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Sacono NT. Uso de LED vermelho em mucosite induzida por
quimioterapia [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2007.

Resumo

A mucosite € uma das complicagdes orais mais incidentes
relacionadas a quimioterapia, que provoca ulceragdes, dor, dificuldade de
alimentacao e pode levar a interrupgao do tratamento antineoplasico. O
objetivo deste estudo foi testar o efeito do LED (Ligth Emitting Diode) no
tratamento da mucosite induzida por quimioterapia em hamsters. Os
animais do grupo experimental (G1) e do grupo controle (G2) receberam
injecdo de 5-fluoruracila nos dias 0 e 2 do experimento e tiveram as
mucosas direita e esquerda arranhadas nos dias 3 e 4. O G1 recebeu
tratamento com LED (630 nm, 160 mW, 12 J/cm?) durante 37,5 segundos
nos dias 3, 4, 6, 8, 10, 12 e 14. A mucosa jugal foi evertida e fotografada a
cada dois dias a partir do dia 4 até o dia 14. As fotografias foram
classificadas por meio de uma escala de acordo com o grau de
severidade da mucosite (0 a 5). O G2 nao recebeu tratamento. O grupo
controle negativo (G3) ndo foi submetido a indugado de mucosite. Nos dias
5,9, 13 e 14, as mucosas de 8 animais (G1 e G2) foram removidas para
avaliagao histopatolégica. A analise estatistica demonstrou haver
diferengas significantes entre o grupo tratado com LED e o grupo nao
tratado (p<0,05) quando se comparou a severidade da mucosite, apesar
de a avaliagdo histopatologica ter demonstrado degeneragdo muscular
em aproximadamente 18% da amostra (G1). A aplicagdo do LED nos
parametros utilizados neste estudo foi efetiva na redugdo da severidade
da mucosite oral e na cicatrizacdo das lesbes, embora nido tenha

prevenido completamente o surgimento das mesmas.

Palavras-chave: Fototerapia; neoplasias; quimioterapia; fluoruracila;

mucosa bucal; hamsters.
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Sacono NT. LED therapy in chemotherapy-induced mucositis [Dissertagao
de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2007.

Abstract

Mucositis is the most common oral complication of cancer
chemotherapy that causes pain and impairs patient’s ability to eat, swallow
and may determine interruption of the treatment. The aim of this study was
to evaluate the effect of LED (Ligth Emitting Diode) therapy on
chemotherapy-induced mucositis in hamsters. The animals of both
experimental (G1) and positive control group (G2) received intraperitoneal
injections of 5-fluorouracil on days 0 and 2. All animals had right and left
oral mucosa irritated by superficial scratching on days 3 and 4. The G1
received LED irradiation (630 nm, 160 mW, 12 J/cm?) during 37,5 seconds
at days 3, 4, 6, 8, 10, 12 and 14. The cheek pouches were everted and
photographed from day 4 until 14 at 2-day intervals. Photographs were
randomly scored according to the severity of induced mucositis (0 to 5).
The G2 received no treatment. The negative control group (G3) received
no mucositis induction. The cheek pouches of 8 animals (G1 and G2)
were dissected for histopathological examination on days 5, 9, 13 and 15.
The statistical analysis showed significant differences between treated and
non-treated groups (p<0,05), although histopathological findings have
demonstrated muscular degeneration in 18% of the sample (G1),
approximately. These results pointed out that LED therapy protocol
established for this study was effective to reduce the severity of oral
mucositis and accelerated the healing process, although it has not

completely prevented the appearance of oral lesions.

Keywords: Phototherapy; neoplasms; drug therapy; fluorouracil;

oral mucosa; hamsters.



Introdugado

*



1 Introducao

As doencas neoplasicas malignas constituem uma das
principais causas de mortalidade mundial, sendo preocupante o alto
indice de ocorréncia de cancer atualmente. Segundo o INCA (Instituto
Nacional de Cancer), para o ano de 2006 estimou-se a ocorréncia de
472.050 novos casos de cancer no Brasil (Ministério da Saude'!, 2005).
Entretanto, a evolugdo da ciéncia e da medicina tem amenizado esse
quadro. O cancer ja ndo €, necessariamente, uma sentenca de morte.
Com avangos no diagnéstico e no tratamento, muitos casos podem ser

curados.

Além das cirurgias para remocdo de tumores e do
transplante de medula 6ssea, a medicina langa mao de outros tipos de
tratamento visando a destruicao das células tumorais, como € o caso da
quimioterapia e da radioterapia que podem ser realizadas em conjunto ou
isoladamente. Porém, a quimioterapia constitui a escolha mais freqlente
dentre as terapias contra o cancer (Mealey et al.**, 1994) por atuar de
forma sistémica e alcancar células neoplasicas em qualquer regidao do
corpo. No entanto, os quimioterapicos agem nao somente nas células
tumorais, mas também nas células saudaveis com rapida proliferacao,
como é o caso das células presentes na cavidade oral, sem fazer

distingdo entre elas (Guggenheimer et al.?8, 1997; McGuire*®, 2002).
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A mucosite oral € uma das complicagbes mais frequentes
relacionadas tanto a quimioterapia quanto a radioterapia (Rubenstein et
al.>*, 2004). E uma alteragdo de carater inflamatério que torna a mucosa
mais delgada e, portanto, mais vulneravel a ocorréncia de ulceragoes
(Spijkervet, Sonis®®, 1998; Epstein et al.??, 2002). Acomete, geralmente,
superficies nao-queratinizadas como as mucosas jugal e labial, assoalho
da boca, palato mole e superficies ventral e lateral da lingua (Parulekar et

al.>2, 1998; Epstein, Schubert?', 1999; Scully et al.>’, 2006).

Quando presente, a mucosite provoca dor e desconforto,
dificuldade na alimentagdo e na ingestdo de medicamentos por via oral,
aumento no tempo de internagdo bem como aumento dos gastos durante
o tratamento contra o cancer (Worthington, Clarkson’®, 2002). Pacientes
que apresentam quadros de mucosite oral podem necessitar de cuidados
adicionais como nutricdo via parenteral, administracdo de analgésicos de
acao central (narcoticos), modificagdo do esquema terapéutico com
alteracdo da dose ou até interrupgcado da quimioterapia, comprometendo
assim o tratamento antineoplasico (Sonis®, 1998; Spijkervet, Sonis®,

1998).

Diversas pesquisas estdo sendo desenvolvidas no campo
da biologia molecular utilizando-se agentes com acgao especifica no
epitélio da mucosa oral, como a interleucina-11 (IL-11), o fator de
transformacdo de crescimento-B3 (TGF-B3), o fator de crescimento

keratinocitico (Palifermina) e o fator estimulante de colbénia de granuldcito-
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macréfago (GM-CSF) (Sonis et al.?’, 1992; Sonis et al.®®, 1995; Sonis et
al.%”’, 1997; Hejna et al.*', 2001; Spielberger et al.®®, 2004). Porém,
existem varios procedimentos descritos na literatura que s&o, na
realidade, tratamentos paliativos para a mucosite e incluem cuidados com
a higiene oral, bochechos com solugdes anti-sépticas e agentes
antimicrobianos para evitar infeccbes secundarias, uso de
antiinflamatadrios, analgésicos topicos e sistémicos para alivio da dor, anti-
oxidantes tdpicos, agentes de protegcdo e revestimento da mucosa,
vitaminas e crioterapia com a utilizacdo de cubos de gelo (Worthington,
Clarkson’, 2002; Duncan, Grant'®, 2003; Stokman et al.”', 2006). A
maioria desses estudos ndo apresenta resultados consistentes e as
terapias testadas nao trazem grandes beneficios para a prevencao e/ou
tratamento da mucosite (Spijkervet, Sonis®®, 1998; Worthington,
Clarkson™, 2002). Conseqlientemente, a pesquisa por novas terapias que
atuem nao somente no alivio dos sintomas, mas também na prevencéao e

na reducao efetiva da mucosite oral € de extrema importancia.

O laser de baixa intensidade tem sido estudado como
alternativa para o tratamento e a prevencao da mucosite induzida por
quimioterapia. A interacdo da luz laser com o tecido promove a
biomodulacdo da atividade celular resultando em aceleragdo da
cicatrizagdo, modulacdo da inflamac&o e supresséo da dor (Karu**, 1989;
Karu et al.*®,1995; Karu®, 1999; Aimeida-Lopes et al.?, 2001; Bensadoun,

Ciais®, 2002). Os resultados das pesquisas demonstraram que a
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laserterapia reduz a severidade das lesées (Barasch et al.®, 1995; Cowen
et al.”®, 1997; Bensadoun et al.”, 1999; Sandoval et al.*®, 2003), previne o
desenvolvimento das alteragdes, acelera o processo de cicatrizagao
(Bensadoun et al.”, 1999; Wong, Wilder-Smith”>, 2002) e diminui a

sintomatologia dolorosa causada pela mucosite oral (Nes, Posso®, 2005).

O diodo emissor de luz (LED - light emitting diode) € um
outro tipo relativamente novo de fonte de luz que tem sido utilizado em
substituicdo a luz laser. Estudos recentes tém demonstrado que o LED
pode exercer um efeito curativo semelhante ao laser em feridas de pele e
de mucosa (Whelan et al.73, 2003), constituindo-se, assim, em uma
alternativa mais acessivel que a laserterapia. Porém, poucas evidéncias
tém sido encontradas sobre os efeitos bioestimulantes do LED, embora
alguns estudos in vitro sugiram que exista um aumento da proliferagcao de
fibroblastos (Vinck et al.”?, 2003). Com relagdo a mucosite oral, o LED
aplicado antes do tratamento quimioterapico usual demonstrou um forte
efeito preventivo além de ser capaz de induzir uma significante redugao
de dor em pacientes pediatricos submetidos a transplante de medula
6ssea (Whelan et al.”, 2002). Em um estudo mais recente, Corti et al.™
(2006) demonstraram que a aplicagdo do LED vermelho (645 nm) foi
segura e capaz de reduzir a duragdo da mucosite oral induzida por

quimioterapia em pacientes com tumor hematoldgico.

O pequeno numero de estudos nos quais foi avaliada a

acao do LED terapéutico na reducdo da incidéncia e da severidade da
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mucosite representa um estimulo para a investigacdo do efeito desta
modalidade terapéutica no reparo da mucosite oral. Além disso, ainda nao
existem protocolos bem definidos em relacdo aos melhores parametros
para uso da terapia de baixa intensidade com LED, sendo importante a
realizacdo de estudos para se definir doses ideais de irradiagcao, poténcia
e comprimento de onda e se conhecer melhor os efeitos biolégicos

causados pela interagéo entre o LED e o tecido a ser tratado.
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Revisdo da literatura

2 Revisao da literatura

2.1 Desenvolvimento da mucosite

Para melhor investigar o processo de mucosite oral, Sonis

et al.??

, em 1990, descreveram um modelo animal de indu¢ao de mucosite
por quimioterapia que mimetiza as condigdes observadas em seres
humanos. Foram utilizados 20 hamsters Sirios Dourados com pesos entre
91 e 100 g e 2 meses de idade. Os animais receberam injecdes
intraperitoneais de 5-fluorouracil (5-FU) nos dias 0, 5 e 10, na dose de 60
mg/kg. A dose e a frequéncia de aplicagdo do quimioterapico (5-FU)
foram determinadas em um estudo piloto prévio que comprovou o
desenvolvimento de mucosite com minima morbidade e mortalidade
utilizando-se esse esquema terapéutico. Para reproduzir o efeito de uma
irritacdo crbénica, a mucosa jugal dos animais foi evertida e
superficialmente arranhada com uma agulha durante um, dois ou trés
dias. Um grupo de 4 animais serviu como controle e recebeu somente a
irritacdo superficial da mucosa jugal durante trés dias. Os animais foram
pesados e anestesiados com éter, diariamente, para que as mucosas
fossem evertidas e fotografadas. Dois animais de cada grupo, tratados
com 5-FU, foram aleatoriamente selecionados para o sacrificio nos dias 0,
2, 5 10, 12, 14 e 16 para realizagdo de coleta de sangue e biopsia
excisional da mucosa jugal. Trés dias apos exposigao inicial ao 5-FU foi

observado eritema na mucosa de 4 animais sem sinais de ulceracdo do

epitélio. No dia 5 (segunda injecdo de 5-FU), observou-se eritema com
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areas localizadas de abscesso. No dia 7 houve ruptura do epitélio e ilhas
de necrose. No dia 9 notou-se progressao do quadro caracterizado por
amplas areas de ruptura do epitélio e necrose superficial. No dia 16 quase
todas as mucosas estavam completamente cicatrizadas. Os animais do
grupo controle apresentaram somente irritagdo na mucosa e,
ocasionalmente, formacdo de abscessos superficiais com cura
espontanea entre 24 e 48 horas. A analise das células brancas mostrou
intensa mielossupressao no dia 10, indicativo de leucopenia profunda.
Microscopicamente, observou-se epitélio paraqueratotico e areas de
degeneracao hidropica entre os dias 2 e 5 do experimento. Os capilares
apresentaram-se dilatados e preenchidos por eritrocitos. Houve presenca
de infiltrado de linfécitos e macrofagos bem como um infiltrado de
leucécitos polimorfonucleares nas regides de abscesso. Além disso,
diferengas significantes foram observadas nos animais sacrificados nos
estagios mais tardios do experimento (dia 14). A caracteristica mais
marcante deste periodo foi a destruicdo epitelial caracterizada por franca
ulceracdo. Entretanto, o infiltrado inflamatério n&o foi tdo intenso quanto o
esperado. Também foram observadas areas de infecgao relacionadas a
extensas areas de degeneragao tecidual, caracterizadas por colbénias de

microrganismos e epitélio necrético.

Ap0ds o estabelecimento de um modelo animal de indugao
de mucosite, Sonis et al.?’, em 1992, realizaram um estudo para verificar

se a taxa de renovacgao do epitélio oral é o principal fator na determinagao
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da susceptibilidade da mucosa aos efeitos estomatotdéxicos da
quimioterapia. Sessenta hamsters receberam injecao intraperitoneal de 5-
FU na dose de 60 mg/kg de peso nos dias 0 e 5 e irritagcdo da mucosa no
dia 7 para a indugao da mucosite. O fator de crescimento epidermal, uma
citocina capaz de estimular a proliferacdo epitelial, foi aplicado
topicamente na mucosa esquerda por meio de um dispositivo apropriado.
A presenca do fator de crescimento interferiu no curso e na severidade da
mucosite. Os animais que receberam a citocina apresentaram mucosite
mais severa e durante um tempo mais prolongado quando comparados
aos animais que receberam placebo. Observou-se, também, uma relagao
direta entre a severidade da mucosite e a perda de peso dos animais. Os
autores sugerem que uma terapia visando inibicdo ou redugao da taxa de
proliferacdo epitelial da mucosa seria um tratamento efetivo para a

prevenc¢ao da mucosite oral.

