigénio (ROS) por agentes estomatotdxicos
10 Os efeitos sistémicos da LILT, como o alivio da dor, devem-se ao fato da luz laser atuar
em células excitdveis (i.e. neurdnios), aumentando seu potencial de acdo °’.

Outro aspecto relevante para o tratamento de mucosite induzida pela radioterapia é
o entendimento de seu mecanismo de a¢do no epitélio sadio oral. A radia¢do ionizante y
interfere no crescimento e diferenciacdo celular, causando a morte durante o processo de
mitose. A irradia¢do de células com luz vermelha pode protegé-las do dano provocado pela
radiacdo ionizante vy, caracterizando uma provavel propriedade radioprotetora do laser de
He-Ne 43839

A laserterapia para a mucosite oral é realizada com comprimentos de onda que
compreendem o vermelho e o infravermelho préximo, em fontes de luz variadas, sendo
mais freqiientemente usados os lasers de He-Ne (vermelho) ou diodos de GaAlAs

(vermelho ou infravermelho) %
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A possibilidade de tratamento de mucosite oral com lasers em baixa intensidade ja
apresenta resultados positivos, e pode ser um aliado para pacientes em tratamento
quimioterdpico, debilitados pela enfermidade e pela terapia. Porém ainda ndo ha estudos
em animais que analisem a LILT em lesdes produzidas pela radioterapia. A proposta deste
trabalho € avaliar se esta fonte emissora de luz também € eficaz em mucosite induzida pela
radiacdo ionizante ¥ de uma fonte Co®, visando ampliar as indicacdes dos lasers na drea da

saude.
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2 OBJETIVOS

e Estabelecer um protocolo de inducdo de mucosite oral por radiagdo
ionizante com fonte de Co® em hamsters.
e Comparar por meio de andlise clinica e histolégica um grupo controle com o
grupo terapéutico para a mucosite oral em hamsters:
1. Terapia com laser em baixa intensidade (780 nm)

2. Grupo controle - terapia com benzidamina de uso tépico
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1. Radioterapia

A maioria das neoplasias malignas € iniciada por uma tunica célula, a qual passou
por transformac¢@o maligna. A conseqiiéncia desta transformacao € um grupo de células que
se reproduzird exponencialmente, e a falta de controle de sua proliferacdo caracteriza o
processo maligno.

A radioterapia pode ser definida como o uso da radiacio ionizante, seja ela raios X
ou raios gama, para tratar a neoplasia maligna. Os vérios tipos de radiacdo, produzidos e
administrados de maneiras diferentes, t€ém por resultado final o dano ao DNA. O dano
proveniente da radiac@o ionizante ocorre principalmente através da producdo de espécies
quimicas altamente reativas denominadas radicais livres. Os radicais livres danificam as
moléculas de DNA, comprometendo a replicacdo da célula maligna, e por final,
interferindo no processo normal de sua divisdo celular.

Em uma populagdo celular em crescimento, células individuais passam por uma
seqiiéncia de alteracdes descritas como ciclo celular. O ciclo celular contém dois eventos
principais: a fase S e a mitose. A fase S pode ser facilmente reconhecida, pois durante esta
fase DNA estd sendo sintetizado e o conteddo intracelular dobra de quantidade. A fase
mitose pode ser reconhecida morfologicamente, pois corresponde a divisdo do contetido
anteriormente duplicado. Ha dois intervalos dentro deste ciclo: a fase G1, anterior a fase S,
e a fase G2, entre a fase S e a mitose. A maioria das células possui estas fases em constante
duracdo. No entanto, podem ocorrer grandes variagdes na duracdo da fase G1 e é o que
caracteriza distintos ciclos celulares entre os vérios tipos de célula.

A sensitividade das células a radiacdo depende da fase do ciclo celular em que se
encontram. Células em G2 ou em mitose sao mais radiosensitivas que células em G1 ou na
fase S. Uma dose unica de radia¢do eliminard de maneira selecionada células em divisdo,
na fase G2 ou em mitose. Logo, a radioterapia tem como alvo danificar células em fases do
ciclo vulneraveis a radiagdo. Assim, terd maiores efeitos em grupos celulares que estdo em
constante divisdo, como o epitélio da mucosa oral.

O maior fator limitante para qualquer terapia citotéxica € a tolerancia dos tecidos
normais. Para drogas citotoxicas (presentes na quimioterapia), os tecidos normais
relevantes sdo aqueles que proliferam: medula 6ssea, epitélio de pele e mucosa. Para a
radioterapia, os tecidos normais relevantes sao aqueles adjacentes ao tumor, principalmente

se possuem rapida proliferacdo. Danos a células normais sdo aceitos como conseqiiéncia



17

normal da terapia, mas o resultado ideal da terapéutica € a reparacao mais rapida do tecido
normal e falha na repara¢do do tecido do tumor. Assim, em uma terapia eficiente, o tumor
seria eliminado com uma taxa mais alta do que o tecido normal, o qual se repararia mais
rapido.

As unidades de dose de radia¢do sdo baseadas no grau de energia depositado no
tecido pela radiagdo. O Gray € a unidade de medida utilizada pelo Sistema Internacional de
Unidades (SI) e substituiu o radiano (rad). Um Gray ¢ igual a 100 rad. O centigray (cGy) é
uma unidade pratica, ja que estd incluida no SI, mas significa 0 mesmo que o radiano: um
cGy € equivalente a um rad.

Na radioterapia clinica hé a distincao entre dose de regime paliativo e dose radical.
A dose paliativa tem como fun¢do a diminuicdo dos sinais do tumor, evitando produzir
efeitos colaterais. Neste tipo de tratamento, as fra¢cdes sdo administradas para minimizar o
desconforto para o paciente (ex: 25 Gy em 5 fragdes, durante 1 semana, ou entdo 30 Gy em
10 fragdes durante 2 semanas). A dose radical prové a erradicagdo do tumor com um grau
de toxicidade tolerdvel aos tecidos normais. Neste caso, a dose total prescrita varia por
exemplo de 50-57 Gy em 16-20 fragdes, durante 3-4 semanas, ou 60-70 Gy em 30-35
frages durante 6-7 semanas .

Por convencao, o fracionamento da radioterapia nos EUA utiliza tipicamente doses
diarias entre 1.8 e 2.0 Gy por dia. Os protocolos de irradiagdo sdo direcionados de acordo
com a radiosensitividade dos tumores em questio e dos tecidos normais adjacentes. Estes
protocolos buscam danificar o maximo de células malignas em sua fase sensivel do ciclo
celular, durante a irradiagdo o

As células tumorais possuem propriedades inatas que irdo determinar sua resposta a
irradiacdo, sendo a mais importante, a susceptibilidade ao dano e a habilidade ao reparo
deste dano. Dentro do grupo dos carcinomas epiteliais da cabecga e pesco¢o, hd uma faixa
ampla de radiosensitividade, demonstrada por técnicas in vitro que mensuraram a curva de
sobrevivéncia a irradiacao de 200 cGy (2 Gy) entre outros parametros radiobioldgicos.

Os carcinomas e os tecidos normais irradiados respondem de maneiras diferentes a
radiacdo ionizante devido a radiosensitividade de cada um. As neoplasias malignas de
origem epitelial ndo diferem muito em comportamento: o controle destes tumores €
alcancado com doses similares de irradiacdo. No entanto, os sarcomas de tecidos moles
(neoplasias malignas de origem mesenquimal) ndo respondem bem a radioterapia como
Unica terapia. Ainda assim, ela é utilizada como terapia coadjuvante a cirurgia destes

tumores, na tentativa da preservacdo de estruturas vitais.
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Apesar da taxa de regressdo do tumor a radioterapia ser um dado importante para a
terapéutica, notou-se que tumores de rdpida resposta a terapia eram tratados com subdose,
isto é, com dose insuficiente para elimind-los, levando a recorréncia destas neoplasias.
Assim, para a maioria das lesdes malignas de origem epitelial, a dose total prescrita é
baseada no volume total do tumor primério 2,

Para o planejamento da radioterapia também se deve levar em conta a anatomia
local da regido de cabeca e pescoco, assim como as caracteristicas clinicas da lesdo
maligna. Em um plano terapéutico completo, a equipe médica deve tracar a terapia
adequada para o tratamento do tumor primario e dos nddulos linfiticos adjacentes, estes,
passiveis de metdstase. Lesdes exofiticas ou vegetantes regridem mais rapidamente,
enquanto lesdes infiltrativas de tecidos profundos possuem baixa taxa de regressdo a
irradiagdo. Nodulos linfaticos metastdticos regridem menos que tumores primdrios. A
terapéutica portanto deve ser planejada de acordo com a provavel resposta do tumor e do
hospedeiro, avaliando-se custos e beneficios.