Porém, para que a eficacia de uma determinada terapia
seja corretamente avaliada, € necessaria a realizagdo de um adequado
acompanhamento da regressédo dos sinais e sintomas da mucosite oral
por meio de sistemas de classificagcao das lesdes. Em 1998, Parulekar et
al.®?, publicaram uma revisdo de literatura sobre os sistemas de
classificagdo da mucosite. Apesar de haver um grande numero de
classificagdes para a mucosite, nenhum sistema é universalmente aceito.
O desenvolvimento de uma escala de classificacdo adequada é

importante para a documentacao correta dos efeitos colaterais causados
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pelos tratamentos antineoplasicos, serve como instrumento de
comparacao entre diferentes modalidades terapéuticas para a mucosite
oral, além de ser util para o acompanhamento da morbidade, mortalidade
e qualidade de vida do paciente durante as terapias contra o cancer.
Segundo os autores, um bom sistema de classificagao deve ter validade,
confiabilidade e reprodutibilidade intra e inter examinadores adequados.
Os autores encontraram na literatura sistemas de classificagdo para
mucosite oral que se enquadram, basicamente, em duas categorias:
sistemas baseados na aparéncia geral da cavidade oral, utilizando
escalas de 4 a 5 pontos e sistemas que avaliam varios parametros
relacionados a saude bucal, fungdo do sistema estomatognatico e
morbidade. Os métodos mais utilizados de classificacdo sdo aqueles
desenvolvidos por 6érgaos especializados como, por exemplo, o World
Health Organization (WHO), National Cancer Institute (NCI), Radiation
Therapy Oncology Group (RTOG) e National Cancer Institute of Canada
Clinical Trials Group (NCIC CTG). Porém, mesmo utilizando os
parametros dessas instituicdes, os niveis de classificacdo ainda diferem
muito. Alguns incluem a habilidade de alimentagao do paciente e outros, a
necessidade de analgésicos ou narcéticos. Outro fator limitante para
comparacgoes diretas entre os sistemas de classificagdo € a terminologia
utilizada para descrever os sinais da mucosite. Por exemplo, uma ulcera
pode ser intitulada como “desnudagcdo da mucosa’ ou “ponto de

confluéncia da mucosite”. A maioria dos sistemas foca as mudancas
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fisicas da mucosa oral, mas alguns associam essas mudancgas a fungao e
fatores qualitativos subjetivos. O Oral Assessment Guide possui oito
categorias para avaliar o estado geral do paciente: voz, degluticado, labios,
lingua, saliva, membrana mucosa, gengiva e dentes ou area de apoio de
proteses. Apds uma extensa revisdo, os autores chegaram a conclusao
de que é muito dificil desenvolver uma unica escala para classificagao da
mucosite que seja apropriada para todas as situagdes clinicas, devido a
diversidade de tratamentos oncolégicos existentes e seus efeitos
adversos. Porém, com o0 avango da ciéncia e da medicina, novos
tratamentos contra o cancer surgem freqlientemente, tornando necessario
um método efetivo de acompanhamento do impacto dessas novas

modalidades terapéuticas na qualidade de vida dos pacientes.

McCarthy et al.*?, em 1998, em um estudo cohort
prospectivo, investigaram fatores associados ao desenvolvimento de
mucosite em pacientes recebendo tratamento com 5-FU para cancer no
trato digestivo. O 5-FU é o quimioterapico mais indicado para o
tratamento desse tipo de malignidade. Seu mecanismo de agao esta
diretamente ligado a sintese de DNA, podendo interferir também nos
processos biolégicos relacionados ao RNA. A privacdo de DNA e RNA
atinge, principalmente, células com alto indice de mitose incluindo tecido
normal e com rapida proliferacdo celular. Por essa razdo o 5-FU esta
associado a altos indices de desenvolvimento de mucosite oral e intensa

mielossupressao. Varios fatores podem interferir na incidéncia, frequéncia
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e duragao da mucosite, como por exemplo, o protocolo quimioterapico, o
fluxo salivar, o tipo de cancer, dentre outros. Sessenta e trés pacientes
fizeram parte deste estudo que teve como objetivos mensurar a
freqiéncia de mucosite oral em pacientes recebendo 5-FU para o
tratamento de cancer no trato digestivo e identificar fatores de risco
associados a mucosite oral. A hipotese nula testada foi de que nao existe
diferenca significante na freqiéncia de mucosite oral de pacientes
tratados com 5-FU com e sem quadro de xerostomia. No inicio do
experimento os pacientes fizeram uma entrevista e passaram por uma
anamnese detalhada para a identificagcdo de dados socio-demograficos,
presenca de diabetes, habito de fumar, consumo de alcool, regime
terapéutico do tratamento de cancer, disturbios hematoloégicos e outras
complicagdes sistémicas. Um exame intra-oral também foi realizado para
verificacdo do nivel de higiene e presenca de prétese. O fluxo salivar foi
medido para determinagcdo da presenca de xerostomia (fluxo < 0,1
ml/min). A titulacdo de anticorpos para o virus do herpes simples também
foi realizada utilizando-se testes imunolégicos com enzimas. Os pacientes
foram acompanhados clinicamente por dois meses. O critério de
diagndstico da mucosite foi ulceragdo ou inflamagdo na mucosa oral
durante o tratamento quimioterapico. Quando presente, a mucosite foi
classificada de acordo com as recomendagdes do World Health
Organization (WHO). Quarenta e seis por cento dos participantes

desenvolveram ao menos um episédio de mucosite oral durante o
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tratamento citotoxico. Os pacientes submetidos ao tratamento com 5-FU
desenvolveram mais mucosite quando comparados aqueles submetidos
ao tratamento com 5-FU associado a Levamisole, leucovorine ou
cisplatina. Houve uma associagao estaticamente significante entre o
desenvolvimento de mucosite e pacientes com contagem de neutrdfilos
abaixo de 4000 cel/mm? e fluxo salivar reduzido. Os autores concluiram,
portanto, que a xerostomia e a neutropenia sao fatores de risco
significantemente associados ao desenvolvimento de mucosite oral e que
esses fatores devem ser levados em consideragdo no delineamento
experimental de trabalhos que pesquisam a diminuicdo da frequiéncia e da

severidade da mucosite oral induzida por 5-FU.

Sonis®®, em 1998, formulou uma hipdtese baseada em
dados clinicos e estudos em animais para explicar o desenvolvimento da
mucosite induzida por quimioterapia. Segundo o autor, a mucosite € um
processo biolégico complexo que ocorre em quatro fases: fase
vascular/inflamatoria, fase epitelial, fase ulcerativa/bacteriolégica e fase

de cicatrizacao.

Na primeira fase, os agentes quimioterapicos promovem a
liberagao de citocinas inflamatdrias pelo epitélio como a interleucina-1 (IL-
1) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). O TNF-a é capaz de causar
danos teciduais e promover o inicio e a aceleragdao do processo de
mucosite. Ja a IL-1 exacerba a resposta inflamatdria resultando em

aumento da vascularidade sub-epitelial o que leva a uma elevagado da
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concentracao dos agentes citotdxicos na mucosa. A fase epitelial € a mais
critica para o surgimento de Uulceras, pois ocorre uma reducdo da
renovacao epitelial resultando em atrofia do tecido. Uma vez que o tecido
se torna atréfico e a renovacgao € inibida, traumas funcionais levam ao
surgimento de ulceracdes na mucosa. Areas eritematosas podem ser
observadas como resultado da combinacdo entre o aumento da
vascularidade e a reducado da espessura do epitélio. Essa fase inicia-se
em 4 ou 5 dias apés a administragao do quimioterapico. A fase ulcerativa
€ a mais sintomatica e a mais complexa biologicamente, representado
grande impacto na qualidade de vida do paciente. Nessa fase, tanto
fatores intrinsecos como extrinsecos podem interagir contribuindo para a
severidade da mucosite. As Ulceras surgem, aproximadamente, uma
semana apos o inicio da quimioterapia e caracterizam-se por areas
erosivas recobertas por uma pseudomembrana fibrinosa. Além disso, as
areas de Ulceras podem ser colonizadas por bactérias levando a
infecgdes secundarias no tecido. A partir deste quadro, endotoxicinas
bacterianas (lipopolissacarideos) penetram no tecido causando uma
liberacdo adicional de IL-1 e TNF-a e a produgcao de oxido nitrico,
amplificando ainda mais o processo de injuria da mucosa. A fase final da
mucosite esta relacionada ao processo de reparo da lesdo. Ocorrem,
entdo, processos como proliferagao e diferenciacao celular, normalizagao

de células brancas e controle da flora bacteriana local.
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No mesmo ano (1998), Pico et al.>®

publicaram um artigo
no qual apresentam alguns aspectos como ocorréncia, consequéncias e
tratamento da mucosite baseados na literatura corrente. Os autores
classificam os efeitos mucotéxicos dos agentes quimioterapicos em
diretos e indiretos. A acao direta da quimioterapia resulta na inibigcdo da
replicacdo do DNA e da proliferacdo celular da mucosa, levando a
eventos bioldgicos ja descritos por Sonis®® (1998). A acdo indireta
consiste na mielossupressdo causada pelos agentes quimioterapicos
comprometendo a habilidade do paciente a resistir a infecgcdes causadas
por diversos tipos de patégenos (virus, fungos e bactérias). Além disso,
visando contribuir com estudos proximos, os autores exploram diversos
tipos de escala para a classificacdo da mucosite oral. Muitos
procedimentos tém sido desenvolvidos na literatura para documentar e
quantificar as mudangas nos tecidos da cavidade oral durante e apds o
tratamento do cancer. De acordo com os autores, para que uma escala de
classificagao seja adequada, ela deve satisfazer dois critérios: conteudo e
validade e reprodutibilidade intra e inter examinadores. Uma tabela
contendo os fatores de risco para mucosite também foi elaborada de
acordo com a literatura. Os fatores de risco relacionados ao paciente sao:
tipo de tumor (tumores hematoldgicos constituem maior risco para o
estabelecimento da mucosite quando comparados aos tumores sélidos);
idade do paciente (pacientes jovens apresentam um risco maior) e saude

oral (doengas periodontais predispdem ao surgimento da mucosite). Os
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fatores relacionados a terapia incluem: agente quimioterapico utilizado;
dose da droga ou da radiacdo; terapia concomitante e radioterapia
envolvendo cabeca e pescoco. Higiene oral, modificacdo de dieta e
utilizacdo de protetores topicos da mucosa constituem cuidados gerais
para prevencdo da mucosite. Além disso, o uso apropriado de
anestésicos topicos e sistémicos traz alivio aos sintomas dolorosos,
porém, sao solugdes paliativas. Agentes promissores que aceleram a
cicatrizacdo da mucosa e alteram o curso do processo bioldgico da

mucosite estao sendo investigados.

Para melhor entender o surgimento da mucosite oral,
Squier, Kremer®, em 2001, publicaram um artigo sobre a biologia da
mucosa oral e esofagica. Segundo os autores, a mucosa da cavidade
bucal & recoberta por epitélio estratificado escamoso. Em regides
associadas a forgas mecanicas como a mastigacdo, o epitélio é
queratinizado. Porém, o assoalho da boca, mucosa e regides nao
submetidas a forcas excessivas, ndao sao queratinizadas. A funcao
principal do epitélio oral é proteger o tecido subjacente contra perda de
fluido e ingresso de agentes irritantes, o que inclui toxinas bacterianas,
enzimas, antigenos e substancias carcinogénicas provenientes da
alimentacgao e ingestao de bebidas. A mucosa oral é repleta de glandulas
salivares menores que sado responsaveis pela umidade do tecido, pela
producdo de mucina e uma variedade de substancias antimicrobianas

bem como o fator de crescimento epidermal (EGF). As terapias contra o



36

Revisdo da literatura

cancer tendem a diminuir a proliferacdo celular e o turnover das células
epiteliais. Com isso, a capacidade de cicatrizacdo e a resisténcia do
tecido contra infecgdes sao prejudicadas. Os agentes quimioterapicos
limitam a capacidade regenerativa do epitélio, que se torna fino ou
ulcerado. Eventos celulares e moleculares envolvidos na diferenciagao
das células epiteliais também sao abordados pelos autores.

A mucosite oral pode interferir nos processos alimentares
dos pacientes, dependendo do grau de severidade. Em 2001 Dodd et al.'®
realizaram um estudo longitudinal para comparar a qualidade de vida de
pacientes submetidos a quimioterapia que desenvolveram e nao
desenvolveram mucosite oral. Cento e trinta e trés pacientes de
ambulatério foram acompanhados durante trés ciclos completos de
quimioterapia. Os pacientes completaram um questionario para medir a
qualidade de vida (Escala Multidimensional de Qualidade de Vida, versao
Cancer) e um questionario para medir a disposi¢cao (Perfil do Estado de
Animo) no inicio do tratamento e foram instruidos a procurar tratamento
médico ao menor sinal de mucosite oral. Quando era confirmada a
presenca de mucosite, os pacientes preenchiam novamente os dois
questionarios. Setenta e sete pacientes completaram os questionarios dos
quais 28 desenvolveram algum grau de mucosite oral. Os pacientes que
desenvolveram mucosite tiveram um aumento significante nos disturbios

de animo quando comparados aos pacientes que nao desenvolveram
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mucosite. Os autores concluiram que, o desenvolvimento de mucosite

afetou o estado emocional do paciente, mas n&o a sua qualidade de vida.

Em 2004, Sonis et al.®® pesquisaram a relagdo existente
entre a expressao de COX-2 na mucosite induzida por radioterapia. A
COX-2 é uma enzima envolvida no processo inflamatério e com
fundamental importancia na producgao de prostaglandinas a partir do acido
aracdonico. A expressao dessa enzima € induzida por varias citocinas,
fatores de crescimento, LPS bacteriano e pela radiacdo. Para este estudo
foram utilizados 20 hamsters que receberam uma Unica sessado de
radioterapia com 40 Gy de radiagdo. Quatro animais foram sacrificados
nos dias 2, 10, 16 e 21 do experimento para analise imunohistoquimica
para avaliar a expressdo de COX-2 pelas mucosas. Os resultados
mostraram uma expressao muito acentuada da enzima nos dias 10 e 16.
Os autores concluem que a COX-2 nao é a principal desencadeadora das
injurias causada pela radiagdo, porém, possui um papel importante na

amplificagdo dessas injurias.

No mesmo ano (2004) Sonis®® langou uma hipdtese mais
elaborada para explicar a patobiologia da mucosite em bases
moleculares. Segundo o autor a mucosite € um processo complexo que
envolve cinco fases bioldgicas: iniciacdo, resposta ao dano primario,

amplificacéo do sinal, ulceracéo e cicatrizacao.

A fase de iniciacdo ocorre rapidamente apds a radiagao

ou a quimioterapia e € seguida tanto por danos ao tecido quanto ao
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material genético (DNA). Uma injuria direta das células da camada basal
do epitélio ocorre simultaneamente a geragcao de espécies de oxigénio

reativo (ROS) como o superoéxido.

A fase de resposta ao dano primario, observada nas
células e nos tecidos da submucosa, é caracterizada pela expressao de
genes, pela ativacado de fatores de transcricdo e de moléculas de adesao
vascular. Ocorre, entdo, um aumento da expressao dos genes que
modulam a resposta tecidual, resultando na produgcdo de algumas
proteinas e moléculas destrutivas: citocinas pré-inflamatérias como a
interleucina—1 (IL-1), a interleucina—6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-a
(TNF-a); cicloxigenase-2 (COX-2); oxido nitrico (NO) e metaloproteinases
— MMPs, que levam a apoptose e a injuria tecidual. Essas substancias,
aléem de serem danosas ao tecido, desencadeiam um processo de

feedback positivo, caracterizando a fase de amplificacao do sinal.

Portanto, a IL-1 e o TNF- a assim como a IL-6 (produzida
por leucécitos, linfocitos, mondcitos e células endoteliais) estao
envolvidos com os eventos vasculares e com as reagcdes da fase aguda
do processo inflamatdrio e segundo Sonis® (1998), o TNF-a é capaz de
provocar danos teciduais, iniciando e acelerando o processo de mucosite
e as interleucinas IL-1 e IL-6 aumentam a vascularizacdo local e,
consequentemente, elevam a concentragcdo de agentes citotdxicos na

mucosa.
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Cabe notar que durante essa fase do desenvolvimento da
mucosite, apesar de haver a manifestacdo de um agressivo processo
biolégico pode-se perceber poucas alteragdes clinicas. Embora possam
ser observadas areas de eritema, na maior parte das vezes a mucosa
permanece integra e o paciente relata poucos sintomas. Esse quadro se

altera caso o epitélio se rompa, permitindo o desenvolvimento de ulceras.