Em geral, a cirurgia é indicada sobre as seguintes circunstincias: em tumores
radioresistentes, em tumores recidivantes em dareas ja irradiadas, em situagdes em que os
efeitos colaterais da irradiacio podem ser mais severos que os defeitos cirtrgicos, e em
neoplasias evolvendo osso, nddulos linfaticos e glandulas salivares . Entretanto, se o
tratamento do tumor primdrio € a ressec¢ao cirurgica, o esvaziamento cervical € realizado -
com ou sem complementacdo radioterdpica - dependo do risco de metdstase. No caso de
radioterapia utilizada nos tumores primarios, os nddulos linfaticos sao incluidos dentro da
drea a ser irradiada *'.

A radioterapia, além de ser amplamente utilizada na terapia antineopldsica, € a
terapia de eleicdo sempre que possivel, ja que é eficiente na maior parte dos casos € nao
possui as desvantagens de outras modalidades terapéuticas. A cirurgia de neoplasias
malignas orais € muitas vezes mutilante e comprometedora da cosmética e da fungdo de
estruturas importantes como o labio, lingua, mandibula e maxila, enquanto que a
quimioterapia possui baixa taxa de resposta de tumores orais malignos de origem epitelial
e freqiientemente produz severos efeitos colaterais sistémicos *.

Atualmente, busca-se o melhor regime radioterapico para a cura de malignidades de
cavidade oral. Os protocolos de fracionamento e de dose variam, na tentativa de tornar a

terapia mais eficaz, preservando o maximo as estruturas normais.
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3.2. Mucosite oral induzida por radiacao ionizante em modelo animal

Os modelos animais de inducdo de mucosite oral por radiagdo ionizante
apresentados na literatura internacional variam com a espécie do animal, local de
exposicao, dose total de irradiacdo (seja esta fracionada ou tunica), e fonte de radiagdo.
Modelos foram bem estabelecidos em hamsters Sirios e em camundongos BDF; ou
CsH/Ney & #45.46.47.48,49.

Em camundongos Cs;H/Neu irradiados em ventre de lingua, utilizando raios X
como fonte, o tempo latente da formacdo de ulceras e a duracdo das mesmas foi
independente do género 8 Entretanto, parece haver uma pequena diferenca de
radiosensitividade entre as espécies BDF, e C3H/Neu 47 Apesar de estudos estatisticos
inconclusivos, sabe-se que as taxas de proliferacdo da mucosa oral s@o maiores em
camundongos BDF; e que o tempo de laténcia de ulceras, assim como suas duracdes, sao
menores nesta espécie. Por outro lado, a radiosensitividade dentro de cada espécie ndao
varia com a dose total de irradiacdo. O tempo de laténcia de tdlceras, isto é, o tempo
compreendido entre o dia da irradiagcdo até o dia do aparecimento das lesdes (cerca de 11,6
dias para a espécie CsH/Neu, e 5,6 dias para a espécie BDF)), € independente da dose total,
considerando as doses de 6, 9, 11, 13 e 16 Gy. A duragcdo das ulceras também é
independente da dose total de irradiacdo (cerca de 2,8 dias para a espécie C3H/Neu, e 2,4
dias para a espécie BDF)), considerando as doses de 6, 9, 11, 13 e 16 Gy. A re-epitelizacao
completa das lesdes foi verificada em torno do dia 16 para as duas espécies, para qualquer
dose total. Porém, é importante a informagdo de que a incidéncia de ulceras é altamente
dose dependente, ou seja, quanto maior a dose total de exposicdo a radiacdo ionizante,
maior os efeitos deletérios desta *°.

Outros trabalhos utilizando aparelhos de raios X para indug¢do da mucosite oral
foram realizados em hamsters Sirios. Para o desenvolvimento da mucosite oral foi
necessdria a irradiacao direta sobre o tecido da mucosa jugal, com dose total entre 35 e 40
Gy, com distancia focal entre vinte e um a cinqiienta centimetros. A manifestacdo da
mucosite oral foi observada cerca do dia 12, independente da dose total, e com pico da
severidade das lesdes ao redor do dia 15 % *°. Os animais foram avaliados dia 0 (dia da
irradiacdo) até o dia 22, com sacrificios para avalia¢do histoldgica nos dias 2, 10, 16 e 21.
Através de coloragdo com azul de toluidina notou-se o aumento do numero de células
exibindo apoptose entre os dias 12 e 15. A anélise imunohistoquimica revelou um padrao a
respeito da inflamagao no tecido irradiado. Houve um aumento significativo da intensidade

do infiltrado inflamatério no dia 12 e diminuicdo deste no dia 18, e o aumento da
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expressao da interleucina 1 (IL1B) em submucosa nos dias 12 e 15, com niveis vistos no
dia 18 iguais aos vistos no dia 1 pds irradiacao. Por fim, foi verificado por anélise de PCR
o aumento da quantidade de citocinas pré-inflamatérias IL-2, IL-1p, TNF-a e TGF-B no dia
12, com reducdo a partir do dia 15 ®.

A incidéncia da mucosite oral em hamsters pode ter sido atrasada em relacdo aos
estudos com camundongos por diferenca do animal utilizado no experimento ou devido a
taxa de dose (Gy/min) empregada, pois é sabido que o aumento desta implica em

modificagdes na incidéncia e severidade da mucosite oral in vivo.

3.3 Benzidamina

O hidroclorito de benzidamina é um analgésico ndo esteroidal, de propriedades
antiinflamatoérias, analgésicas, anestésicas e antimicrobianas. Este medicamento possui
indicagdo para condi¢Oes inflamatorias diversas, pois € um inibidor da producdo da
citocina inflamatéria TNF-a, presente abundantemente no processo de sinalizacdo da
mucosite oral.

O modo de acdo deste farmaco - ao interferir no metabolismo celular durante a
inflamacao - ainda ndo estd completamente elucidado, mas quando investigado in vitro, em
células humanas e de ratos, a benzidamina inibe a produ¢dao do TNF-a, e em quantidade
menor, de IL-1p, embora ndo tenha acdo sobre a IL-6 e a IL-8 2930

Em um estudo clinico utilizando a fonte de Co® para a radioterapia, considerou-se
uma amostra tratada com a dose cumulativa de 50 Gy (5000 cGy). Para o grupo tratado
com solucdo de benzidamina a 0,15%, foram realizados bochechos com 15 ml da solucao,
durante 2 minutos, 4 a 8 vezes ao dia, antes, durante e apds 2 semanas da finalizagdo da
RT. Em casos de ocorréncia de ardéncia bucal (46%), foi permitida a diluicdo da solucao.
Analgésicos também foram utilizados, em caso de dor de duracdo de mais de 6 horas,
considerado o nivel de algesia maximo permitido na amostra. A benzidamina produziu
26,3% de reducao no escore médio para mucosite oral, porém foi ineficiente em pacientes
que receberam altas doses didrias (acima de 220 cGy). Neste estudo foi constatado o efeito
profildtico da benzidamina para a mucosite oral em pacientes que receberam a RT
convencional. Areas de risco da orofaringe permaneceram com baixos escores (sem
ulceracdes) e ocorreu atraso significante na necessidade do uso de analgésicos sist€émicos.

Outros trabalhos clinicos apresentam resultados positivos para o tratamento da
mucosite oral com a benzidamina, especialmente na redugdo de infec¢des secunddrias. No

entanto esta terapia topica apresenta limitacoes devido a efeitos colaterais (dor, ardéncia e
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nduseas) e eficiéncia baixa quando a radioterapia alcanga maiores taxas de dose de
50,51

irradiacao

3.4 Laser

A indicacdo da terapia laser em baixa poténcia para a mucosite oral decorrente da
terapia antineopldsica estd associada ao atraso no tempo de laténcia das lesdes, atenuagdo
do pico de severidade da mucosite e a diminuicdo da duracdo das lesdes. O reparo tecidual
e o alivio da dor estdo relacionados a achados microscépicos e moleculares, como o
aumento da divisdo celular e a modificacdo da condugdo neural por meio da liberacdo de
endorfinas e encefalinas. O aumento da quantidade de fibroblastos e do metabolismo
mitocondrial favorece o aumento da deposicdo de uma matriz fibrilar no tecido conjuntivo
da drea irradiada, acelerando o processo de reparacdo *°.