A fase de ulceracdo da mucosite € a mais sintomatica,
tendo grande impacto no bem-estar do paciente. A perda da integridade
da mucosa propicia a colonizagao superficial por bactérias. No caso de
pacientes com neutropenia, a regidao ulcerada constitui uma porta aberta
para a entrada de numerosos microorganismos presentes na cavidade
bucal, podendo desencadear um processo de bacteremia e septicemia.
Produtos da parede celular das bactérias, como os lipopolissacarideos
(LPS), amplificam os mecanismos de injuria tecidual, aumentam o
recrutamento de macrofagos e, consequentemente, a produgdo de

citocinas inflamatorias.

A fase de cicatrizacdo € a de reparo tecidual, que se
resolve espontaneamente tao logo a terapia antineoplasica seja suspensa
e inexistam quaisquer complicacdes associadas. E também uma fase
biologicamente dindmica, na qual a matriz extracelular da submucosa
sinaliza para que haja o estimulo da migragdo, diferenciacao e

proliferacéo celular, promovendo a cicatrizagao do epitélio.
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2.2 Prevencgao e tratamento da mucosite

Ferreti et al?*, em 1987, realizaram estudo
prospectivo randomizado duplo cego para testar a efetividade da
clorexidina na prevencgao de complicagcdes orais em pacientes submetidos
a ftransplante de medula d&ssea. Além dos efeitos das drogas
quimioterapicas e da radioterapia na mucosa oral, pacientes que recebem
transplante de medula 6ssea sdo submetidos a imunossupressao durante
o tratamento, tornando-os susceptiveis a severas infecgbes orais.
Segundo os autores, mucosite e infeccbes orais sao as principais
complicagdes associadas a morbidade desses pacientes. Os pacientes,
selecionados para o estudo, realizaram bochechos e gargarejos com
solugdo de gluconato de clorexidina 0,12% ou solugdo placebo (sem
clorexidina), trés vezes ao dia, apds higiene oral, durante 60 dias desde o
inicio do tratamento. A utilizagao da clorexidina promoveu uma diminuigao
significante na incidéncia e severidade da mucosite oral assim como uma

diminuig¢ao de infecgdes causadas por Candida.

Apos ter comprovado a relagdo entre a taxa de
proliferagdo epitelial e o surgimento de mucosite oral, Sonis et al.® em
1994, realizaram um estudo aplicando o fator de transformacdo do
crescimento beta 3 (TGF-B3), um potente regulador negativo de
crescimento epitelial, para a prevencao da mucosite ulcerativa induzida
por quimioterapia. O recombinante TGF-B3 foi aplicado topicamente na

mucosa jugal de hamsters Sirios Dourados (4 doses de 20 ug durante 24
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horas) apés a administracdo do quimioterapico 5-FU, no dia 0 do
experimento. O 5-FU foi administrado intraperitonealmente nos dias 0 (60
mg/kg) e 2 (40 mg/kg). A mucosa jugal foi mecanicamente irritada no dia 4
para produzir eritema. Os animais foram pesados, anestesiados com éter
e as mucosas foram evertidas e fotografadas do dia 5 ao dia 16 do
experimento. As mensuragdes realizadas incluiram classificagcdo do grau
de mucosite, mudanga de peso e indice de sobrevivéncia. A expressao
epitelial foi avaliada através de exame imunohistoquimico com PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) e exame histolégico. Os autores
observaram que o TGF-B3 pode controlar ou diminuir o ciclo celular do
epitélio oral, conferindo uma resisténcia adicional aos efeitos citotoxicos
da quimioterapia. Houve reducao significativa da severidade e da
duracdo do processo de mucosite. Além disso, os animais que foram
tratados com TGF-B3 demonstraram menor perda de peso e maiores

indices de sobrevida quando comparados aos animais do grupo controle.

Em 1995, Sonis et al.®® realizaram um estudo no qual
investigaram o papel de outra citocina muito importante no processo
inflamatdrio, a interleucina-11 (IL-11). Essa citocina € produzida pelo
estroma das células da medula e possui fungdes relacionadas a
estimulacao de plaquetas e neutrdéfilos apds a mielossupressio induzida
pela quimioterapia. Os autores testaram a hipotese de que a IL-11 teria
efeito na frequéncia, severidade e duracdo da mucosite induzida em

hamsters. Os animais receberam injeg¢ao intraperitoneal de 5-FU nos dias
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0 e 2 do experimento e a IL-11 foi administrada, subcutaneamente, duas
vezes ao dia, do inicio do experimento ao dia 14. A mucosa jugal dos
animais foi irritada superficialmente no dia 4 e a partir do dia 6, fotografias
foram realizadas diariamente para se fazer a classificagcdo do grau de
mucosite induzida. Trés animais de cada grupo foram selecionados
aleatoriamente para o sacrificio nos dias 8, 12 e 16. As biopsias foram
obtidas da mucosa jugal e do fémur dos animais. A medula éssea do
fémur foi utilizada para a avaliacdo da celularidade. Além disso, coletas
de sangue foram realizadas para avaliagdo das células brancas e
contagem do numero de plaguetas. Houve um aumento significante na
produgao de plaquetas no grupo que recebeu a IL-11 quando comparado
ao grupo controle que recebeu placebo. A severidade e a freqléncia da
mucosite foram marcadamente menores no grupo tratado, assim como a
perda de peso e a mortalidade dos animais. Porém, ndo houve diferencas
com relagdo ao numero de células brancas entre os grupos. A
celularidade da medula éssea foi maior no grupo tratado, mostrando que
a IL-11 estimulou a produgdo medular em hamsters. Os autores
concluiram que a IL-11 pode ter um efeito preventivo na mucosite
induzida por quimioterapia, porém, esse efeito ndo € mediado pela sua
acao mieloproliferativa e que o mecanismo pelo qual essa citocina

protege a mucosa oral ainda é desconhecido.

Ainda em 1995, Mueler et al.*® publicaram os resultados

de uma pesquisa por meio de questionarios, com o objetivo de identificar
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tratamentos para mucosite oral e mucocutanea, herpes simples e
candidiase oral vigentes nos Estados Unidos e compara-los ao protocolo
sugerido pelo National Institute of Health (NHI). Os questionarios foram
enviados a 200 hospitais americanos, em 1992, para documentar os
métodos de prevencdo e tratamento da mucosite. Sessenta e dois
questionarios, dentre os 200 enviados, foram respondidos e retornaram
de 42 estados. Todas as regides geograficas dos Estados Unidos foram
representadas. Os resultados da pesquisa demonstraram haver uma
grande variedade de agentes utilizados para o tratamento da mucosite
como lubrificantes labiais, saliva artificial, solugdes para controle de placa
e solugdes para bochecho de variadas composi¢des. Ja para o alivio da
dor, a lidocaina tépica foi a mais utilizada. Os autores concluiram que a
maioria das terapias utilizadas pelos hospitais dos Estados Unidos inclui
agentes ou combinagdes eficazes, ja comprovados por estudos clinicos

controlados.

O processo de mucosite oral € geralmente doloroso ao
paciente, pois envolve o desenvolvimento de ulceras na mucosa jugal.
Berger et al.’, em 1995, em um estudo piloto, examinaram o efeito da
capsaicina, uma substancia encontrada em pimentas vermelhas, para o
alivio da dor causada pela mucosite. Essa substancia, quando aplicada
sobre pele ou mucosa, provoca uma sensacao de queimacao. Repetidas
aplicacbes produzem uma menor sensa¢ao de queimacao, levando a uma

dessensibilizagao das fibras nervosas, que pode ocorrer em poucos
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minutos. Comercialmente, ja existem cremes a base de capsaicina para o
tratamento de algumas nevralgias. Porém, para este estudo, os autores
utilizaram balas como veiculos, ja que as balas permanecem durante
mais tempo na cavidade oral quando comparadas aos cremes, podendo
prolongar o efeito da substancia na mucosa jugal. Onze pacientes, que
estavam em tratamento antineoplasico, foram examinados com relagao
ao desenvolvimento de mucosite oral que foi classificada de acordo com a
severidade das lesbes. Os pacientes foram questionados, verbalmente,
quanto a sensacao dolorosa provocada pela mucosite. A dor foi
classificada em uma escala de intensidade que variou de 0 a 10. Essa
avaliacao foi realizada antes e 10 minutos ap6s a administragao da bala
de capsaicina. Apdés a comparagao entre os resultados, os autores
concluiram que a taxa de dor antes e apds a aplicagao da substancia foi
estatisticamente diferente. Todos os pacientes reportaram alivio da dor.
Esse método se mostrou eficaz, de baixo custo e facil aplicagdo. Porém,
segundo os autores, € um tratamento que requer mais pesquisas, pois
nao foi capaz de abolir completamente a dor e o efeito foi passageiro.
Além disso, concentragcdes muito elevadas aumentam a sensagao de
queimacdo. Os autores sugerem a associagdo da capsaicina a
anestésicos topicos para minimizar a sensagao de queimacgao e tornar o

produto mais aceitavel por parte dos pacientes.

Para testar o efeito da terapia antimicrobiana sobre a

mucosite, Bondi et al.®, em 1997, realizaram um estudo clinico para se
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determinar o efeito da aplicagao topica de tobramicina, polimixina E e
anfotericina (antibidticos) no tratamento da mucosite oral em criancas
submetidas a quimioterapia, previamente ao transplante de medula
o0ssea. Vinte e sete criangas, com tumores soélidos e ndo-solidos, que
seriam submetidas a transplante de medula 6ssea fizeram parte do
estudo. Todos os pacientes foram instruidos com relagao a higiene oral e
passaram por tratamento odontolégico a fim de eliminar qualquer fonte
potencial de infeccdo sistémica. Além disso, para auxiliar no controle da
placa bacteriana, os pacientes fizeram bochechos com clorexidina 0,12%,
trés vezes ao dia. Todos os pacientes desenvolveram algum grau de
mucosite e foram divididos aleatoriamente em dois grupos. No grupo | os
pacientes foram tratados com uma solugcdo de bochecho contendo elixir
de difenidramina (Benadril), aluminio-magnésia (Maalox) e gel de
lidocaina 2% (BMA — 5/5/3 ml) trés vezes ao dia. O BMA foi adicionado a
solucao de clorexidina. No grupo |l os pacientes utilizaram tabletes
contendo polimixina E, tobramicina e anfotericina B (PTA — 2/2/10 mg). O
PTA também foi adicionado a clorexidina. Portanto, todas as substéncias
testadas foram administradas em forma de bochechos diarios, trés vezes
ao dia. A média de escore da mucosite do grupo tratado com PTA foi
significantemente menor do que o grupo tratado com BMA. Os autores
concluiram que o regime de tratamento, utilizando polimixina E,
tobramicina e anfotericina, reduziu a severidade e a duragdo da mucosite

oral, ao menos estatisticamente. Porém, os efeitos clinicos benéficos da
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terapia antimicrobiana foram pequenos. Os autores discutem sobre o
método utilizado de classificagdo da mucosite, que talvez ndo tenha sido
capaz de detectar pequenas mudangas no quadro clinico e sugerem a
utilizacdo de um método mais sensivel, associando sinais e sintomas da
mucosite induzida por quimioterapia.

Tendo comprovado o efeito da IL-11 na severidade e

duracdo da mucosite em 1995, Sonis et al.®’

, em 1997, realizaram um
outro estudo utilizando a mesma citocina. O estudo teve trés objetivos
principais: avaliar o efeito da IL-11 recombinante humana (rhlL-11) na
mucosite induzida por dois esquemas consecutivos de quimioterapia;
estabelecer o melhor regime de aplicagao da citocina e determinar se a
IL-11 exacerba o efeito de mielossupressao associado aos dois
esquemas terapéuticos do quimioterapico 5-FU. Cento e trinta hamsters
Sirios Dourados machos foram aleatoriamente divididos em quatro
grupos: controle X, controle Y, Regime A e Regime B. Os grupos
controles (X e Y) receberam injecdo subcutdnea de solugdo salina
tamponada e 0,5% de soro de hamster (solugao placebo). Os animais que
fizeram parte do Regime A foram tratados com 100 ug de rhiL-11, uma
vez ao dia, por 12 dias consecutivos logo ap6és a quimioterapia. Ja no
Regime B o tratamento era feito com 50 ug de rhiL-11, duas vezes ao dia,
um dia antes e um dia apds a quimioterapia, totalizando somente dois

dias de aplicacdo da citocina. O protocolo de inducdo da mucosite foi

realizado em dois momentos (ciclo 1 e ciclo 2). No primeiro ciclo, os
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animais receberam injecao intraperitoneal do quimioterapico 5-FU (60
mg/kg) nos dia 0 e 2 e irritacdo superficial da mucosa jugal esquerda no
dia 4. Os animais foram pesados e observados diariamente durante todo
o ciclo, do dia 0 ao dia 14 do experimento. A mucosite foi avaliada por
meio de fotografias realizadas do dia 5 ao dia 14. Apds sete dias do
término do 1° ciclo de quimioterapia, o protocolo de indugcdo de mucosite
foi novamente repetido (ciclo 2). O 5-FU foi aplicado nos dias 21 e 23, na
mesma dose do ciclo 1 e a irritacdo da mucosa foi feita no dia 25. Os
animais foram igualmente pesados, diariamente observados e a mucosite
avaliada do dia 26 ao dia 35 (término do 2° ciclo). No 1° ciclo os grupos
testados foram: controle X, Regime A e Regime B. No 2° ciclo, além dos
mesmos grupos testados no 1° ciclo, houve a inclusdo de mais um grupo,
o controle Y, que passou, portanto, por somente um ciclo de
quimioterapia. Nos dias 14 e 35, trés animais de cada grupo foram
aleatoriamente selecionados para o sacrificio. O fémur esquerdo de cada
animal foi utilizado para a avaliagdo da celularidade da medula éssea.
Amostras de sangue foram coletadas para a contagem de plaquetas e de
células brancas. Para avaliagao da resposta imune dos animais, o teste
de ELISA foi utilizado para deteccdo da presencga de anticorpos anti-rhiL-
11. Durante o ciclo 1, o tratamento com rhilL-11 reduziu significantemente
a severidade e a duragao da mucosite independente do regime utilizado.
O controle X apresentou mucosite mais severa quando comparado tanto

ao Regime A quanto ao Regime B. Porém, durante o ciclo 2, somente o
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Regime A foi efetivo. A incidéncia, severidade e duracdo da mucosite no
Regime A foram similares nos dois ciclos. O regime B, entretanto, foi
efetivo durante o ciclo 1 mas ineficaz no ciclo 2. A celularidade da medula
Ossea foi significantemente maior no controle X quando comparado aos
Regimes A e B no ciclo1. No entanto, a celularidade permaneceu dentro
dos limites de normalidade para todos os grupos. A analise das amostras
de sangue revelou que os animais do Regime A apresentaram maior
numero de plaquetas e células brancas quando comparados aos demais
grupos. Os autores concluiram, portanto, que o Regime A foi efetivo
durante o 1° ciclo, porém, menos efetivo no segundo ciclo e que, essa
diminuicao na eficacia se deve a um processo de selegdao natural. Os
animais tornaram-se mais resistentes aos efeitos estomatotéxicos do 5-
FU durante o 2° ciclo de quimioterapia, fato este comprovado pela menor
severidade da mucosite do controle X com relagdo ao controle Y no ciclo
2. Durante o 2° ciclo, o regime A ainda foi mais efetivo que o Regime B,
provavelmente pela maior concentracdo do rhiL-11 o qual também foi
administrado durante mais tempo. A mielossupressao nao foi exacerbada

pelo tratamento com rhlL-11.

Malik et al.*', em 1997, realizaram um estudo
randomizado duplo-cego placebo/controle para testar os efeitos do
tetraclorodecaoxido (TCDO) na reducédo da severidade e dos sintomas
associados a mucosite induzida por quimioterapia. O TCDO é uma

substancia quimicamente estavel, soluvel em agua e que contém oxigénio
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em uma matriz de cloreto. Essa substancia, além de possuir propriedades
antibacterianas e mitogénicas, € capaz de promover a ativagdo de
macrofagos quando associada as proteinas do sangue. A populagao
estudada era composta por 62 pacientes que apresentavam mucosite, de
grau lll a grau IV segundo o World Health Organization (WHO), induzida
por quimioterapia e que nao fizessem uso de outros medicamentos a nao
ser nistatina para candidiase oral ou acyclovir para infeccdo por herpes
simples. Os pacientes foram aleatoriamente divididos em dois grupos.
Trinta e dois pacientes receberam o TCDO e 30 pacientes receberam
placebo. O TCDO e o placebo tinham a mesma forma (suspenséao oral),
aparéncia e sabor. Tanto os examinadores quanto os pacientes nao
tinham conhecimento do que estavam utilizando. Os pacientes faziam
bochechos com 10 ml da solugcdo (TCDO ou placebo) e depois a
deglutiam, duas vezes ao dia (pela manha e antes de dormir) até a
remissdo das lesbes ou até no maximo 7 dias. Os pacientes foram
examinados diariamente e qualquer sinal ou sintoma novo foi registrado.
A intensidade de disfagia, dor esofagica e oral e a quantidade de ingestao
oral foram documentadas diariamente. O grau de mucosite foi classificado
com o auxilio de uma escala de 5 pontos de acordo com a severidade das
lesdes. A duracdo total da mucosite e o desenvolvimento de febre e
infeccbes orais também foram registrados. N&o houve diferenca
significante entre a média do grau de dor oral e esofagica, disfagia e

ingestao oral entre o grupo tratado com TCDO e o grupo tratado com
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placebo. A unica diferencga significante foi a menor duracdo da dor oral
nos pacientes que estavam recebendo TCDO. A severidade e a duragao
da mucosite também nao diferiram entre os grupos. Os autores
concluiram que o TCDO pode exercer efeito paliativo sobre alguns
sintomas relacionados ao desenvolvimento de mucosite como € o caso da
dor, porém, os efeitos benéficos foram pequenos, necessitando estudos

adicionais para confirma-los.

Com o objetivo de verificar a eficacia da profilaxia oral na
mucosite induzida por radio e quimioterapia, Adamietz et aI.1, em 1998,
realizaram um estudo prospectivo randomizado utilizando solugdo de
iodo-povidona. Quarenta pacientes com cancer de cabega e pescogo
foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos, tratado e controle, com
20 pacientes em cada grupo. O tratamento antineoplasico consistiu em
irradiagéo do tumor com uma dose total de 71.2 Gray (Gy) e quimioterapia
simultanea com carboplatina (60 mg/m?) nos dias 1 a 5 e 29 a 34. Todos
0s pacientes passaram por profilaxia para mucosite com nistatina,
rutoside, pantenol e imunoglobulina. Vinte pacientes realizaram
bochechos com 100 ml de solugéo de iodo-povidona diluida (1:8), 4 vezes
ao dia, e 20 pacientes realizaram bochechos com agua esterilizada (grupo
controle). Exames clinicos foram realizados semanalmente para avaliagao
da mucosa oral. A severidade da mucosite foi classificada de acordo com
normas do World Health Organization (WHO). Todos os pacientes do

grupo controle apresentaram quadros de mucosite contra quatorze do
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grupo tratado. Os resultados obtidos indicam que a incidéncia, severidade
e duracdo da mucosite induzida pelo regime quimioterapia-radioterapia
foram significantemente reduzidos com a utilizacdo de bochecho de iodo-
povidona e que, nessa diluigdo, o iodo ndo causou nenhuma irritagado a
mucosa. Concluiu-se que a solugdo de iodo-povidona € um método
profilatico barato, facil e seguro para ser utilizado na terapia de suporte

durante o tratamento de cancer de cabeca e pescoco.

Em 1999, Loury et al.*°, testaram o efeito da aplicacédo
local do peptideo antimicrobiano IB-367 na incidéncia e severidade da
mucosite oral em hamsters. O IB-367 possui propriedades bacterianas e
fungicas comprovadas sobre a microflora endégena da saliva humana.
Para testar a hipétese de que o IB-367 pode reduzir a microflora oral e,
portanto, ter efeito favoravel no curso da mucosite induzida por
quimioterapia quando aplicado topicamente na mucosa, os autores
utilizaram o protocolo de indugdo de mucosite em hamsters, ja descrito
por Sonis et al.®® em 1990. Todos os animais receberam injecao
intraperitoneal de 5-FU no dia 1 (90 a 120 mg/kg) e no dia 3 ou 4 (60 a
120 mg/kg). A irritagao superficial da mucosa foi realizada nos dias 5 e/ou
6. A formulacao placebo e a formulagao teste, contendo IB-367 em duas
concentragbes (0.12 e 2.0 mg/mL), foram preparadas utilizando
hidroxipropilmetilcelulose para conferir uma consisténcia de gel. Uma
solugédo de gluconato de clorexidina a 0.12% disponivel comercialmente,

o Periogard, também foi utilizada por ser comumente indicada para o
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tratamento da mucosite oral. O tratamento iniciou-se nos dias 5, 6 ou 7 do
experimento. Todas as substancias testadas foram aplicadas topicamente
na mucosa jugal esquerda dos animais, por meio de uma seringa
apropriada, 5 a 6 vezes por dia, durante 5 a 7 dias. As mucosas foram
fotografadas diariamente a partir do dia 6 para classificagdo da mucosite.
Coletas microbiolégicas da mucosa foram realizadas com auxilio de
swabs esterilizados 1 hora e/ou 3 horas apds o tratamento no terceiro ou
no quarto dia e, novamente, no sétimo dia do experimento, para
contagem de unidades formadoras de colbénia. Os animais foram
sacrificados no final do experimento (dia 14) para avaliagao
histopatolégica das mucosas. Os principais objetivos do estudo foram:
comparar a eficacia do gel de IB-367 e do Periogard na prevengao da
mucosite oral; determinar o efeito da concentracdo do IB-367 na
densidade da microflora oral e na severidade da mucosite; avaliar a
efetividade do regime de tratamento com |B-367 na prevengao da
mucosite oral e verificar a contribuicdo do gel placebo na redugédo da
mucosite oral. Os resultados demonstraram que o [IB-367 nas
concentragdes de 0.5 e 2.0 mg/mL reduziu a densidade da microflora oral
e que a severidade da mucosite foi significantemente menor nos grupos
tratados quando comparada ao grupo placebo. O tratamento dos animais
com IB-367 com concentragbes variando de 0.12 a 2.0 mg/mL resultou
em uma reducdo dose-dependente da severidade da mucosite. A

clorexidina foi tdo efetiva quanto o IB-367 na redugao da microflora oral,
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porém, nao foi efetiva na redugcdo da mucosite e o gel placebo produziu
uma relativa reducdo na severidade das lesdes. Os autores atribuem
esses fatos a consisténcia das formulagdes. A clorexidina foi utilizada na
forma de solugdo e o placebo, na forma de gel, o que poderia ter
contribuido para a hidratagdo da mucosa tornando-a menos susceptivel a
traumas. Os autores concluiram que a redugao da microflora oral pelo IB-
367 pode contribuir para a diminui¢do dos riscos de desenvolvimento de

mucosite oral em pacientes submetidos a quimioterapia.

Clarke et al."?, em 1999, utilizaram a lactoferrina bovina,
uma proteina encontrada no leite bovino, que possui propriedades
antimicrobianas e participa como mediador do processo inflamatério, para
o tratamento da mucosite induzida por quimioterapia em hamsters. O
protocolo de inducdo da mucosite utilizado para o experimento foi o
modelo animal j& descrito por Sonis et al.®? em 1990. Foram aplicadas 10
mg de lactoferrina topicamente na mucosa dos animais nos dias 0, 1 e 2
do experimento. A partir do dia 3, a concentracdo da proteina utilizada
aumentou para 15 mg para garantir a cobertura completa das lesées. A
lactoferrina foi aplicada diariamente até o final do experimento. As Ulceras
foram avaliadas a partir do dia 5 por meio de medigdes de largura e
profundidade realizadas com paquimetro digital. A lactoferrina bovina
falhou em diminuir a severidade das ulceras, sendo ainda observada uma
reducdo no processo de cicatrizacao das lesées quando comparado ao

grupo controle.
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Em 2000, Sonis et al.?® continuaram a linha de pesquisa
sobre a acado da IL-11 na progressdo da mucosite oral. Porém, neste
estudo a mucosite foi induzida por radioterapia. Trinta hamsters
receberam uma unica dose de radiagao e foram divididos em dois grupos:
grupo tratado com administragao diaria de IL-11 do dia 1 ao dia 14 do
experimento e grupo nao tratado. O grau de mucosite foi classificado por
meio de uma escala de 6 pontos e os animais foram sacrificados nos dias
5, 8, 10, 15, 19 e 20 para analise imunohistoquimica e realizagcao de PCR.
O grupo tratado apresentou menor severidade nas lesdes. Os resultados
sugerem que a IL-11 module favoravelmente a mucosite induzida por
quimioterapia atenuando a expressao de citocinas pro-inflamatdérias como
o TNF-a e a IL-1B e mantendo a integridade epitelial pelo estimulo as

funcdes de diferenciacédo das células da mucosa.

Para testar se a aplicacdo topica de fatores
biologicamente ativos de leite bovino (WGFE-A) reduz a severidade da
mucosite, Clarke et al.”® (2002), utilizou o modelo de inducdo em
hamsters. Os animais receberam injeg¢ao intraperitoneal de 5-FU nos dias
0 e 2, associado a irritagdo da mucosa jugal dos animais nos dias 1 e 2. O
principio ativo foi aplicado na mucosa oral antes e durante a
administragao do 5-FU. Cinco concentragdes de WGFE-A foram testadas.
Quando aplicado continuamente apds o esquema quimioterapico, o
WGFE-A falhou em reduzir as areas de ulceras. A redugdo da taxa de

proliferacédo celular foi menor com a utilizacdo do WGFE-A, conferindo-lhe
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uma fungcdo protetora da mucosa. Além disso, possui acgao
antimicrobiana, antiproliferativa e antiapoptose. Os autores concluem que
o WGFE-A é uma fonte potencial de proteinas para aplicagao clinica e

preventiva da severidade da mucosite causada pela quimioterapia.

Para prevenir a mucosite, Morvan et al.*’ em 2004,
utilizaram um biopolimero (RG1503) com propriedades regenerativas e
antiinflamatoérias em hamsters que receberam o quimioterapico 5-FU.
Foram utilizados 45 hamsters distribuidos em 3 grupos: Grupo controle
(ndo tratado), placebo (tratado com injecdo de solugdo salina) e
experimental (tratado com o RG1503). Todos os animais passaram pelo
protocolo de indugdo de mucosite que consistiu em inje¢ao intraperitoneal
de 5-FU, na dosagem de 60 mg/kg, nos dias 0, 5 e 10 do experimento
associado a escarificagdo da mucosa com fresa de baixa rotagao nos dias
1, 2 e 3 (trés escarificagbes paralelas com 1 cm cada). O biopolimero foi
administrado nos dias 4 e 12 através de injecdo intramuscular (1,5
mg/kg). No dia 15 a avaliagao clinica da mucosite induzida foi realizada
por meio de fotografias e, posteriormente, procedeu-se a bidpsia das
mucosas para avaliagado histopatolégica e imunohistoquimica. Nao foram
encontradas diferengcas com relagcdo ao peso e contagem de células
brancas entre os grupos, sugerindo que os efeitos citotoxicos indiretos do
5-FU n&o ocorreram. Somente metade dos animais tratados com RG1503
desenvolveu mucosite, com lesdes 70% menores com relagdo ao grupo

controle. A membrana basal do grupo nao tratado foi quase
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completamente destruida, porém, no grupo tratado encontrou-se
preservada. Os autores concluiram que o biopolimero RG1503 foi efetivo

para prevenir e reduzir a mucosite induzida em hamsters.

Outra pesquisa realizada em hamsters foi o estudo
publicado por Lima et al.®® em 2005. Os autores testaram os efeitos da
inibicdo de citocinas pela pentoxifilina (PTX) e pela talidomida (TLD) na
resposta inflamatéria em um modelo experimental de indugdo de mucosite
oral em hamsters. A PTX bloqueia a sintese de TNF-a pela interferéncia
na transcrigdo geneética dessa citocina que esta, comprovadamente,
relacionada a severidade da mucosite oral. Ja a TLD é conhecida pelo
seu efeito teratogénico e causa a inibicao da atividade angiogénica. Essas
drogas tém se mostrado efetivas no tratamento de ulceras aftosas em
pacientes imunocomprometidos. A indu¢do da mucosite foi realizada com
injecdo intraperitoneal de 5-FU no primeiro e no segundo dia do
experimento associada a irritacdo superficial da mucosa no dia 4. As
lesdes foram examinadas macroscopicamente e microscopicamente nos
dias 4, 5, 10, 12, 14 e 16. Ambas as drogas reduziram os parametros
histolégicos e macroscépicos da mucosite oral além de reverter casos de
neutrofilia periférica. Porém, somente a PTX preveniu a perda de peso.
Os resultados indicaram um efeito protetor da PTX e da TLD, sugerindo
um importante papel desses agentes na patofisiologia da mucosite

induzida por quimioterapia em hamsters.
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Em 2007, Leitgo et al.>” publicaram uma pesquisa sobre o
papel do o6xido nitrico na patogénese da mucosite induzida por
quimioterapia. A produgdo do oOxido nitrico é estimulada por citocinas e
este gas pode produzir tanto efeitos benéficos quanto maléficos ao tecido,
dependendo da situacdo em que é requerido. Pode exercer atividade
antimicrobiana e de imuno modulacéo e por outro lado, apresentar agao
citotdxica, causando dor, lesdo tecidual, apoptose e reabsor¢céo Ossea.
Foram utilizados 72 hamsters que receberam injec&o intraperitoneal de 5-
FU no primeiro e segundo dia do experimento, associado a trauma
superficial da mucosa no dia 4. Os animais foram divididos em 3 grupos:
controle, tratado com aminoguanidina (inibidor seletivo de iINOS) e tratado
com L-NAME (inibidor n&o seletivo de iNOS) 1 hora antes da aplicagéao do
5-FU e diariamente até o dia do sacrificio. A mucosa jugal foi fotografada
no dia 10 e, logo apds, os animais foram sacrificados para avaliagao
histolégica. O tratamento com aminoguanidina reduziu os parametros
tanto clinico quanto histolégico da mucosite oral e o infiltrado de células
inflamatdrias. J& o L-NAME nao foi capaz de reverter o quadro de
inflamacado da mucosite. Os resultados sugerem um importante papel do
oxido nitrico produzido pelo INOS na patogénese da mucosite oral

induzida por quimioterapia.
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2.3 Utilizacao da luz para o tratamento de feridas

Karu®*, em 1989, publicou um artigo no qual discute os
principais efeitos do laser de baixa intensidade durante a fotoestimulagao
celular provocada no tecido aplicado. A eficacia da laserterapia no
tratamento de Uulceras e feridas ja € um fato comprovado, porém, os
mecanismos envolvidos nesse processo ainda nao estavam totalmente
elucidados, gerando muitas duvidas e ceticismo. O laser promove um
aumento do metabolismo celular levando a um estimulo na proliferacao
celular, regulando a concentracdo de adenosina monofosfato ciclica e a
producdo de RNA e DNA. No entanto, para que esses efeitos
fotoestimulantes e fotobiolégicos ocorram, cada tipo de tecido necessita
de intensidade luminosa, dose e comprimento de onda especificos. Os
fotorreceptores absorvem a luz com comprimento de ondas especificos,
produzindo uma resposta bioldgica. Os principais fotorreceptores s&o
representados por componentes da cadeia respiratéria como citocromos,
flavina desigrogenase e citocromo oxidades. A absorgdo da luz pela
cadeia respiratéria desencadeia eventos quimicos e fisicos na
mitocdndria, ocorre, entdo, um aumento na sintese de ATP e de ion
hidrogénio (H"). O aumento de ATP e H" ativa outros ions da membrana
celular como Na* e K* além de alterar o fluxo de Ca*™, provocando, dessa
forma, a homeostase celular e favorecendo a aceleracdo das mitoses.
Segundo a autora, a fotossensibilidade da célula depende de seu estado

biolégico. Por exemplo, quando a célula apresenta funcionamento normal



59

Revisdo da literatura

o efeito do laser € minimo ou inexistente. Por outro lado, se houver injuria
tecidual, ocorre queda na concentragdao de oxigénio, pH e nutriente,
essenciais para a proliferacao celular, que fica prejudicada. Diante dessa
situacgao, o laser € capaz de bioestimular o tecido e promover aumento da

proliferacéo celular e mudangas no potencial de agao das células.