A regeneracdo tecidual por meio de irradiacdo laser também pode ser explicada
pela rdpida transformacdo de fibroblastos em miofibroblastos. E provavel que fatores de
crescimento de fibroblastos participam ativamente do reparo epitelial e da citoprotecao.
Por outro lado, ha relatos consistentes na literatura de que a irradiacao laser pode reduzir a
formacdo de radicais livres produzidos durante a quimio e a radioterapia, caracterizando o
potencial antiinflamatério e analgésico do efeito do laser em mucosite oral 32,

A terapia com laser vem sendo investigada principalmente para a prevencdo de
mucosite oral induzida por quimioterapia ou em pacientes recebendo condicionamento
quimioterdpico para transplante de medula Ossea. Entretanto, poucos trabalhos foram
realizados na prevencgdo e tratamento de mucosite oral conseqiiente da radioterapia .
Ainda assim, vislumbram-se bons resultados clinicos. Em um estudo duplo-cego, pacientes
em regime de radioterapia intensa (dose total de 65 Gy, taxa de dose 2 Gy/fracao, 5 fragcdes
por semana) apresentaram escores significativamente mais baixos para dor e grau de
mucosite quando comparados com o grupo controle, nos quais também era simulada
irradiacdo laser 52

Ao analisar trabalhos publicados na literatura, pode-se concluir além da acgdo
preventiva do laser para a mucosite oral durante o tratamento antineopldsico, ha
evidéncias clinicas de que a irradiacao laser pode reduzir significativamente a dor causada

por estas lesdes, diminuir sua progressao e acelerar o reparo da mucosa irradiada.
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3.5. Mastdécitos

Mastdécitos sdo células secretoras presentes no leito microvascular da mucosa oral,
em proximidade com a membrana basal das células endoteliais e nervosas, porém capazes
de migrar para outros tecidos. Os mastécitos podem estar envolvidos em diversas
atividades fisioldgicas, e seus mediadores participam do controle vascular em caso de
injuria e reparo tecidual, e também da propagacdo da resposta inflamatéria nos tecidos
danificados. Atualmente, h4 um aumento no interesse sobre as possibilidades de interacao
entre estas células e outros componentes da resposta imunoldgica em infecgdes
bacterianas, assim como na sua participacdo da patogé€nese de condi¢des inflamatorias
crOnicas, como a periodontite € a mucosite oral 833,

O conteido citoplasmético dos mastdcitos consiste em mediadores quimicos,
armazenados em granulos secretores e liberados por meio de desgranulacdo celular,
responsaveis pela inflamacdo nos tecidos circundantes. Entre os mediadores da inflamagao
ha aqueles pré-formados, como a histamina, proteoglicanas e proteinases, enquanto 0s
mediadores recém-gerados sdo os metabolitos do 4cido aracddnico e uma variedade de
citocinas inflamatorias, como a o fator alfa de necrose tumoral (TNF-o) 355,

As citocinas sdo um grupo de moléculas envolvidas na emissdo de sinais entre as
células durante o desencadeamento das respostas imunes inflamatdrias. Sdo proteinas ou
peptideos, ligadas ou nido a moléculas de acgucar (denominadas glicoproteinas). As
interleucinas sdo produzidas principalmente pelas células T e estdo envolvidas na inducao
de divisdo e diferenciacdo de outras células. Os fatores de necrose tumoral (TNF-o e TNF-
) sdo citocinas importantes nas reacdes inflamatdrias e citotdxicas.

Estudos demonstram que o derivado TNF-o induz a expressdo endotelial da E-
selectina, uma molécula de adesdo presente nas células endoteliais e € requisitada para a
adesdo de neutrdfilos, linfocitos T, mondcitos e outros leucocitos nos vasos sanguineos. A
E-selectina € expressa em uma variedade de lesdes inflamatdrias da mucosa oral, incluindo
liquen plano, gengivite, e inflamacdo periapical. Especula-se que a sintese e a secre¢cdo
cronica de TNF-a pelos mastdcitos pode ser responsdvel pela manutencdo de altos niveis
da expressao da E-selectina, e portanto promovendo a cronicidade da migracdo de
leucdcitos para os tecidos orais >3,

Outras publicagdes apresentam controvérsias a respeito da presenca de mastocitos
na inflamac@o da mucosite oral. Ocorre que, as citocinas inflamatérias (ex. TNF-a, IL-8)
indutoras da sintese de E-selectina, sdo secretadas também por outras células da resposta

. L. P 6 . 2
imune, como os fagdcitos mononucleares e os linfécitos T 5. Finalmente, a molécula de
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adesdo E-selectina tem sua expressdo ativada somente quando os mastdcitos se encontram
desgranulados, isto €, ndo intactos 53, Porém, a quantificacdo de somente mastocitos
desgranulados exclui a possibilidade de atividade dos mastdcitos integros, e por outro lado
pode incluir na contagem mastocitos “desgranulados” devido trauma mecanico ou
alteracdes de temperatura °'. Para a verificacdo da atividade inflamatéria destas células,
existem outras técnicas complementares de processamento histoldgico mais adequadas e
representativas. Exames de imunohistoquimica ou exames de PCR possibilitam uma
andlise mais precisa do processo inflamatério, pois utilizam marcadores para as citocinas
pré inflamatérias (ex. TNF-a, IL-1), e quantificam niveis de RNA de cada citocina,
respectivamente 8 No entanto, o alto custo destes exames e a dificuldade da técnica, se

comparada ao processamento e avaliacao rotineiros, limitam sua utilizacao.
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4 METODOLOGIA

O projeto para esta dissertacdo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal do IPEN, parecer n° 3/2006.

O estudo foi dividido em duas partes sucessivas e distintas.

4.1 Fase I — Induc¢ao da mucosite

A primeira parte consistiu em desenvolver um protocolo de indu¢do da mucosite
oral em hamsters através de irradiacdo ionizante, orientado por trabalhos previamente
realizados na literatura com radiacio y provenientes de outras fontes > 7 1% 4041,

4.1.1 Animais

Para o estudo piloto e o experimento foi utilizado o total de 50 hamsters sirios
dourados (Golden Syrian Hamsters), provenientes do Centro de Bioterismo da FFM
(Fundacao Faculdade de Medicina USP) e mantidos no biotério do IPEN — CNEN/SP. Os
animais selecionados eram machos, com idade entre 8-12 semanas, com massa aproximada
de 150 mg "’. Os hamsters foram separados em 4 animais por gaiola. Comida e dgua foram
disponiveis aos animais ad libitum. A pesquisa seguiu os principios éticos de
experimentacdo animal, elaborados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal), entidade filiada ao International Council of Laboratory Animal Science (ICLAS)
com base em normas internacionais, que visam o aprimoramento de condutas na
experimentacdo animal baseando-se em trés principios basicos: sensibilidade, bom senso e
boa ciéncia.

4.1.2 Estudo Piloto

Previamente ao experimento, foi realizado um estudo piloto, no qual o total de 8
hamsters foram irradiados em trés parametros distintos para verificagcdo do surgimento e
evolucdo da mucosite oral. A primeira irradiacao foi realizada em 2 animais numa
distancia de 30 cm em 13 min e 07 segundos, com dose total de 15 Gy (taxa de dose de
68,7 Gy/hora). A segunda irradiacao foi realizada também em 2 animais, porém com dose
total aumentada para 20 Gy, durante 17 minutos e 42 segundos, na mesma distancia (taxa
de dose de 68,0 Gy/hora). Para esta irradiacdo foi realizado o teste de atenuagdo da
madeira. Na terceira irradiacdo foram utilizados 4 animais, a 30 cm da fonte, durante 27
minutos e 6 segundos, com dose total de 30 Gy (taxa de dose de 66,5 Gy/hora). Foi
verificado o dia de estabelecimento das lesdes de mucosite oral como sendo o dia 8, a sua

localizagao em mucosa labial, assim como o “pico” de severidade destas lesdes no dia 10 e
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o tempo de cura de cerca de 10 dias. Os resultados deste estudo permitiram estabelecer a
metodologia de tratamento pretendida pelo projeto, a dose de radiacdo necessdria para o
surgimento da mucosite oral e a selecdo dos dias de sacrificio dos animais para andlise
histolégica.