Em 2003, Vinck et al.”? investigaram o aumento da
proliferacdo fibroblastica induzida tanto por irradiagdo com LED quanto
por laser. Para isso, os autores utilizaram culturas de fibroblastos para o
experimento. O laser utilizado foi de AsGaAl com comprimento de onda
de 830 nm, poténcia variando de 1-400 mW, frequiéncia de 0-1500 Hz e
area de 0,196 cm?. O LED possuia trés comprimentos de onda emitidos
por diferentes pontas. A primeira ponta emitia luz verde com comprimento
de 570 nm e poténcia variando de 10-0,2 mW. A segunda ponta emitia luz
vermelha (660 nm) com poténcia de 80-15 mW e a terceira ponta, luz
infravermelha (950 nm), com 160-80 mW de poténcia. Todas as pontas
possuiam area de 18 cm? e freqiiéncia também variando de 0-1500 Hz.
As aplicagdes foram feitas diariamente durante 3 dias consecutivos e a
distancia de irradiagdo foi mantida constante para todos os grupos (0,6
cm). O laser foi aplicado durante 5 segundos com poténcia de 40 mW e
densidade de energia de 1 J/cm?. Foram utilizadas densidades de 0,53
Jicm? para o LED infravermelho e vermelho e de 0,1 J/cm? para o verde,
durante 1, 2 e 3 minutos, respectivamente, com poténcias de 160 mW, 80

mW e 10 mW. Algumas placas, contendo fibroblastos, ndo foram
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irradiadas constituindo o grupo controle. Apds as irradiagdes, o0 meio de
cultura foi removido e substituido por novo meio. As células foram
mantidas em incubagao por 24 horas para posterior realizac&do do teste de
MTT, que mede a taxa de respiragdo mitocondrial das células. Os
resultados demonstraram um aumento estatisticamente significante
(p<0,001) para todas as culturas irradiadas quando comparadas ao
controle. O LED vermelho promoveu o maior aumento na quantidade de
fibroblastos seguido pelo LED infravermelho e pelo laser. Os autores
concluiram que tanto o laser quanto o LED estimularam um aumento da
proliferacdo de fibroblastos in vitro e, possivelmente, podem ter efeitos
estimulatérios na cicatrizacdo de feridas in vivo, se aplicados com

parametros adequados.

Whelan et al.”®, em 2003, avaliaram as mudancas
moleculares promovidas por LED desenvolvido pela NASA na cicatrizagao
de feridas. Foram utilizados 80 camundongos diabéticos divididos em 2
grupos: tratado e n&o tratado. Implantes subcutaneos de esponja de PVA
foram colocados no dorso dos animais. O LED de 670 nm £ 12,5 nm de
comprimento de onda foi aplicado diariamente, por 14 dias, com
densidade de energia de 4 J/cm? . Os animais foram sacrificados nos dias
2, 4, 7 e 14 para remogao das esponjas e realizacdao de RT-PCR. Os
resultados revelaram que certos genes relacionados a regeneragao
tecidual, como integrinas, laminina, proteinas de adesao e proteinas da

superfamilia das cinesinas, apresentaram aumento significativo de
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expressdo génica quando os animais foram tratados com LED. Os
autores acreditam que o LED desenvolvido pela NASA pode acelerar o

processo de cicatrizagdo natural de feridas.

2.3.1 Laser terapéutico para reducao da incidéncia e

severidade da mucosite

Em 1995, Barasch et al.’ investigaram o uso do laser de
Hélio-Nebnio em pacientes submetidos a transplante de medula éssea
que apresentaram mucosite oral. O estudo foi controlado, prospectivo e
duplo cego. Vinte pacientes receberam, diariamente, aplicagéo unilateral
de laser na cavidade oral por 5 dias consecutivos, de 1 a 2 dias antes do
transplante de medula 6ssea. A regido contralateral ndo recebeu
tratamento com laser, sendo o controle do experimento. Os parametros
utilizados foram: laser de 632.8 nm de comprimento de onda, poténcia de
25 mW, 0,8 cm? de area, aplicagdes em 5 regides da cavidade, tempo de
aplicacdo de 40 segundos e densidade de energia de 1,0 Jicm?. A
classificagdo da mucosite foi feita por uma escala de severidade e a dor,
mensurada por meio de uma escala visual analégica (VAS). Os escores
para mucosite e para dor foram significantemente menores no lado
tratado com laser. Todos os pacientes desenvolveram lesdes
bilateralmente. As regides mais acometidas foram assoalho da boca,
regido lateral da lingua, mucosa jugal, ventre da lingua, labio e palato. A

severidade da mucosite aumentou no dia 6 e a cura ocorreu no dia 21. Os
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autores concluiram que o tratamento com laser de Hélio-Nednio foi bem
tolerado e reduziu a severidade da mucosite oral em pacientes

submetidos a transplante de medula dssea.

Cowen et al.’®, 1997, avaliaram os efeitos do laser de
Hélio-Nebnio na prevengao da mucosite oral em pacientes também
submetidos a transplante de medula é6ssea. O estudo duplo cego
randomizado utilizou 30 pacientes que receberam tratamento
quimioterapico previamente ao transplante de medula. O laser foi aplicado
diariamente por 5 dias consecutivos (dia -5 ao dia -1) no labio inferior e
superior, mucosa jugal, lingua e assoalho de boca, totalizando 15
aplicagdes em 5 regides, com o0s seguintes parametros: 232,8 nm, 60
mW, 10 segundos cada aplicacdo, 1,5 Jicm? e energia total de 54 J em
cada regiao. Um grupo de pacientes recebeu tratamento com uma luz
placebo, que emitia o mesmo som que o aparelho de laser. Os pacientes
foram diariamente examinados por enfermeiras que nao sabiam qual
tratamento (laser ou placebo) cada paciente tinha recebido. O grau de
mucosite foi classificado de acordo com uma escala de 4 pontos. Além
disso, alteragdes na degluticdo, fala, fluxo salivar e presenga de dor
também foram avaliados. Os pacientes tratados com laser apresentaram
menor incidéncia, severidade e duragao de mucosite quando comparados
ao grupo nao tratado, sendo estas diferengcas estatisticamente
significantes. Todas as outras alteragdes avaliadas tiveram melhores

resultados no grupo que recebeu tratamento com laser.
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146 em 2001, realizaram um estudo sobre a

Migliorati et a
laserterapia para o tratamento da mucosite. Onze pacientes oncoldgicos
foram submetidos a altas doses de quimioterapia para mieloablagdo. O
laser foi utilizado para diminuir a sintomatologia dolorosa provocada pela
mucosite oral. Todos os pacientes receberam tratamento com laser de
arseneto de galio e aluminio (AsGaAl) com comprimento de onda de 780
nm e poténcia de 60 mW, por toda mucosa, com 2,5 J/icm? de densidade
de energia. O laser foi aplicado do dia -5 ao dia +5 apds o transplante. A
incidéncia e a severidade da mucosite foram avaliadas por uma escala da
WHO (World Health Organisation) e a dor por uma escala visual analoga
(VAS). Todos os pacientes, com exce¢cao de um, desenvolveram quadros
de mucosite oral. Nao foram registrados escores maximos para mucosite

e para dor em nenhum caso. Os autores concluiram que o laser teve

papel importante no controle da dor associada a mucosite oral.

Em 2003, Sandoval et al.*® publicaram resultados iniciais
do hospital Amaral Carvalho no manejo da mucosite oral induzida por
quimioterapia e radioterapia. Dezoito pacientes receberam aplicacdes
diarias de laser (630 nm, 30 mW, 2 J/cm?) até que os sintomas da
mucosite cessassem. O tempo de aplicagao para cada lesao variou de 1
minuto a 6 segundos. O tempo total de cada sesséo foi dependente do
numero e das extensbes da lesdo. A severidade da mucosite foi
classificada de acordo com uma escala de 5 pontos e a dor mensurada

por meio de escala visual (VAS) antes e apds a aplicagado do laser. O
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alivio imediato da dor foi registrado em 66% dos casos logo apos a
primeira aplicacdo do laser. O grau lll de mucosite (incapacidade de
ingestao de alimentos sdlidos) foi reduzido em 42.85% dos casos e o pior
grau (grau V) foi reduzido em 75% dos pacientes. Os autores concluiram
que o laser foi bem tolerado e demonstrou efeitos benéficos no manejo da
mucosite oral, melhorando a qualidade de vida dos pacientes durante o

tratamento oncoldgico.

Em 2005, Nes, Posso™ avaliaram o efeito analgésico do
laser em pacientes com mucosite oral induzida por quimioterapia. Neste
estudo utilizou-se o Thera Lase, um laser de AsGaAl com 830 nm de
comprimento de onda, poténcia de 250 mW e didametro da ponta de 0.60
mm. A aplicagado foi puntual, com uma densidade de energia de 35 J/cm?
por ponto e realizada diariamente por 5 dias consecutivos. Enfermeiras
especializadas realizaram a avaliacdo e a classificacdo da mucosite
desenvolvida pelos pacientes em leve, moderada e severa observando-se
alteragdes em labios, lingua, mucosa oral, salivacdo e deglutigao.
A dor foi mensurada (VAS) em todos os dias do tratamento, logo apés a
aplicagdo do laser. Os resultados demonstraram uma reducao,
estatisticamente significante de 67% da experiéncia dolorosa relatada
pelos pacientes. Os autores concluiram que, nos parametros utilizados
neste estudo, existe um efeito analgésico logo apds a aplicagéo do laser

de AsGaAl em pacientes com mucosite induzida por quimioterapia.
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Ferrari23, em 2005, avaliou o efeito do laser terapéutico na
reducdo da incidéncia e da severidade da mucosite induzida em
hamsters. O quimioterapico 5-FU foi aplicado em 60 animais nos dias 0 e
2 do experimento, nas doses de 90 e 60 mL/Kg de peso, respectivamente.
Para simular o efeito de uma irritacdo crénica, as mucosas jugais dos
animais foram escarificadas nos dias 3 e 4. Aplicou-se o laser terapéutico
(INnGaAlIP, 683 nm, 12 Jicm?) em 5 pontos da mucosa jugal direita e
esquerdade 30 animais (Grupo |), durante 7 dias.Os animais do Grupo Il
nao receberam tratamento. O Grupo Il (controle negativo) foi composto
por 5 animais que n&o receberam o protocolo de indugdo de mucosite.
Nos dias 0, 8, 12 e 15 do experimento, as mucosas de 6 animais dos
Grupos | e Il foram removidas para avaliagao histopatoldgica. A partir de
fotografias tiradas diariamente, a mucosite foi classificada clinicamente.
Foram encontradas diferengas estatisticamente significantes entre o
grupo tratado com laser e o grupo nao tratado quando se comparou,
clinica e histopatologicamente, a intensidade da mucosite induzida.
Concluiu-se que a aplicacao do laser de baixa intensidade promoveu a
reducdo da severidade da mucosite oral e acelerou a cura das lesées,

embora nao tenha prevenido o surgimento das mesmas.
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2.3.2 LED vermelho para redugdao da incidéncia e

severidade da mucosite

Whelan et al.”

, em 2002, avaliaram o LED desenvolvido
pela NASA na prevengdo da mucosite em pacientes pediatricos
submetidos a transplante de medula 6ssea. Trinta e dois pacientes com
uma média de idade de 12.5 anos fizeram parte do estudo. Cada paciente
foi avaliado por dentistas previamente treinados que observaram regides
como mucosa bucal e lateral da lingua, antes e apds o transplante. Os
pacientes foram questionados também quanto a dor e xerostomia. As
avaliagdes foram repetidas até 14 dias apds o transplante, trés vezes por
semana. A mucosite foi classificada por escala de 3 pontos. O LED
aplicado possuia 670 nm de comprimento de onda e 56 mW de poténcia.
As aplicacdes foram realizadas diariamente na mucosa por 71 segundos
e densidade de energia de 4 Jicm?, desde o primeiro dia apds o
transplante até 14 dias depois. A incidéncia de mucosite oral foi de 53%
contra uma taxa esperada de 70-90%. Houve redugao de 48% e 39% de
dor relacionada a mucosa esquerda e direita, respectivamente. Nao
houve diferenga significante entre os lados (direito ou esquerdo da
cavidade bucal) no que diz respeito a incidéncia de mucosite e
intensidade dolorosa. Segundo os autores, apesar de necessitar de mais
estudos, o LED parece ser uma alternativa efetiva na prevencao de
mucosite oral em criangas que passaram por transplante de medula

ossea.
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Em 2006, Corti et al." publicaram um estudo no qual
avaliaram os efeitos clinicos da fototerapia com fonte de luz ndo coerente
(LED) no alivio da mucosite oral induzida por quimioterapia em pacientes
com cancer metastatico. O LED foi aplicado em 12 pacientes que
apresentaram quadro de mucosite oral. O grupo controle foi composto por
12 pacientes com tumores hematoldgicos que desenvolveram mucosite
apos altas doses de quimioterapia. O tratamento foi realizado trés vezes
ao dia (manha, tarde e noite), por 7 dias consecutivos, diretamente na
area afetada, pelos préprios pacientes que receberam treinamento prévio.
Cada sessao durava 5 minutos totalizando uma energia de 2,34 J, com
densidade de energia de 0,99 J/cm?. O LED utilizado era um aparelho
portatil (20 cm de altura e 30 g) que emitia ondas de 645 nm £ 15 nm de
comprimento com 7,8 mW de poténcia. A incidéncia e severidade da
mucosite foram avaliadas e classificadas diariamente, durante 7 dias, por
examinadores experientes. Além disso, aspectos como deglutigao,
salivacao, qualidade de voz e dor foram classificados por meio de relato
dos pacientes. O tratamento com LED promoveu um aumento da taxa de
cicatrizacdo de 117% para 164% e o tempo médio de cicatrizagao
diminuiu. Nenhum paciente reportou a ocorréncia de efeitos colaterais
relacionados a utilizagao do LED. Os autores concluem que o tratamento
com LED é seguro e capaz de reduzir a duragao da mucosite induzida por

quimioterapia.
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3 Proposigao

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do LED (Light Emitting
Diode) com comprimento de onda vermelho (630nm + 10nm) e
densidade de energia de 12 J/cm? na reducdo da incidéncia e da
severidade da mucosite induzida por agente quimioterapico (5-FU)

associado a escarificagdo da mucosa jugal em hamsters.
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4 Material e método

O protocolo de pesquisa apresentado a seguir foi
submetido & apreciacdo e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia de

Araraquara — UNESP (Anexo 1).