4.1.3 Irradiacdo

Antes de ser iniciada a irradiag¢do, os animais foram climatados por minimo de 48
horas no biotério, com a inten¢ao de minimizar o estresse da locomogao até o local.

Para a irradiacdo, os hamsters foram sedados e anestesiados com a associa¢do de
quetamina (Vetanarcol®) 100 mg/ml e xilazina (Copazine®) 20 mg/ml. Apés a sedacdo, os
animais foram posicionados no sentido vertical com um suporte plano ajustivel de
férmica. Blocos de chumbo de quatro centimetros de espessura foram posicionadas
anteriormente ao suporte para bloqueio do corpo a radia¢do, sendo exposta somente a
cabeca dos animais durante a radiacdo (Anexo I). O procedimento foi realizado no CTR
(Centro de Tecnologia das Radiacdes — IPEN/CNEN), com um irradiador panoramico de
fonte de C060, com distancia focal de 30 cm e dose de 30 Gy (taxa de dose de 66,5
Gy/hora) .

4.2 Fase II - Terapia

Nesta fase, 40 hamsters irradiados conforme descrito previamente, foram separados
aleatoriamente em dois grupos, com total de 20 animais por grupo de tratamento. Outros 2
animais foram irradiados e imediatamente sacrificados apds a irradiacdo para verificacao
do efeito da radiacao ionizante logo apds a irradiacdo com a fonte de Co®.

Apo6s a irradiagdo dos animais, considerada o dia O da terapia, os protocolos
terapéuticos foram iniciados.

A terapia laser (grupo 1) foi realizada durante 20 dias para os 20 animais do grupo
laser, com intervalo de 24 horas entre cada sessdo. Em cada dia foi feita somente uma
sessdo de irradiacdo na mucosa labial dos animais deste grupo. O aparelho utilizado é um
laser de diodo de GaAlAs, modelo Twinlaser (MM Optics, Brasil), com feixe de 4 mm? de
area, e comprimento de onda de 780nm, correspondendo a regido do infravermelho no
espectro eletromagnético e portanto, invisivel ao olho humano. O comprimento de onda foi
selecionado de acordo com o entendimento mais recente da patobiologia da mucosite oral,

processo iniciado no tecido conjuntivo ’

. Logo, o comprimento de 780 nm seria mais
adequado para o tecido em questdo por ter maior penetragdo comparado com o

comprimento de onda vermelho.
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Os parametros de irradiagdo seguem: poténcia de 50 mW, dose de 6 J/em?, durante
5 segundos . A irradiacdo foi pontual, de oito pontos distribuidos em aproximadamente 2,5
cm de extensdo de mucosa labial por cerca de 0,5 cm de altura (Anexo I). Durante a
irradiacdo laser, normas de seguranga foram obedecidas, como a utilizacdo de 6culos de
protecao para operador e assistentes. Antes de iniciar cada irradiacdo, a poténcia foi aferida
com um medidor de poténcia e energia modelo Fieldmaster (Coherent, EUA) para
mensuragao da poténcia do feixe de saida.

A partir do dia 0, correspondente ao dia da irradiacdo da fonte de Co®, o grupo II
também recebeu a terapia com benzidamina durante 20 dias para os 20 animais do grupo,
com intervalo de 24 horas entre cada aplicacdo. A aplicagdo tépica foi realizada em labio,
com 0,25 ml de benzidamina a 0,15%, de nome comercial Benzitrat® (Biolab/Sanus
Farmacéutica, Brasil), embebida em algodao de hastes flexiveis, uma vez ao dia.

A severidade da mucosite oral do grupo I foi analisada e comparada clinicamente
em relacdo ao mesmo sitio da mucosa oral do grupo II. Para andlise histopatolégica os
animais foram sacrificados em uma camara de gas CO, disponivel no biotério do IPEN. A
area biopsiada correspondeu a regido central de labio inferior.

Foram sacrificados quatro animais de cada grupo em 5 momentos diferentes, desde
o dia zero, correspondente a irradiacdo, até a regressao total das lesdes 17.44.

A severidade das lesdes em mucosa labial foi classificada de acordo com um escore
determinado na literatura, no qual o critério utilizado é puramente clinico *. A classificacdo
foi determinada por dois observadores calibrados previamente. Este sistema de graduacao é
dividido em 5 pontos a seguir:

0. sem altera¢do de mucosa
1. discreto eritema (< 25%)
2. severo eritema

3. mucosite (> 50%)

4. mucosite confluente

No Anexo II encontram-se os graus de mucosite considerados na calibragdo dos
observadores.

Para a classificagdo clinica da mucosite oral também foram consideradas a
morbidade e funcdo oral do animal, como a ingestdo de ra¢do ao longo do estudo. A
associacdo entre o aspecto clinico da mucosa e o estado geral do animal corresponde a trés

graduacdes de mucosite oral: leve, moderada ou severa.
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4.3 Fase I1I - Histologia

Exames histopatoldgico de amostras da mucosa jugal foram obtidos nos dias
consecutivos a irradiagdo. Foi retirado 1 fragmento de cada animal, na regido anatdmica
correspondente ao vermelhdo do 14bio e a mucosa labial. Como amostra de mucosa labial
para futura andlise histoldgica, foi selecionada aleatoriamente a regido central de labio
inferior. Foram realizadas trés incisdes com o auxilio de um bisturi n°15, sendo duas

paralelas verticais e outra horizontal, unido-as e destacando a peca (Figura 1).

Figura 1- Excisdo de amostra em l4bio inferior.

Os fragmentos foram imersos em formol a 10% e processados rotineiramente para
inclusdo em parafina. Cortes com 4 mm de espessura foram feitos e corados em
hematoxilina e eosina (H/E) e em azul de toluidina. Para a andlise histologica foram
considerados os seguintes pontos:

¢ morfologia dos tecidos (andlise descritiva histolégica)

e celularidade do tecido conjuntivo adjacente a camada basal do epitélio

e quantidade de fibras coldgenas

e quantidade de espagos brancos, correspondentes a liquido de edema,
espacos vasculares ou artefatos de técnica

e contagem de méstocitos, secretores da citocina pré-inflamatéria TNF-g >* >

Para quantificacdo das estruturas histolégicas, o campo microscépico foi
digitalizado por meio de camera tipo CCD (Sony) acoplada a microscépio de luz

convencional (Laborval). A imagem digitalizada foi entdo transferida para software de
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morfometria digital ImageLLab 2000, por intermédio de placa digitalizadora (Captivator)
acoplada a microcomputador HP Pentium II, 128RAM, 10 Gb HD. No Imagel.ab eram
quantificados os tons azuis, referentes aos nucleos celulares, os tons réseos, referentes as
fibras coldgenas, e os tons brancos, referentes aos espacos brancos encontrados. Foram
quantificados entre 5 a 10 campos histolégicos da 1amina prépria (com aumento final de
400X), de acordo com a extensdo de epitélio de revestimento presente nos espécimes. A
quantificacdo foi realizada em porcentagem, proporcional a um campo de drea fixa,
definida pelo software.

Para a andlise descritiva e a quantificacdo da celularidade do tecido conjuntivo
adjacente ao epitélio da mucosa labial os espécimes foram corados com
hematoxilina/eosina. (H/E).

Para a quantificacao dos mastdcitos, foi feita contagem manual das células coradas
em azul de toluidina, tendo-se como referéncia a camada basal do epitélio como campo
histolégico mais superficial. Foram quantificados de 5 a 10 campos de drea fixa, com
aumento de 400x, no sentido horizontal.

A andlise descritiva e quantitativa dos cortes histologicos foi feita na disciplina de
Patologia Geral e no Laboratério de Informética Dedicado a Odontologia, ambos
localizados na FOUSP.