4.1 Procedimentos operatérios

Foram utilizados 72 hamsters Sirios Dourados
(Mesocricetus Auratus) machos, saudaveis (Anexo 2), com peso variando
entre 100 e 120 gramas e idade entre 6 e 8 semanas, provenientes de um
criadouro especializado em animais para laboratério (AniLab)®. Os
animais foram mantidos em gaiolas no biotério do Departamento de
Fisiologia e Patologia da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
UNESP e tiveram acesso livre a comida e a agua. Cada gaiola continha
no maximo 6 animais, identificados individualmente com perfuragdes na
orelha, que foram monitorados e pesados periodicamente. Os animais
foram aleatoriamente divididos em 3 grupos e distribuidos da seguinte

maneira:

Grupo I: Grupo experimental, composto por 32 animais
que passaram pelo protocolo de indugdo de mucosite e receberam
tratamento com LED vermelho (630nm = 10nm) com densidade de

energia de 12 J/cm?.

* ANILAB - Animais para Laboratério, Paulinia/SP.
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Grupo ll: Controle positivo, composto por 32 animais que
passaram pelo protocolo de indugdo de mucosite e n&do receberam

tratamento.

Grupo lll: Controle negativo, composto por 6 animais que
nao receberam o protocolo de indugdo de mucosite, sendo o controle
integro do experimento. Esses animais foram sacrificados no dia 5 do
experimento e tiveram as mucosas jugais cirurgicamente removidas e
processadas para exame histoldégico, representando auséncia de

mucosite.

A inducdo da mucosite foi realizada por meio de injecao
intraperitoneal (Figura 1) do quimioterapico 5-fluoruracila (5-FU)" nos dias
0 e 2 do experimento, nas doses de 90 mg/Kg de peso e 60 mg/Kg de

peso, respectivamente .

Para reproduzir o efeito de uma irritacdo cronica, a mucosa
jugal dos animais foi evertida e fixada na mesa cirurgica (folha de isopor)
com auxilio de agulhas para insulina e escarificada (traumatizada)
superficialmente nos dias 3 e 4 com uma escova apresentando 2 cm de
largura, confeccionada com fio ortodéntico de 0,7 mm (Figura 2). A
escova foi arrastada na superficie da mucosa por 4 vezes consecutivas,
por um unico operador, com forga suficiente para produzir leve eritema na

regido sem causar ruptura da mucosa.

* Fluoruracil 25 mg/mL — Eurofarma Laboratérios Ltda.
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Os hamsters do grupo experimental (Grupo 1) tiveram a
mucosa jugal direita e esquerda tratadas nos dias 3, 4, 6, 8, 10, 12 e 14
do experimento e foram irradiados com um protoétipo de LED
especialmente criado para este experimento pelo CEPOF® com
comprimento de onda de 630 nm + 10nm, poténcia de 160 mW, diametro
da ponta de 0,8 cm e com um LED unico localizado na extremidade da
ponta (Figura 3). Apds protecao da ponta do aparelho com filme de PVC
transparente™, um Unico ponto central da mucosa jugal direita e esquerda
de cada animal foi irradiado (Figura 4) com densidade de energia de 12
Jicm? durante 37,5 segundos totalizando uma energia de 6 J para cada
mucosa jugal. A partir do momento em que foram observadas lesdes na
mucosa jugal dos animais, a aplicacdo foi feita diretamente sobre a lesédo

mais severa.

Foram selecionados aleatoriamente 8 animais dos grupos
| e Il para realizagdo de bidpsia excisional da mucosa jugal direita e

esquerda nos dias 5, 9, 13 e 15 do experimento.

A Dbiopsia foi realizada apos anestesia. Neste
procedimento, as mucosas foram evertidas, fixadas em um pedaco de
cortica, removidas com uma tesoura cirurgica (Figura 5) e imediatamente
imersas em solucéo de formalina tamponada a 10% por um periodo de 72

horas para o processamento histoldgico.

* Centro de Pesquisas em Optica e Fotonica — IFSC/USP, S&o Carlos SP.
** Magipack®.
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Os animais foram, em seguida, sacrificados por
sobredose do anestésico hidrato de cloral a 20%, administrado

intraperitonealmente.

Dois animais foram utilizados para medi¢gado da variagao
de temperatura na mucosa (mapeamento térmico) durante a irradiagao
com LED. Esses animais ndao passaram pelo protocolo de indugédo de
mucosite. A mucosa esquerda dos animais foi evertida e um termistor de
alta precisdo” (Figura 6) foi inserido na mucosa (Figura 7) apés um
pequeno corte no tecido. O termistor estava conectado a um multimetro
digital™ que registrava os valores de resisténcia elétrica ao longo do
tempo. Foram feitas quatro aplicagdes centrais consecutivas, do mesmo
protétipo de LED utilizado para o Grupo |, com a mesma dose (12 J/cm?),
durante o0 mesmo tempo (37,5 segundos) e com o termistor em posigao
(Figura 8). Duas situacdes foram simuladas: aplicagédo do LED protegido
com filme de PVC e sem protecao. A cada aplicacdo os valores medidos
para os tempos de 0 segundo, 15 e 37,5 segundos foram registrados e os

dados transformados em graficos.

Em todos os procedimentos operatorios (escarificagao da
mucosa, aplicacdo do LED, tomadas fotograficas, bidpsias excisionais e

medi¢cdo da temperatura) os animais foram anestesiados por meio de

* Modelo 120-202 EAJ, FenWal Eletronic, Milford, MA.
** Digitest DT 105, Alfatronic S/A.
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injecdo intraperitoneal do anestésico geral Quetamina® na dosagem de
0,16 mL/100g de peso corporeo associado ao relaxante muscular e
analgésico Cloridrato de Xylazina™ na dosagem de 0,04 mL/100g de peso
corpoéreo. Para administracdo da anestesia foi utilizada seringa de insulina

(1 mL).

* Ketamina ® - 10 mL — uso veterinério. Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda.
** Dopaser © - 10 mL — uso veterinério. Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda.
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FIGURA 1 — Injegéo intraperitoneal do FIGURA 2 - Escarificagdo da mucosa.
agente quimioterapico.

e

FIGURA 3 — Protétipo de LED FIGURA 4 — Aplicagao do LED na regiao
desenvolvido pelo CEPOF. central da mucosa jugal.

FIGURA 5 — Remogéo cirurgica da FIGURA 6 — Termistor digital de alta
mucosa jugal. precisao.

FIGURA 7 — Termistor inserido na mucosa FIGURA 8 — LED e termistor em
jugal do animal. posicao na regido central da mucosa.
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No momento da escarificacdo superficial da mucosa jugal dos animais e
apos o surgimento das primeiras lesdes, foi administrado paracetamol” via
oral, sendo este analgésico escolhido por ser indicado para o controle da
dor em roedores e ndo apresentar efeito antiinflamatério (Alloui et al.?,
2002; Harkness, Wagner®®, 1993). Foi utilizada seringa de insulina sem
agulha para a administragdo do medicamento. O paracetamol foi
administrado na dose de 300 mg/ kg de peso corporal por via oral
(Mezadri et al.**, 2004), diariamente, até o término do experimento ou até

a regressao completa das lesdes orais.

Optou-se pelo sacrificio precoce dos animais que se
encontraram moribundos ou muito debilitados pela quimioterapia,
independentemente da presenca de lesbdes severas ou leves. A presenca
de lesdes severas nao foi um critério de sacrificio precoce se o animal

nao estivesse moribundo.

* paracetamol - Tylenol® gotas 200 mg/mL.
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4.2 Avaliacgao clinica da mucosa

As lesdes foram avaliadas nos dias 4, 6, 8, 10, 12 e 14,

sendo a mucosa jugal evertida apds anestesia e fotografada com maquina

digital”, utilizando-se parametros padronizados. Também foram realizadas

fotografias nos dias de sacrificio dos animais antes da biopsia excisional

da mucosa jugal.

A avaliacdo clinica da severidade da mucosite foi

realizada a partir da observagdo das fotografias obtidas, que foram

previamente embaralhadas, codificadas e analisadas de maneira cega por

um unico examinador. Essa analise foi realizada duas vezes pelo mesmo

examinador, com intervalo de um més, para que houvesse uma correta

calibragdo. Cada fotografia foi classificada por meio de uma escala de 6

pontos (Sonis et al.?®, 2000 ), mostrada na Tabela 1 e na Figura 9.

Tabela 1 - Classificagao clinica da mucosite

Classificagao da

Caracteristicas clinicas da mucosa jugal

mucosite
Grau 0 Mucosa saudavel
Grau 1 Presenca de eritema leve, sem sinais de eroséo
Grau 2 Eritema severo, vasodilatagédo e erosao superficial
Grau 3 Formacéo de ulceras em um ou mais locais, restritas a 25% da superficie total
Grau 4 Formagéao de ulceras abrangendo 50% da regido
Grau 5 Completa ulceragao da mucosa e perda de elasticidade/maleabilidade

* FujiFilm® FinePix S7000 6.0 megapixel .
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FIGURA 9 — Classificagao clinica da mucosite.

a - grau o (mucosa saudavel)

b - grau 1 (presencga de eritema leve, sem sinais de erosao)

¢ - grau 2 (eritema severo, vasodilatacao e eroséo superficial)

d - grau 3 (Ulceras em um ou mais locais, restritas a 25% da superficie total)
e - grau 4 (ulceras abrangendo 50% da regiao)

f - grau 5 (completa ulceragdo da mucosa e perda da elasticidade/maleabilidade)
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4.3 Avaliacao histolégica da mucosa

Os tecidos obtidos pelas bidpsias excisionais foram
fixados em formol de Lillie tamponado a 10% (pH 7,4) por 72 horas e
preparados para exame histologico. Para tal, as pecas histologicas
obtidas a partir da mucosa jugal dos animais foram reduzidas, cortadas ao
meio e armazenadas em compartimentos identificados (cassetes).
Quando havia presenca de lesédo esta era seccionada ao meio, obtendo-
se, assim, duas metades para serem analisadas em microscopia de luz.
As pecgas foram submetidas ao seguinte processamento laboratorial de

rotina:

1) Fase de desidratagdo por trocas consecutivas de alcoois em

concentragdes crescentes:
- alcool 70% por 1 hora;
- alcool 90% por 1 hora;
- alcool absoluto, 6 trocas de 1 em 1 hora.
2) Fase de diafanizacao:
- alcool-xilol por 30 minutos;
- xilol puro por 30 minutos;

- novo xilol puro por mais 30 minutos.
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3) Fase de embebicao em parafina histolégica a 58°C:
- parafina liquida por 3 horas;
- nova parafina liquida por mais 3 horas.

Apos o processamento laboratorial, as pegas cirurgicas
foram incluidas em férmas de papel contendo parafina liquida. Apds seu
endurecimento, as férmas foram removidas e com auxilio de navalhas
descartaveis” foram obtidos blocos de parafina que continham as pecgas
incluidas centralmente. Esses blocos foram fixados em suportes de
madeira para serem posicionados em um micrétomo rotatério**. Dez
cortes histolégicos seriados de cada bloco, com 6 um de espessura foram
colocados em laminas de vidro e corados alternadamente pelas técnicas
de Hematoxicilina e Eosina e Tricrbmico de Masson para posterior
avaliagdo dos eventos histolégicos ocorridos em cada um dos grupos

*

através de microscopia de luz*".

A reacdo do tecido foi analisada de acordo com a
intensidade da inflamacdo, determinada pela presenca de células
inflamatdrias, alteragdo da populagcdo das células residentes do tecido
conjuntivo, caracteristicas da substancia intercelular amorfa e da
substancia intercelular fibrosa. O material foi classificado em escores

(Tabela 2 e Figura 10) por um unico examinador e os eventos histologicos

* Disposable Microtome Blades — LEICA, model 818, Germany.
** 820 Spencer Microtome, Spencer Products Co., Carson, CA, USA.
*** Microscépio Olympus BX51, Olympus Optical do Brasil, Ltda.
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observados na regido da mucosa para cada grupo experimental foram

descritos nos diversos periodos de avaliagao.

Tabela 2 — Classificagdo dos eventos histopatoldgicos (ISO 7405: 1997)

Escore Evento histopatolégico
0 Inflamacao ausente
1 Inflamacéao discreta
2 Inflamagdo moderada
3 Inflamagao severa

4 Formacao de abscesso
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Escore 0

Auséncia de
inflamacéao

Escore 1

Inflamacgao
discreta

Escore 2

Inflamacao
moderada

Escore 3

Inflamacgao
severa

Escore 4

Formacao de
abscesso

FIGURA 10 - Classificagao histoloégica da mucosite.
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4.4 Resumo dos procedimentos

experimentais ao longo dos dias do experimento:

Na Tabela 3 estao

Tabela 3 — Representacédo esquematica do experimento

84

relacionados os procedimentos

Dia do experimento

0 2 3 4 5 6 8 9 110|112 |13 | 14 | 15
e | un | wn
Arranhadura
da mucosa — i
Tratamento
(LED) | | | | | | | | | |
Fotografia [ ] EO | EQ EQ | EQ mQg
Sacrificio [ ]-] ED L]} [ ]-]

m - Grupo | (LED)

o - Grupo Il (Controle positivo — auséncia de tratamento)

4.5 Planejamento estatistico

Nesta pesquisa, a irradiagdo com LED ou a auséncia de

tratamento dos animais submetidos a quimioterapia foram considerados

variaveis independentes, influenciando ou ndo na severidade da mucosite

induzida, considerada como variavel dependente. Assim, de acordo com a

proposicao deste trabalho, as hipbteses testadas foram:

Ho: O tratamento nao exerce influéncia sobre a severidade da mucosite.

H+: O tratamento exerce influéncia sobre a severidade da mucosite.
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O coeficiente Kappa (k) foi calculado para o estudo da
concordancia intra-examinador verificando-se, dessa maneira, a
reprodutibilidade e a confiabilidade das medi¢cdes realizadas. Para
realizagcao dos calculos utilizou-se o software estatistico com pacote “irr”

(Development Core Team'’, 2006; Gamer®’, 2006).

Primeiramente realizou-se a analise descritiva dos dados
obtidos (escore clinico, peso dos animais e escore histoldgico) para, em

seguida, realizar-se os testes inferenciais.

A avaliagao clinica do grau de mucosite e a avaliagéo
histoloégica do grau de inflamag&o forneceram variaveis qualitativas com
escala ordinal pela atribuicdo de escores. Grupos independentes foram
comparados e, portanto, o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis foi
utiizado para verificar se ha diferengas entre os grupos. A analise

estatistica foi realizada ao nivel de significancia de 5% (a = 0,05).

Ja para a avaliagdo dos escores clinicos em funcdo do
tempo dentro de cada grupo foi utilizado o teste n&o-paramétrico de
Skillings-Mack para dados em blocos incompletos arbitrariamente

(Hollander, Wolfe*?, 1999).

Para comparar o desenvolvimento da mucosite ao longo
do periodo experimental entre os grupos foi realizado o teste de Kruskal-
Wallis associado ao método de Dunn, tanto para o exame clinico quanto

para o histologico.
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O coeficiente de correlagao de Kendall foi calculado para
verificacdo da correlacdo entre o peso dos animais e os escores tanto

clinico quanto histologico.

Por fim, uma analise descritiva da variagao de temperatura
da mucosa jugal dos animais foi realizada com a utilizacdo de Graficos e

Tabelas.
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5.1 Avaliagao clinica da mucosa

5.1.1 Estudo da concordancia

A classificagdo clinica da mucosite foi realizada em dois
momentos distintos, com um més de intervalo, por um Unico pesquisador,
previamente calibrado. O teste Kappa (k) foi realizado para verificar a
concordancia entre os escores atribuidos a mucosite para cada um dos
grupos (LED e controle positivo). Em uma escala que varia de -1
(discordancia total) a 1 (concordancia total), o valor minimo considerado
satisfatorio € de 0,5, ou seja, valores acima disso representam uma

concordancia adequada.

Uma variante do teste k, denominado k-multiplo, verificou
a concordancia dentro de cada um dos grupos e também gerou um valor
global para esta estatistica (Fleiss et al.?®, 1969; Fleiss et al.?®, 2003). Os
intervalos de confianca de 95% foram calculados para se verificar as

seguintes hipdteses:
Ho: k=0
Hi:x#0

Caso o valor de Hg estiver presente no intervalo de
confianga, a hipétese nula é aceita. Para se verificar tal fato, o método de

bootstrap foi utilizado. Esse método langa mao de computagao intensiva
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para replicar a amostra, obtendo-se, assim, varias estatisticas nessas
simulagdes, para o calculo dos intervalos de confianga necessarios

(Efron, Tibshirani®®, 1994).

Para o Grupo | (LED), apés a obtencdo do valor da
estatistica k, as simulagdes bootstrap foram realizadas, com 14.500
replicagcdes da amostra e obteve-se um intervalo de confianca de 95%. A

Tabela 4 apresenta estes resultados.

Tabela 4 - Valores da estatistica kK de Cohen para o Grupo | (LED)

Intervalo de confianga 95%
Limite Inferior K Limite Superior

0,802 0,857 0,907

O intervalo de confianga de 95% para esta estatistica fica
entre (0,802; 0,907) e o valor estimado de « para a amostra é de 0,857.
Existe uma excelente concordéncia entre os escores com 90% de
resultados idénticos. Assim, tendo em vista as hipbteses formuladas
anteriormente, rejeita-se Hy (k = 0) ao nivel de significancia de 5%, ja que
o valor 0 nao se encontra neste intervalo de confianga. Pelo valor de k ha
fortes evidéncias de que a concordancia seja maior que o valor minimo

pre-definido como sendo satisfatério (k = 0,5).

Para o Grupo Il (CP - controle positivo) foi dado o mesmo
tratamento descrito para o Grupo |. Foram realizados os testes de
hipétese por meio de intervalos de confianca bootstrap para a estatistica «

de Cohen. Os resultados sao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Valores da estatistica Kk de Cohen para o Grupo Il (CP)

Intervalo de confianca 95%
Limite Inferior K Limite Superior
0,618 0,688 0,757

Os resultados indicam que o valor estimado para a
amostra é 0,688 e que os valores, segundo um intervalo de 95%
bootstrap, ficam entre (0,618; 0,757). Além disso, o nivel de concordancia
foi relativamente alto, ficando em 77,2% de resultados idénticos nas

varias aferigoes.

Para o Grupo Il, ao nivel de significancia de 5%, também
se rejeita Ho («x = 0), uma vez que o valor 0 ndo se encontra dentro do

intervalo de confianca.

Os resultados obtidos pelos testes estatisticos mostraram
haver alta concordancia entre as duas avaliagdes, realizadas pelo mesmo
pesquisador, para ambos os Grupos (I e Il), mostrando que houve uma
calibracido adequada. Portanto, a avaliacdo clinica realizada no primeiro
momento pelo pesquisador foi a escolhida para se aplicar os demais
testes estatisticos, visto que a segunda avaliagdo possui maiores chances

de influéncias na classificagdo do grau da mucosite.
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5.1.2 Comparacao em fungao dos grupos

O conjunto de dados relativo ao exame clinico € composto
por 478 observagdes que representam os escores obtidos para a

severidade da mucosite (Anexos 3, 4 e 5).

A Tabela 6 informa as principais caracteristicas da

estatistica descritiva para cada grupo.

Tabela 6 — Estatistica descritiva em fungéo dos grupos

Tratamento N  Mediana Média Varidncia

CN 12 0 0,00 -
CP 214 1 1,87 4,01
LED 252 0 1,25 2,33

Os resultados da Tabela 6 indicam que ha uma maior
estabilidade dos escores no grupo tratado com LED. Além disso, a

mediana do Grupo CP foi maior que os Grupos CN e LED.

O grafico de barras da Figura 11 auxilia na analise
descritiva, mostrando, de maneira simplificada, o numero de escores

obtidos para cada grupo nao se levando em conta o tempo.
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FIGURA 11 — Contagem dos escores em fungéo dos grupos.

Na Figura 11 observa-se que ha um grande numero de
escores 0 no grupo tratado com LED, enquanto o Grupo CP apresenta
uma quantidade maior de escores representando alta severidade de

mucosite.

Para verificar se essas diferengas entre os grupos sao
significativas, utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Para
realizagao do teste, foi calculado o escore mediano de cada animal ao
longo do experimento. Assim, foram obtidos dois vetores com escores
medianos: o Grupo LED consistiu de 56 observacdes e o Grupo CP, 48.
Nenhum animal do Grupo CN apresentou quadro de mucosite,

consistindo, portanto em 12 observagdes de escore 0.

As seguintes hipéteses foram testadas:
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Ho: RiLep = Rep = Ron
H1: Nao existe igualdade entre os postos.

R (Rank) representa a soma dos postos dos animais para
cada grupo. Foi adotado a = 0,05. O resultado foi uma estatistica XZ =
19,24 com p < 0,001. Desta maneira, rejeita-se a hipotese nula de que os

escores sejam iguais.

Ha fortes evidéncias de que ha diferencas entre as somas
dos postos entre os grupos. Uma analise de comparagdes multiplas nao-
paramétrica foi utilizada para se detectar estas diferencas. O teste de
comparagao é baseado em k = 3 grupos com um valor critico qoos =
4.424. Assim, se a estatistica |W\ > Qo5 , rejeita-se a hipotese nula de
que nao existem diferencas entre os grupos tomados 2 a 2. A Tabela 7

apresenta este resultado.

Tabela 7 — Comparagdes multiplas entre os grupos

Teste W |W| Status
Hy: Rep= Rrgp —31,19 31,19 Rejeita-se Hy, pois |W| > 4,424
HU : R(:'p = H(".\: —15, 58 15,58 RC]L‘I(([‘"‘\L‘ JIIIJ[] " pUiH H| > 4,424

Hy: Rpgp = Reny —12,46 12,46 Rejeita-se Hy, pois |W| > 4,424

De acordo com a Tabela 7, todos os grupos sao
diferentes entre si, sendo que o menor escore mediano foi atribuido ao
Grupo CN (Med = 0), o segundo menor ao Grupo tratado com LED (Med

= 1) e 0 maior escore é dado ao Grupo CP (Med = 1,5). O valor 1,5 pode
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ser interpretado como sendo uma alta probabilidade de se encontrar

escores 1 e 2 na regiao central dos dados e indica que esta probabilidade

€ maior do que a obtida para os demais grupos.

5.1.3 Comportamento em fungao do tempo

A Figura 12 mostra a dispersdo dos dados relativos ao

exame clinico e fornece uma visdo geral sobre a mediana dos escores de

acordo com os dias do experimento.
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FIGURA 12 — Boxplot dos escores em fungao dos dias e dos grupos.

4

56 8 931012131415

A representacdo grafica da evolugdo da severidade da

mucosite ao longo dos dias experimentais € ilustrada pela Figura 13.
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FIGURA 13 — Evolugéo dos escores médios de severidade em fungéo dos dias para
os trés grupos.

Pode-se observar que a média diaria dos escores para o
grupo controle positivo é sempre superior ao grupo tratado com LED com

ligeira sobreposicado no dia 10 do experimento (Figura 13).

Para verificar se existe diferenga entre os escores ao
longo do experimento para cada grupo, uma analise inferencial foi
realizada. Porém, como os animais foram sacrificados em momentos
distintos para a obtencdo dos exames histopatolégicos, a amostra
estudada consistiu em blocos incompletos de dados, pois o tempo de
acompanhamento do grau da mucosite diferiu de um animal para o outro.
Portanto, o teste n&o-paramétrico de Skillings-Mack foi o teste

selecionado por ser indicado para experimentos com blocos incompletos
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arbitrariamente (Hollander, Wolfe*?, 1999). O nivel de significancia
adotado foi a = 0,05. A Tabela 8 mostra o resultado deste teste para o

Grupo LED e para o Grupo CP.

Tabela 8 — Resultado do teste de Skillings-Mack

Teste Skillings-Mack Estatistica p-valor(y3)
(24 % 52,376 < 0,0001
LED 21,775 0, 0096

Para ambos os grupos o valor de p foi menor que a =
0,05. Assim, ha evidéncias favoraveis de que haja diferengcas entre os

escores medianos de cada grupo ao longo do experimento.

Comparando-se o desenvolvimento da mucosite ao longo
do periodo experimental entre o Grupo LED e o Grupo CP por meio do
teste de Kruskal-Wallis associado ao método de Dunn (Tabela 9), nota-se

que entre os dias 5 e 9 existe diferenca estatisticamente significante.

Tabela 9 — Teste de Kruskal-Wallis associado ao método de Dunn para comparagao
do grau de mucosite em cada dia experimental

DIAS
GRUPOS 4 5 6 8 9 10 12 13 14 15
LED x CP NS S S S S NS NS NS NS NS

S — Diferenga estatisticamente significante (p < 0,05)
NS — Diferenga nao significante

A mucosite induzida durante o experimento variou desde
areas com leve eritema (Figuras 14a, 14h) até a presencga de eritema

severo (Figuras 14b, 14c, 14e). Houve surgimento de lesdes ulceradas de
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diversos tamanhos, envolvendo desde uma pequena regiao (Figura 14q)

até a completa ulceragdo da mucosa jugal (Figura 14f).

A partir da Figura 14 pode-se notar que, para ambos os
Grupos (I e 1l), o grau médio de severidade da mucosite foi pequeno no
dia 5, aumentou nos dias 9 e 13 (pico da mucosite) e regrediu no final do
experimento (dia 15), caracterizando a fase de cicatrizagao das lesoes.
Porém, os animais do Grupo CP desenvolveram mucosite mais severa

nos dias 9 e 13 quando comparados ao Grupo tratado com LED.
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FIGURA 14 - Comparacédo do grau médio de mucosite induzida no Grupo | (LED) e no

Grupo Il (controle positivo) ao longo dos dias experimentais.

a — dia 5; mucosite grau 1 (grupo )
b — dia 9; mucosite grau 2 (grupo I)
¢ — dia 13; mucosite grau 2 (grupo |)

d — dia 15; mucosite grau 0 (grupo 1)

e —dia 5; mucosite grau 2 (grupo Il)
f — dia 9; mucosite grau 5 (grupo II)
g — dia 13; mucosite grau 3 (grupo II)

h — dia 15; mucosite grau 1 (grupo II)

98
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Grupo | (LED)

Grupo Il (controle positivo)
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5.2 Avaliagao dos animais

5.2.1 Alteragoes de peso corporal

Os animais dos Grupos | e Il apresentaram reducao do
peso corpdreo ao longo do periodo experimental (Anexos 6 e 7). Vale
ressaltar que para o Grupo lll sé houve medidas para o tempo 5 (Anexo
8). A Tabela 10 apresenta o resumo da analise descritiva do peso dos
animais. Pode-se observar que a variancia entre os desvios padrdes dos
Grupos LED e CP é semelhante e que existe uma menor variabilidade no

Grupo CN.

Tabela 10 — Estatistica descritiva para o peso dos animais em fungéo dos grupos

IC 95%
Tratamento 7 LI LS o Med
CN 106,67 96,55 116,79 5,16 110
CP 102,56 81,36 123,75 10,81 105

LED 97,19 75,89 118,49 10,87 100

A Figura 15 é a representagédo grafica da evolugdo das
médias dos pesos em fungado dos dias do experimento. As curvas de
evolucdo sao muito semelhantes para os Grupos LED e CP, sendo que
ha uma tendéncia de queda até o dia 9 e depois um comportamento
irregular, com uma recuperagdo no peso a partir do 13° dia do

experimento.
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FIGURA 15 — Evolugéao das médias dos pesos em fungao do tempo para os grupos.

5.2.2 Taxa de mortalidade

Nos Grupos LED e CP o protocolo de indugdo de
mucosite provocou mortalidade de 12,5% e 25%, respectivamente

(Tabela 11).

Tabela 11 — Mortalidade dos animais para os Grupos LED e CP

Grupos N Mortes Taxa de mortalidade

CP 32 8 25.0%
LED 32 4 12.5%
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5.3 Avaliagao histolégica
5.3.1 Comparacao em fungao dos grupos

O conjunto de dados relativos ao exame histolégico é
composto por 107 observacdes (Anexos 9, 10 e 11) que representam os
escores obtidos para o grau de inflamacado. Durante o processamento

histolégico 9 amostras (3 do Grupo | e 6 do Grupo Il) foram perdidas.

A estatistica descritiva de cada grupo esta apresentada

na Tabela 12.

Tabela 12 — Estatistica descritiva em fungéo dos grupos

Tratamento N Mediana Média Varidncia

CN 12 0 0,00 -
Cp 42 1 1,00 2,11
LED 53 1 1,45 1,19

Na Figura 16 se observa que ha um grande numero de
escore 0 tanto no Grupo CP quanto no Grupo LED, no entanto, o Grupo
LED apresenta menor quantidade de escores indicando inflamagao

severa, que da indicios de que haja diferencas entre os grupos.
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FIGURA 16 — Contagem dos escores em fung¢édo dos grupos.

O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para verificar se
existem diferencas entre os escores. Assim, o teste foi realizado
adotando-se um intervalo de confianga de 95%, o que significa a = 0,05.
Desta maneira, como resultado do teste tem-se que a estatistica Xz =
16,41 com 2 graus de liberdade, o que fornece um valor de p = 0,0002,
implicando na rejeigao da hipétese nula de que nao existe diferenga entre
os escores dos grupos. Para saber quais grupos sao diferentes entre si, 0
mesmo teste de comparagdes multiplas ndo-paramétrico utilizado para os

escores clinicos foi adotado (Tabela 13).

Tabela 13 — Comparagbes multiplas entre os grupos

Teste W |W| Status

H() : R('_:: = RL,J.:,'_) ‘—'SU 14 3() 14 RC_}CiT.El—SG 1"}!“. pOiS |H-| > 4,424
H[] 4 R('p = R(_'_.\-' —15,56 15, 56 RCjC“El—SL‘ H[U § p()ib& |H| > 4,424
Hy: Rrpp = Reny —13,64 13,64 Rejeita-se Hy, pois |W| > 4,424
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Ha fortes evidéncias de que haja realmente diferencas
entre a soma dos postos de cada grupo. Os escores relativos ao Grupo
CN sao menores que os do Grupo LED, que por sua vez, sdo menores

que os do Grupo CP.