Os dados histolégicos foram submetidos a andlise estatistica posterior.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fase I — Induc¢ao da mucosite

Para a validac@o do protocolo de irradiacao do experimento, foram averiguados os
resultados da irradiacdo do estudo piloto. Durante os experimentos, a irradiacao foi aferida
pelo Laboratério de Dosimetria em Processos de Irradiagdo por meio de dosimetro
Gafchromic Batch 7654-09 (Isp Technologies Inc, EUA). O objetivo deste teste foi
averiguar a atenuacao da irradiacdo de dois anteparos: o posicionador de férmica utilizado
para a estabilizacdo dos animais, € o bloqueio de chumbo utilizado para a protecdo do
corpo dos mesmos. O dosimetro possui sensibilidade a irradiacdo e muda de cor de acordo
com a dose incidente. Por meio de um Espectrofotometro Shimadzu UV-1601 PC, foi
averiguado o comprimento de onda emitido pelo dosimetro apds a irradiacdo. O
espectrofotometro utilizado possui sensibilidade para comprimentos de onda entre 190 e
1100 nm, enquanto a sensibilidade do dosimetro (de 633nm) variou com doses entre 10 e
40 Gy. De acordo com os resultados das dosimetrias, a atenuacdo da férmica nao foi
significante e o bloqueio de chumbo apresentava atenuacao de 88% da dose total. O valor
de atenuagdo do chumbo foi classificado como adequado para o experimento pretendido
neste trabalho.

Para o experimento, os animais foram mantidos a 30 centimetros de distancia da
fonte em todas as irradia¢des. Nas duas primeiras irradia¢des, de dose total de 15 Gy e 20
Gy respectivamente, ndo foram observadas alteragdes significativas na mucosa oral dos
animais, durante os 15 dias de acompanhamento.

Ja para a terceira irradiacdo, foi considerado o aumento da dose total para 30 Gy,
parametro para o qual foi observado no dia 8 apds a irradiagdo, algum sinal clinico de
processo inflamatério da mucosa labial de 3 animais no grupo (n=4). Neste dia foi
verificado eritema distribuido em mucosa labial, além de halitose dos animais e
umedecimento dos pélos da regido ao redor da boca. Nos dias seqiientes ao dia 8, o eritema
labial se intensificou, assim como os sinais de halitose e umedecimento de pélos. Algumas
areas de necrose epitelial em ldbio puderam ser observadas, ocorrendo a queda de pélos da
regido de face e eventualmente do corpo. Estes sinais tornaram-se mais evidentes no dia 10
ap6s a irradiacdo. Os animais nesta fase apresentaram morbidade notédvel, tornando-se
necessaria a mudanca da alimentacdo utilizando uma ragdo mais gordurosa e de fécil
ingestdo. Nos oito dias seguintes ao dia 10 (dia 10 a dia 18), as lesdes regrediram

progressivamente, sendo notada melhora significativa no dia 18. No dia 20 as lesdes orais
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apresentaram regressdo total e os animais estavam mais ativos, se alimentando
normalmente (Figura 2). Na regido perioral onde houve queda de pé€los, novos pélos
estavam em crescimento, no entanto notou-se a falta de pigmentagcdo destes, os quais

apresentavam-se de coloragdo branca.
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Figura 2- Evolucao da severidade da mucosite no estudo piloto em funcio do tempo.

Com os resultados do estudo piloto, foram determinadas as condi¢des para a
realizacdo do experimento. A dose total estabelecida foi de 30 Gy para a fonte de Co®, a
qual foi entregue no tempo de 27,1 minutos, com taxa de dose de 66,5 Gy/min. Com este
parametro de irradiac@o foi possivel observar um padrdo na evolugdo da mucosite e foram
definidos os dias para sacrificio dos animais: dias 8, 10, 15, 18 e 20. Comparando com os
estudos previamente analisados para o desenvolvimento do estudo piloto, a dose total de 30
Gy € um valor entre os valores apresentados por outros trabalhos, os quais variam entre
15,3 e 40 Gy - fracionados ou em sessdo tnica — dependendo do tipo de animal do estudo,

da fonte de radiacdo utilizada (ex. Cs'’

, Raios X) e da localizagdo da mucosite oral (ex.
mucosa jugal, ventre de lingua ou ldbio). No entanto, segundo Pabst 2003, apesar da
incidéncia de ulceracdes na mucosite oral ser dose dependente, o tempo latente (7 a 10
dias) e a duragdo da tlcera (cerca de 3 dias) sdao independentes da dose de radiacao % Os
resultados do surgimento, “pico” e duracdo da mucosite obtidos em nosso estudo piloto
foram compativeis aos resultados descritos na literatura.

Um exemplo dos vdrios graus de mucosite obtidos e considerados para calibracdo

dos observadores encontra-se no Anexo II.
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5.2 Fase 2 — Terapia

5.2.1 Experimento e avaliag¢do clinica

Primeiramente, 2 animais foram irradiados e imediatamente sacrificados apds a
irradiacdo, definidos como grupo GO. Os animais apresentavam auséncia de sinais de
alteracdo de mucosa oral e a avaliacdo histoldgica deste grupo tem como objetivo verificar
possiveis alteracdes microscopicas e comparar com o exame histolégico dos grupos com
sinais clinicos visiveis de mucosite oral.

Foram estabelecidos dois grupos de acordo com o tratamento aplicado, sendo 20
animais do grupo laser, e 20 do grupo benzidamina. Os animais receberam tratamento
todos os dias seguintes a irradiacdo. Entre os grupos, os animais foram separados
aleatoriamente em subgrupos de quatro, de acordo com o dia de sacrificio apds o dia de

irradiacao, considerado o dia O (Tabela 1).

Tabela 1- Subgrupos de acordo com o dia de coleta de peca para avaliacao histologica

Subgrupo Tratamento Dia de Sacrificio
G8L laser dia 8 apos irradiacao
G8B benzidamina dia 8 apos irradiagcao
GIOL laser dia 10 ap6s irradiacao
G10B benzidamina dia 10 apds irradiacao
GI5SL laser dia 15 apés irradiacao
GI5B benzidamina dia 15 apds irradiacao
GI8L laser dia 18 ap6s irradiacao
G18B benzidamina dia 18 apds irradiacao
G20L laser dia 20 apds irradiacao
G20B benzidamina dia 20 ap6s irradiacao

O grau de mucosite oral foi determinado por dois observadores calibrados durante o
estudo piloto. Segundo a classificacdo clinica eleita para a mucosite oral, a presenca e
intensidade de lesdes foram analisadas e quantificadas para cada grupo. A Tabela 2

apresenta na segunda coluna a média obtida entre os dois observadores.
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Tabela 2-. Grau de mucosite, mediana, média e desvio padrao (DP).

Subgrupo  Grau de Mucosite  Numero de Animais Mediana Média  Desvio Padrao

GO 0 2 0 0 0
G8L 0 3 0 0,5 1
2 1
G8B 0 2 0,5 0,75 0,95743
1 1
2 1
G10L 0 2 0,5 1 1,41421
1 1
3 1
G10B 0 1 1,5 1,5 1,29099
1 1
2 1
3 1
G15L 0 1 1 1 0,8165
1 2
2 1
GI5B 1 1 2 2 0,8165
2 2
3 1
G18L 0 2 0,5 0,5 0,57735
1 2
GI18B 2 4 2 2 0
G20L 0 4 0 0 0
G20B 0 1 1 0,75 0,5

1 3

Grau de mucosite de 0 — 3 (0: ausente; 1: leve; 2: moderada; 3: severa)

Os subgrupos que receberam o tratamento de laser de baixa poténcia para a
mucosite oral apresentaram menor freqiiéncia da lesdo em ldbio, assim como a
severidade/grau da mucosite foi menor quando comparado com os subgrupos tratados com

benzidamina de uso tépico. (Tabela 2 e Figura 3).
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Grau de Mucosite em Funcao do Grupo

3,00
2,50

2,00

1,50

1,00

Grau Médio de Mucosite

0,50

0,00

Figura 3 - Grau de mucosite de 0 — 3 (0: ausente; 1: leve; 2: moderada; 3: severa) de

acordo com o grupo de tratamento/ dia de andlise histoldgica.

A Figura 4 expde o nimero de amostras em funcao do tipo de tratamento e do grau
de mucosite observado em cada amostra. Esta figura representa, no eixo das ordenadas, o
nimero de animais. As cores das colunas representam a gravidade da mucosite observada
em cada animal por grupo de tratamento. Cada subdivisdo das ordenadas equivale a um

animal.
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Figura 4 - Grau de mucosite de acordo com o grupo de tratamento e dia de andlise

histolégica.
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5.2.2 Avaliagdo histolégica

5.2.2.1 Analise histolégica descritiva

GO

Os cortes histolégicos revelam fragmentos de mucosa revestidos por epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado, exibindo hiperplasia da camada basal,
hipercromatismo nuclear, inversdo de polaridade e nuicleos em palicada. Na camada
espinhosa verificam-se algumas células exibindo degeneracdo hidrépica. Na lamina propria
verifica-se moderado infiltrado inflamatério cronico difuso pela presenca de linfécitos e

areas focais de liquido de edema, completando o quadro de mucosite oral.

G 8 Benzidamina

Os cortes histolégicos revelam fragmentos de mucosa revestidos por epitélio
pavimentoso estratificado, com dreas de hiperqueratinizacdo, areas de atrofia epitelial e
area focal de ulcera, com necrose fibrindide e formacdo de microabcessos na superficie
epitelial. A camada basal apresenta areas hiperpldsicas, hipercromatismo nuclear, inversao
de polaridade e niicleos em palicada. Na camada espinhosa verificam-se algumas células
exibindo degeneracdo hidropica. Na lamina propria verifica-se moderado infiltrado

inflamatdério cronico difuso, hiperemia vascular e extensas areas de liquido de edema.

G 8 Laser

Os cortes histolégicos revelam fragmentos de mucosa revestidos por epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado, exibindo hiperplasia da camada basal,
hipercromatismo nuclear, inversdao de polaridade e nuicleos em palicada. Na camada
espinhosa verificam-se algumas células exibindo degeneracdo hidrépica. Na 1amina propria
verifica-se moderado a intenso infiltrado inflamatdrio cronico e dreas focais de liquido de

edema, completando o quadro de mucosite oral.

G 10 Benzidamina

Os cortes histolégicos revelam fragmentos de mucosa revestidos por epitélio
pavimentoso, estratificado hiperqueratinizado, com camada basal preservada. Na lamina
propria verifica-se moderado infiltrado inflamatério difuso, com deposi¢do de fibras

coldgenas recentes, indicativas de processo recente de reparagdo. Em uma lamina houve
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presenca de dreas focais de necrose no epitélio e microabcessos, indicativos de possivel

ulceracao.

G 10 Laser

Os cortes histolégicos revelam fragmentos de mucosa revestidos por epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado com atrofia intensa e hiperplasia da camada basal,
bem como hipercromatismo nuclear nessa mesma camada. Na lamina prépria verifica-se
intenso infiltrado inflamatério cronico, auséncia de edema e intensa proliferacdo de fibras

coldgenas organizadas, caracterizando fibrose tecidual.

G 15 Benzidamina

Os cortes histoldgicos revelam fragmentos de mucosa revestidos por epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado com atrofia intensa; na camada basal do epitélio
nota-se hiperplasia e hipercromatismo nuclear. Na lamina prépria verifica-se moderado a
intenso infiltrado inflamatério cronico, extensas dreas de edema e presenca de proliferacao

de fibras coldgenas recém-formadas, ndo modeladas.

G 15 Laser

Os cortes histolégicos revelam fragmentos de mucosa revestidos por epitélio
pavimentoso estratificado hiperqueratinizado, exibindo intensa degenerac¢do hidrépica das
células epiteliais, e camada basal com hiperplasia e hipercromatismo nuclear. Na lamina
propria verifica-se moderado infiltrado inflamatdrio cronico, areas de edema e presenca de

fibras coldgenas organizadas, caracterizando fibrose tecidual.

G 18 Benzidamina

Os cortes histolégicos revelam fragmentos de mucosa revestidos por epitélio
pavimentoso estratificado hiperqueratinizado. O epitélio apresenta-se homogéneo, plano e
de espessura fina, indicativo de reparo recente possivelmente em area ulcerada. Na lamina
propria verifica-se discreto infiltrado inflamatério crénico e presenga de fibras coldgenas

modeladas, caracterizando fibrose tecidual.

G 18 Laser
Os cortes histoldgicos revelam fragmentos de mucosa revestidos por epitélio

pavimentoso estratificado hiperqueratinizado. O epitélio apresenta-se homogéneo, plano e
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de espessura fina, indicativo de re-epitelizacdo recente possivelmente em drea ulcerada. Na
lamina propria verifica-se discreto infiltrado inflamatdério crénico e presenca de fibras

coldgenas organizadas, caracterizando fibrose tecidual.

G 20 Benzidamina

Os cortes histolégicos revelam fragmentos de mucosa revestidos por epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado (quantidade normal de queratina). O epitélio
apresenta ondulacdes restabelecidas, como em tecido normal de mucosa labial. Em uma
lamina foram notadas dreas de intensa atrofia epitelial, indicativa de re-epitelizacdo
recente. Na lamina propria verifica-se discreto infiltrado inflamatério cronico e presenca de

fibras coldgenas organizadas, caracterizando fibrose tecidual.

G 20 Laser

Os cortes histolégicos revelam fragmentos de mucosa revestidos por epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado (quantidade normal de queratina). O epitélio
apresenta ondulacdes restabelecidas, como em tecido normal de mucosa labial. Na lamina
propria verifica-se discreto infiltrado inflamatdrio cronico e presenga de fibras coldgenas

organizadas, caracterizando fibrose tecidual.

5.2.2.2 Andlise histolégica quantitativa

A quantificacdo de elementos relevantes para a andlise dos subgrupos foi realizada
em porcentagem. Trés aspectos da lamina propria foram levados em conta: a celularidade,
presenca de fibras coldgenas e espacgo vazio.

A celularidade pode ser representada principalmente por células inflamatorias,
células endoteliais ou fibroblastos. O espaco vazio pode corresponder ao espaco interior de
vasos sanguineos, edema, artefato de técnica ou a matriz extracelular composta por
proteoglicanas, glicosaminoglicanos, glicoproteinas e dgua. Segundo pdde ser verificado
na anélise histologica descritiva, tanto a presenga de células endoteliais, quanto o espaco
relativo aos vasos sanguineos foram homogéneos — em quantidade e tamanho — em mucosa
labial para todos os subgrupos. Portanto, foram considerados os fibroblastos e as células
inflamatdrias como possiveis responsaveis pela variacao da celularidade. Para os espagos

vazios, foi desconsiderado para a anélise o espago interior dos vasos sanguineos.
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De posse dos resultados, foram calculados a média aritmética e o desvio padrao
individualmente em todos subgrupos. Os animais foram individualizados com a finalidade
de obter-se uma média final, que leve em conta ndo somente a distribui¢do estatistica dos

dados, como também as caracteristicas individuais de cada animal (Tabela 3 e 4).

Tabela 3 — Quantificaciao da celularidade, colageno e espaco do grupo

benzidamina: média e desvio padrao.

Benzidamina

Celularidade Col4geno Espaco

Grupo Média Média Média
G8 (1,55 + 0,11)% (42,8 + 1,7)% (53,6 + 1,8)%
G10 (0,773 % 0,040)% (65,17 = 0,90)% (33,53 = 0,86)%
Gl15 (0,620 =+ 0,048)% (56,58 = 0,78)% (42,50 = 0,78)%
Gl18 (1,908 =+ 0,081)% (72,25 + 0,68)% (24,10 = 0,84)%
G20 (1473 + 0,064)% (66,6 + 1,4)% (31,5 + 1,5)%

Tabela 4 — Quantificacao da celularidade, colageno e espaco do grupo laser: média e

desvio padrao.

Laser
Celularidade Colé4geno Espaco
Grupo Média Média Média
G8 (2,007 %= 0,076)% 656 * 1,60% 313 = 1,7%
G10 (1,10 %= 0,100% 77,6 £ 1,0% (19,48 = 0,83)%
G15 (1,84 £ 0,100% 542 £ 14)% 433 £ 14)%
G18 0,852 = 0,044)% (65,52 = 0,46)% (3347 = 047%
G20 (1,317 = 0,062)% 604 £ 13)% (38,0 * 14)%
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5.3 Avaliacao estatistica

5.3.1 Dados clinicos

Para este trabalho, assumiu-se que hd uma incerteza de 0,5 em cada ponto da escala
utilizada, ja que a classificagdo clinica ¢ uma medida subjetiva dependente do observador.
Isto equivale a dizer que ha pequenas diferencas entre dois casos distintos, mesmo eles
sendo classificados com a mesma nota.

De posse da Tabela 2, foi obtida uma média da nota atribuida a cada amostra. A
média ndo é considerada um valor representativo da medida em questio, apenas representa
0 quanto o tratamento aplicado influiu em cada amostra. Uma média de valor mais elevado
equivale a dizer que a maioria das amostras foi atribuida uma nota mais elevada, portanto o
tratamento nao foi efetivo e o grupo, em média, apresenta mucosite mais severa do que
aquele grupo com uma média mais baixa.

A incerteza de cada amostra foi devidamente propagada para obter-se uma
incerteza final na média. Por fim, foram comparadas as médias e suas respectivas
incertezas para os dois tratamentos propostos e para o intervalo de confiangca de 95%. No
caso de dados bioldgicos € largamente utilizado um intervalo de confianca de 95% (ou uma
diferenca de 5%) o que € obtido acrescentando um fator multiplicativo de

aproximadamente 1,645.

Tabela 5 — Compatibilidade dos resultados de grau de mucosite entre os

subgrupos
Grupos Grau Qe
mucosite
G8L G8B NAO
G10L G10B NAO
G15L G15B SIM
G18L G18B SIM
G20L G20B SIM

No caso dos grupos G8 e G10 nota-se que ha ligeira melhora no tratamento com
laser em relagdo ao tratamento com benzidamina, porém, nao hé diferenca estatisticamente
significante entre eles, logo podemos concluir que: dentro do intervalo de significancia de
5%, os dados referentes a G8L e G8B, assim como a G10L e G10B, nio sdo diferentes

entre si.
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A anédlise estatistica do grupo G15 mostra uma grande melhora no tratamento com
laser em relacdo ao tratamento com benzidamina e had diferenga estatisticamente
significante entre eles. Assim, podemos concluir que dentro de um intervalo de
significancia de 5%, os dados referentes a G15L e G15B sdo diferentes entre si.

Os dados estatisticos da andlise clinica coincidem com a andlise histoldgica
descritiva, a qual verificou que o tecido conjuntivo correspondente aos grupos G10L e
G15L apresentou maior nimero de fibras coldgenas modeladas, provavelmente devido a
estimulagdo da atividade dos fibroblastos pelo laser. A disposicdo das fibras coldgenas
observada desde o dia 10 sugere reparacdo mais avancada da lamina propria, e contracao
mais rdpida da ferida. No grupo benzidamina G10B o coldgeno ainda se apresentava
escasso, disposto em fibras espagadas, indicando uma provavel causa para o atraso da
reparagio observada no dia 15 em relagio ao grupo laser. E possivel que a diferenca da
regeneracdo do tecido conjuntivo entre os dois grupos se dé pela diferenciacdo dos
fibroblastos em miofibroblastos no tecido irradiado com o laser de baixa poténcia,
facilitando a regeneracdo do epitélio adjacente.

A andlise dos grupos G18 e G20 também mostrou melhora nos grupos laser em
relacdo aos grupos benzidamina, sendo esta diferenga estatisticamente significante para o
intervalo de significdncia de 5%. Apesar da diferenca dos resultados clinicos, a andlise

histolégica descritiva para estes grupos foi similar.

5.3.2 Dados histoldgicos

5.3.2.1 Celularidade, colageno e espaco vazio

A partir dos valores médios de cada animal foi feita uma andlise por y* para a
obtencdo de uma média final e sua respectiva incerteza em cada grupo estudado (Tabelas 3
e 4). Esta andlise leva em conta ndo somente a média aritmética obtida para cada animal,
mas também o erro padrdo associado, a este atribuindo um peso maior a valores que
possuam uma incerteza menor, e vice versa. Para verificar a compatibilidade dos dados, foi

calculado o valor de “p”, considerando o intervalo de significancia de 0,5% (p<0,05) entre

os dados em cada subgrupo (Tabela 6).
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Tabela 6 - Compatibilidade dos resultados entre os subgrupos para

celularidade, colageno e espaco vazio.

Grupos Celularidade  Coldgeno Espaco

GSL GSB SIM SIM SIM
G10L G10B SIM SIM SIM
G15L G15B SIM NAO NAO
G18L G18B SIM SIM SIM
G20L G20B NAO SIM SIM

A celularidade foi significativamente maior nos grupos laser para os G8, G10 e
G15, se comparados com os grupos tratados com a benzidamina. Através da andlise
histolégica descritiva dos subgrupos, nao foi verificada diferenca relevante entre os
infiltrados inflamatérios entre eles, e sim entre a quantidade e qualidade das fibras
coldgenas. Provavelmente este resultado estd relacionado com a maior atividade
fibroblastica nos espécimes histologicos destes grupos, sendo os fibroblastos as células
responsaveis pelo aumento da celularidade dos grupos laser nestes tempos. Inversamente,
ha valores significativamente maiores relativos a quantidade de espaco vazio nos grupos
benzidamina para os G8 e G10, explicado pela presenca de edema e pela degradacdo da

matriz extracelular pela atividade da enzima colagenase. (Figuras 5 e 6).
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Figura 5 — Celularidade: porcentagem de células em funcao de cada subgrupo.
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Figura 6 — Porcentagem de espaco vazio em funcao de cada subgrupo.

Pode ser observado também que os niveis de celularidade do G15L sdo alcancados
pelo grupo benzidamina somente no G18B. Este dado informa que a quantidade de
fibroblastos na lamina prépria do grupo tratado com a benzidamina, e a formagao de fibras
coldgenas organizadas € atrasada em relacdo ao laser, que exibe melhor reparo tecidual
verificado clinicamente no dia 15.

O espaco significativamente maior para os grupos G18L e G20L deve corresponder
ao espaco deixado pela reorganizacdo das fibras coldgenas nestes grupos. Os cortes
histolégicos destes grupos revelaram um coldgeno disposto mais paralelamente, adjacente
a camada basal, com espagos localizados abaixo deste coldgeno. Pode-se supor que este
fendmeno deve-se a maior diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos, a qual seria
estimulado pela irradiacdo laser. A atividade dos miofibroblastos provocaria entdo a maior

contra¢ao do tecido conjuntivo, acelerando seu processo de reparagdo epitelial.
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Figura 7 — Colageno: porcentagem de colageno em func¢ao de cada subgrupo.

A presenca de colageno nos grupos G8L e GIOL foi verificada ser
significativamente maior que nos grupos G8B e G10B, devido a intensa produgao de fibras
coldgenas no processo de reparacdo (Figura 7). Somente a partir do GI15B € observado o
aumento da producao de coldgeno no grupo tratado com a benzidamina, a niveis similares
aos grupos G8L e G10L. A diminui¢do da quantidade deste componente nos grupos laser a
partir do G18L converge com os resultados a respeito do espago vazio e da andlise
descritiva: o coldgeno neste grupo e no grupo seqiiente (G20L) apresenta-se reorganizado,
mais concentrado proximo a camada basal.

Segundo Suntharalingan, 2000, a resposta histoldgica a radiacao ionizante
precede a resposta clinica, tanto em modelo animal quanto em pacientes. Apds a dose total
de 20 Gy, € notada a alterac@o na contagem de células a partir do dia 8, mas a média de
tempo de laténcia para o diagndstico clinico da mucosite € observada somente a partir do
dia 11 *'. Esta constatacdo também pode ser observada quando sdo comparados os dados
clinicos e os histologicos dos resultados aqui apresentados. Isto pode ser mais bem
compreendido através do estudo da patobiologia da mucosite oral. Os sinais clinicos da
mucosite ndo sdo notados nas primeiras fases do processo de formacdo das lesdes.
Didaticamente, desde a primeira fase (iniciag@o) até a regressao completa da mucosite oral,
as ulceras podem ser visualizadas somente em tempos préximos a penidltima fase, quando
na realidade o processo de reparacdo ja estd em andamento. Dai a importancia de se

identificar em um estudo piloto os dias clinicos interessantes para realizar a bidpsia.
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De acordo com a literatura, as amostras de tecido irradiadas com radiag@o ionizante
sdo obtidas segundo a metodologia empregada no trabalho. Para contagem de mastdcitos e
avaliacdo da presenca de citocinas IL-1B e TNF-a, Sonis, 2000 utilizou espécimes
referentes aos dias 5, 8, 10, 15, 19 e 20 apds a irradiacdo (dia 0) 8, Porém, em outro
trabalho, o mesmo autor definiu os dias de sacrificio como 2, 10, 16, 21, para a andlise da
expressdao da COX-2 nos tecidos. Os tempos definidos para a avaliacdo histologica desta
tese (0, 8, 10, 18 e 20) viabilizaram a diferenciacdo satisfatéria entre os processos de

reparagdo tecidual em animais tratados com laser e benzidamina.

5.3.2.2 Mastdcitos
A andlise estatistica avaliou a densidade de mastdcitos dos subgrupos, calculando a

média aritmética para cada um e as respectivas incertezas (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7 — Mastécitos: média aritmética e incertezas para os grupos benzidamina.

Grupo Média (upidade de
densidade)
GS8B 1,47 -16
G10B 2,45 -30
GI5B 1,59 -21
G18B 0,59 -12
G20B 1,63 -17

Tabela 8 — Mastécitos: média aritmética e incertezas para os grupos laser.

Grupo Média (upidade de
densidade)
GSL 0,85 -20
G10L 1,51 -18
G15L 0,82 21
GI18L 0,85 -14

G20L 1,37 -15
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Para verificar a compatibilidade dos dados, foi calculado o valor de “p”,
considerando o intervalo de significancia de 5% (p<0,05) entre os dados em cada subgrupo

(Tabela 9).

Tabela 9 — Compatibilidade dos resultados entre os subgrupos para a

densidade de mastocitos.

Grupos Mastdécitos
G8L G8B SIM
G10L G10B SIM
G15L G15B SIM

G18L G18B NAO
G20L G20B NAO

Os resultados da densidade de mastdcitos presentes na lamina prépria, adjacente ao
epitélio submetido a radia¢do ionizante, revelaram que houve maior concentracdo destas
células nos grupos benzidamina para os dias 8, 10 e 15 do que nos grupos laser relativos
aos mesmos dias. Para os grupos dos dias 18 e 20 ndo houve a diferenca significante entre
os subgrupos (Figura 8).

Comparando estes resultados com a andlise descritiva histolégica, nao seria
adequado afirmar que o aumento de mastdcitos nos grupos G8B, G10B e G15B se deve ao
aumento da inflamacdo local, o qual manteve niveis similares entre os grupos de acordo
com os resultados da classificagdo do infiltrado inflamatério. Presume-se que se houvesse
o aumento significante da secrecdo de citocinas pré-inflamatérias pelos mastdcitos, estas
estimulariam o recrutamento mais intenso de leucdcitos para a regido no grupo
benzidamina, o que ndo foi verificado. Ainda assim, deve ser considerado o fato de que a
liberacdo da histamina produz reagdo vascular, induzindo a alteracdes na passagem

transcapilar promovendo o edema °°.

Esta informac¢do pode corresponder com a
quantificacdo de espagos verificada acima, ja que nas fases iniciais da mucosite (G8, G10)
o suposto edema apresentar-se-ia aumentado nos grupos tratados com a benzidamina,
coincidentemente com o aumento significativo da densidade de mastdcitos.

Com base nos estudos histolégicos descritivo e quantitativos, a alteragdo da
densidade de mastdcitos poderia estar relacionada com o processo de reparacdo do

conjuntivo, de acordo com a presenga de maior quantidade de coldgeno no grupo laser. A
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histamina, além de vaso dilatador em processos inflamatorios, estimula a formacdo de
coldgeno e a reparacdo quando presente em doses pequenas 37 No entanto, a densidade de
mastdcitos se apresentou aumentada nos grupos benzidamina até o dia 15, quando ha
reversdo deste aumento para o grupo laser, o qual obteve melhor reparagdo tecidual e
maiores niveis de coldgeno nos dias 8 e 10. Por este mesmo motivo, ainda hd a
possibilidade de que a densidade de mastdcitos no grupo laser foi suficiente para estimular
a formacdo de coldgeno, pois se manteve em niveis baixos, enquanto que no grupo

benzidamina isso poderia ter acontecido somente entre os dias 15 e 18.

Densidade de Mastdcitos

3,00
2,50 T
2,00 ~
1,50 -
1,00 -
0,50
0,00

O Benzidamina

(u.a.)

| Laser

Densidade de Mastocitos

G8 G10 G15 G18 G20
Grupo

Figura 8 — Densidade de mastocitos em funcao de cada subgrupo.

E interessante observar que apesar das diversas possibilidades sobre o processo
patolégico e a densidade de mastdcitos, a variacdo dos niveis modifica (inverte) também
no dia 15, assim como foi verificado nos outros itens histolégicos quantificados.

Em seu trabalho, Sonis quantificou mastocitos em laminas processadas com azul de
toluidina e observou o aumento na média aritmética dos mastdcitos entre os dias 8 e 15.
Porém ndo foi constatada diferenca significante entre o grupo tratado e o controle em
nenhum momento avaliado. Ao mesmo tempo, foi realizado exames de imunohistoquimica
e de PCR para presenca de IL-8 e TNF-a respectivamente. A IL-8 encontrou-se aumentada
com diferenca estatistica (p<0,05) na lamina basal entre os dias 12 e 15, diminuindo no dia
18 para niveis observados no dia 1. A quantificacdo de TNF-a permitiu concluir que houve
reducgdo significativa dos niveis da citocina no grupo tratado a partir do dia 12, atingindo

valor maior no dia 15. A analise destes resultados associa o aumento das citocinas
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inflamatdrias quantificadas com a curva da classificacdo clinica da mucosite oral. A
quantificacdo de mastécitos e do infiltrado inflamatério através de processamentos
rotineiros nao revelou diferencas significativas naquela publicacdo, nem permitiu o
aprofundamento da andlise do processo de desenvolvimento e cura da mucosite oral ®.

Para a elucidacdo da participagdo dos mastdcitos no processo da mucosite oral no
experimento relatado nesta dissertacdo, sugere-se a futura realizacio de exames de
imunohistoquimica para avaliar possiveis variagdes nos niveis das citocinas inflamatdrias
ou a variacdo nos niveis dos diferentes tipos de coldgeno (I, II e III). Apenas a
imunohistoquimica fornecerd informacdes que permitirdo esclarecer o papel dos

mastdcitos na reparagdo de mucosite oral induzida por radiacdo ionizante.
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CONCLUSOES

A terapia com laser de baixa poténcia (780 nm) para a mucosite oral induzida pela
e e 60 e . - .
radiacao ionizante com fonte de Co”" em hamsters, diminuiu a severidade das lesdes, e foi

eficaz para uma repara¢io mais rapida se comparada ao tratamento com benzidamina.



ANEXO 1 - IRRADIACOES

Figura 10 - Irradiacio com laser de baixa poténcia (A=632 nm)



ANEXO 2 - Graus de mucosite considerados na calibracao dos observadores.

Figura 11 - Mucosite grau 0

Figura 12 - Mucosite grau 1
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Figura 13 - Mucosite grau 2

Figura 14 - Mucosite grau 3
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ANEXO 3 - Exemplos de cortes histologicos de mucosa labial dos hamsters, segundo o

grupo experimentado.

Figura 16 - G0 (aumento original de 400x)



Figura 17 - G8 benzidamina (aumento original de 100x)

Figura 18 - G8 benzidamina (aumento original de 400x)
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Figura 19 - G8 benzidamina - tlcera (aumento original de 100x)

Figura 20 - G8 benzidamina — tdlcera (aumento original de 400x)
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Figura 22 - G8 laser (aumento original de 400x)
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Figura 23 - G10 benzidamina (aumento original de 100x)

Figura 24 - G10 benzidamina (aumento original de 400x)
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Figura 25 - G10 laser (aumento original de 100x)

Figura 26 - G10 laser (aumento original de 400x)
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Figura 28 - G15 benzidamina (aumento original de 400x)
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Figura 29 - G15 laser (aumento original de 100x)

Figura 30 - G15 laser (aumento original de 400x)
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Figura 31 - G18 benzidamina (aumento original de 100x)

Figura 32 - G18 benzidamina (aumento original de 400x)
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Figura 33 - G18 laser (aumento original de 100x)

Figura 34 - G18 laser (aumento original de 400x)
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Figura 35 - G20 benzidamina (aumento original de 100x)

Figura 36 - G20 benzidamina (aumento original de 400x)
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Figura 37 - G20 laser (aumento original de 100x)
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Figura 38 - G20 laser (aumento original de 400x)
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