5.3.2 Comportamento em fungao do tempo

A dispersdao dos dados de acordo com os dias do

experimento esta representado na Figura 17.
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FIGURA 17 — Boxplot dos escores em fungéo dos dias e dos grupos.

A evolugdo dos escores do exame histologico é
apresentada na Figura 18. O comportamento das curvas é muito

acentuado e as diferengas entre elas sdo muito grandes. O Grupo LED
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apresenta escores mais estaveis quando comparado ao Grupo CP que
possui um pico maximo no dia 9 do experimento. As linhas azul e
vermelha se sobrepdem depois do dia 13. A Tabela 14 mostra que existe
diferenca significativa entre o grau de inflamacédo somente para o dia 9 do

experimento.
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FIGURA 18 — Evolugao dos escores de severidade em funcéo dos dias para cada
grupo.

Tabela 14 - Teste de Kruskal-Wallis associado ao método de Dunn para comparagéo do
grau de inflamagdo em cada dia experimental

DIAS
GRUPOS 5 9 13 15
LED x CP NS S NS NS

S — Diferenga estatisticamente significante (p < 0,05)
NS — Diferenga nao significante
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No Grupo LED foram avaliados 53 espécimes ao longo do
experimento e os escores 0 e 1 (Figuras 19b, 19c; Figuras 20a, 20b, 20c,
20d), representativos de auséncia de inflamagao e presenca de eritema
leve, respectivamente, foram predominantes totalizando 44 espécimes
(83% das amostras). Porém, para este grupo, 18% das amostras (10
espécimes) apresentaram degeneragdo muscular, visivel somente ao
exame histolégico, sem evidéncias clinicas. A degeneracdo muscular
ocorreu mesmo quando o epitélio se manteve integro e com pequeno

grau de inflamagao (escores 1 e 2) (Figuras 19d, 19e, 19g, 19h).

Ja no Grupo CP foram avaliados 42 espécimes e a
presenca de escores 0 e 1 (Figura 21a) foi atribuido a 25 espécimes (60%
das amostras). Portanto, o numero de escores correspondente a
inflamacbes mais severas foi maior, sendo classificados 6 espécimes
como escore 2 (Figuras 21b, 21g, 21h); 5 como escore 3 (Figuras 21c,

21f) e 6 como escore 4 (Figuras 21d, 21e).

No Grupo CN os tecidos epitelial e conjuntivo exibiram
caracteristicas de normalidade. O epitélio apresentou-se continuo, com
camada basal integra e camada de ceratina delgada como revestimento
externo. O tecido conjuntivo subjacente exibiu equilibrio entre
componentes de matriz extracelular e células, sendo notavel a presenca
de tecido muscular integro no local (Figuras 22a, 22b). Estes achados
histolégicos foram representativos das caracteristicas clinicas

determinadas para todos os espécimes deste grupo (Figura 22c).



107
Resultado

FIGURA 19 — Classificagéo histolégica da mucosite no Grupo | (LED) ao longo dos dias

experimentais.

a — Dia 5, escore 3. Ampla area de uUlcera apresentando reacdo inflamatéria moderada

com predominio de polimorfonucleares (*). Nota-se area de degradagéo de colageno e
de fibras musculares (=) associada a presenga de vasos sangliineos dilatados (») e
regides hemorragicas. Ampla area de edema é observada no local (®). H/E, 100x.

b — Dia 5, escore 1. Epitélio ceratinizado integro com delgada camada de tecido

conjuntivo denso subjacente (*). No tecido muscular observam-se vasos sanglineos
dilatados e congestos (P>) associados a discreta reagdo inflamatoéria com predominio de

neutréfilos. Areas de degradagao de fibras musculares sdo observadas (=). H/E, 200x.

c — Dia 5, escore 1. Detalhe da Figura anterior. Observe a presenca de células
inflamatdrias polimorfonucleares sobre as fibras musculares adjacentes a area irradiada.
H/E, 400x.

d — Dia 5, escore 2. Vista geral onde pode-se observar diferencas entre o tecido
conjuntivo subjacente ao epitélio nas duas superficies da mucosa do animal: superior
(tratada) e inferior (ndo tratada). H/E, 40x.

e — Dia 5, escore 2. Detalhe da superficie da mucosa tratada. Apesar da integridade do
epitélio e do tecido conjuntivo denso celularizado, esta ocorrendo intensa degradacéo de
fibras musculares no tecido subjacente associado a presenca de infiltrado inflamatério
moderado. H/E, 200x.

f — Dia 5, escore 2. Detalhe da superficie da mucosa néo tratada, mostrando tecido com
caracteristicas histoldgicas de normalidade. H/E, 200x.

g — Dia 9, escore1. Regido da mucosa onde se observa vasos sanglineos dilatados e
congestos (P). Apesar do epitélio se apresentar integro, grande parte do tecido muscular
subjacente estéd degradado (=) e com notavel presenca de células inflamatdrias na
regido. H/E, 100x.

h — Dia 9, escore 1. Detalhe da Figura anterior, onde pode-se observar predominio de
macréfagos junto a area de degradacgao de fibras musculares. H/E, 400x.
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FIGURA 20 - Classificagao histoldgica da mucosite no Grupo | (LED) ao longo dos dias

experimentais.

a — Dia 13, escore 1. Epitélio integro com ligeiro espessamento e deposi¢éo de ceratina.
Subjacente, pode-se observar area de tecido conjuntivo altamente celularizada e rica em

colageno, sugestiva de cicatrizagao (*). H/E, 200x.

b — Dia 13, escore 1. Tecido conjuntivo da regido sugestiva de cicatrizagdo. Note a
intensa proliferacdo fibroangioblastica em meio a discreta presengca de células
inflamatérias. Tricrémico de Masson, 400x.

c — Dia 13, escore 1. Vista geral das duas superficies da mucosa (tratada - superior e
nao tratada - inferior). A area superior € sugestiva de tecido em fase de cicatrizagéo ().
H/E, 40x.

d — Dia 13, escore 1. Detalhe da area de cicatrizagdo avangada com deposi¢cdo de
denso tecido fibroso em meio a numerosos fibroblastos (X ). H/E. 400x.
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FIGURA 21 — Classificag&o histolégica da mucosite no Grupo Il (controle positivo) ao

longo dos dias experimentais.

a — Dia 5, escore 1. Apesar da presenca de epitélio pavimentoso estratificado

ceratinizado, nota-se ruptura da camada basal (=*). O tecido conjuntivo subjacente
apresenta numerosas células inflamatdrias caracterizando um infiltrado inflamatério
misto em meio a numerosos vasos sangliineos congestos (P). Esta reagdo inflamatoria
discreta se estende para regido das fibras musculares onde se observa ligeiro edema

(%). H/E, 200x.

b - Dia 5, escore 2. Area de ruptura do epitélio () com exposicdo do tecido conjuntivo
subjacente. Nota-se infiltrado inflamatério misto moderado na regido da Ulcera e entre as
fibras musculares. H/E, 400x.

c — Dia 9, escore 3. Area de ulcera com intenso infiltrado inflamatério em meio as fibras
musculares, as quais se apresentam completa ou parcialmente degradadas (=»). H/E,
200x.

d — Dia 9, escore 4. Tecido epitelial continuo recobre o tecido conjuntivo da parte
esquerda da fotomicrografia (=®). Todavia, no lado direito ha uma ampla perda de
epitélio, evidenciando a area ulcerada (®). Subjacente a ulcera, nota-se ampla e

profunda area de necrose tecidual e abscesso (*), 0s quais séo delimitados do restante
da estrutura conjuntiva pela presenca de uma camada de tecido caracterizado por
apresentar intenso infiltrado inflamatério (»). H/E, 200x.

e — Dia 9, escore 4. Detalhe da Figura anterior da camada de tecido reacional presente
entre a area de necrose e abscesso e o tecido conjuntivo ndo exposto. Adjacente a area

de necrose () observa-se intenso infiltrado inflamatério misto (W). H/E, 400x.

f — Dia 13, escore 3. Ampla area de ruptura do epitélio. Note parte do epitélio
ceratinizado na porcdo direita da fotomicrografia (=). Subjacente a area de Ulcera

observa-se intenso infiltrado inflamatorio (*) com proliferagéo fibroangioblastica
caracteristico de um processo de reparagao tecidual. Macréfagos e células gigantes sao

observados no local (=*). H/E, 100x.

g — Dia 15, escore 2. Area com pequena Ulcera (*) associada a moderada reacao
inflamatéria subjacente. H/E, 200x.

h — Dia 15, escore 2. Detalhe da Figura anterior. Regidao mais profunda do tecido

conjuntivo, subjacente a area de ulcera (*), exibindo moderado processo inflamatério
com predominio de células mononucleares (®). H/E, 200x.
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FIGURA 22 — Classificagéo histolégica da mucosite no Grupo Il (controle negativo).

a — Escore 0. Bi6psia de tecido normal. Vista geral da mucosa do animal, a qual exibe
caracteristicas histolégicas de normalidade. H/E, 200x.

b — Escore 0. Detalhe da Figura anterior. Observe detalhes do epitélio pavimentoso
estratificado integro, o qual esta recoberto por delgada camada de ceratina. O tecido
conjuntivo subjacente apresenta espessa camada de fibras colagenas com numerosos
fibroblastos e pequenos vasos sanguineos. Imediatamente abaixo, fibras musculares
integras estao presentes. H/E, 400x.



113
Resultado

5.4 Correlagoes

Para verificar a correlagdo existente entre os pesos e os
escores clinico e histolégico, a correlacdo de Kendall foi calculada
(Hollander, Wolfe*?, 1999). Para que houvesse um numero de
observacgbes iguais para todas as variaveis (peso, escore clinico e
histolégico) foram utilizados somente os pesos e o0s escores clinicos
referentes ao dia do sacrificio (5, 9, 13 e 15) dos Grupos LED e CP. A
correlagcdo para o Grupo CN nao foi realizada, pois nao existe
variabilidade inerente ao escore ja que, para todos os espécimes, foi
atribuido escore clinico e histolégico 0. O método de “bootstrap” foi
novamente utilizado para a obtengao do intervalo de confianga de 95%,
com 7000 replicagdes (Efron, Tibshirani®!, 1994). O comportamento da
variavel peso foi analisado com relagdo ao exame clinico e histolégico e o

resultado esta apresentado na Tabela 15.

Tabela 15 - Correlagdo entre peso dos animais e escores para os exames clinico e
histoldgico. (LI: limite inferior, LS: limite superior do intervalo de 95%)

Exame Tratamento K LI LS lo
CN - - - -
Clinico Cp —0,725 —-0,826 —0,584 0,059
LED —0,400 -0,594 -0,166 0,107
CN - - - -
Histopatolégico CP —0,557 0,712 -0,367 0,088
LED —-0,282 —0,483 —0,057 0,107

A correlagdo entre os pesos e o0s escores clinico e

histologico € significativa (uma vez que entre os limites LI e LS n&o esta
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presente o valor 0) para todos os grupos e esta correlacdo € negativa,
indicando que enquanto uma medida cresce, a outra tende a decrescer.

As curvas com as correlagdes sdo apresentadas na Figura 23.
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FIGURA 23 - Densidade das correlagdes estimadas pelo método bootstrap para o exame

clinico (EC) e histologico (EHP).
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5.5 Mapeamento térmico da mucosa jugal dos animais

Todas as informacgdes coletadas durante o mapeamento

térmico da mucosa jugal dos animais constam no Anexo 12.

A Figura 24 mostra a variagao de temperatura da mucosa

dos animais durante as quatro aplicagées de LED, protegido com filme de

PVC.
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FIGURA 24 — Variagao de temperatura atingida pela mucosa durante as aplicagdes de
LED com protegao.

Para verificar se existem diferencas de temperatura
devido a utilizacao de filme de PVC para protecado da ponta do aparelho, a
variagao de temperatura da mucosa dos animais também foi mensurada

durante a aplicagéo do LED sem protegao (Figura 25).
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FIGURA 25 — Variagédo de temperatura atingida pela mucosa durante as aplicagdes de

LED sem protecao.
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A cavidade oral é freqlentemente exposta a forcas
friccionais durante o processo de alimentagdo. O alimento é quebrado em
pequenos pedacos, mastigado e umidificado pela saliva para ser
deglutido e digerido pelo trato gastrointestinal. Para promover uma
barreira de protecdo contra agentes agressores externos, a mucosa
mastigatoria € revestida por epitélio escamoso estratificado que pode ser
queratinizado ou nao queratinizado, dependendo da regido. Em areas
menos expostas aos efeitos da mastigacdo, como mucosas jugal e labial,
assoalho da boca, palato mole e superficies ventral e lateral da lingua, o
epitélio € considerado nao queratinizado pela auséncia da camada de
ceratina como revestimento de protecdo (Squier, Kremer’®, 2001; Duncan,

Grant'®

, 2003). Consequentemente, estas regides sao mais susceptiveis
aos efeitos toxicos da quimioterapia. Porém, em nosso estudo foi
encontrada uma fina camada de ceratina revestindo o epitélio da mucosa
oral dos hamsters (Figura 20a; Figura 21a; Figura 22b), fato este
concordante com os achados histolégicos de Morvan et al.*’ em 2004.
Provavelmente a presenca de ceratina se deva aos habitos e tipo de
alimentacdo dos animais utilizados para este estudo, que se alimentam
exclusivamente de ragado e, normalmente, armazenam pedacos inteiros
do alimento em bolsas situadas nas bochechas. Estas bolsas constituem

a mucosa jugal dos animais e, portanto, a aspera ragao permanece em

contato direto com o epitélio, promovendo uma maior friccdo com o tecido
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e estimulando a deposi¢cao de ceratina como barreira de protecdo. No
entanto, a fina camada de ceratina ndao foi um empecilho ao

desenvolvimento de mucosite.

Durante o processo de alimentagao, diversas camadas do
epitélio sdo removidas e deglutidas juntamente com o bolo alimentar.
Portanto, deve haver constante reposicao das células epiteliais para que
ocorra a restituicdo anatbmica e funcional do tecido. O epitélio da
cavidade oral é constituido por células labeis ou estaveis, isto €, células
que possuem a capacidade de se regenerar durante toda a vida
(Junqueira, Carneiro®, 2004). A proliferagdo celular é continua e o epitélio
da mucosa bucal é constantemente renovado de 4 a 8 dias (Morvan et

al.*’, 2004).

Os primeiros sinais clinicos da mucosite ocorrem de 4 a 5
dias apds o inicio da quimioterapia (Sonis®®, 1998), coincidindo com o
periodo de renovagao epitelial da mucosa devido a agdo dos agentes
quimioterapicos que atuam diretamente sobre as células do epitélio oral,
reduzindo a taxa de proliferacdo celular (Sonis®, 1998; Sonis et al.?®,
2000; Squier, Kremer™, 2001). Como conseqiiéncia, o epitélio se torna
mais delgado ja que a regeneragao fisioldgica ndo ocorre e continua
havendo o processo de descamacao da mucosa. Nesse momento, até
mesmo traumas funcionais como a mastigagdo e a degluticdo podem
ocasionar ruptura do epitélio oral e franca ulceracdo da mucosa,

instalando-se, entdo, o quadro de mucosite oral.
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Porém, no modelo de experimentagdo animal adotado
para esta pesquisa, o trauma funcional foi provocado ja que a mucosa do
hamster ndo permanece em contato direto com os dentes do animal.
Quando ndo estdao armazenando alimento na boca, a mucosa jugal dos
animais fica retraida e, de certa forma, protegida das agressdes externas
durante a mastigagdo. Portanto, a indugdo da mucosite em hamsters
possui uma etapa essencial, a escarificacdo da mucosa, que mimetiza os
traumas funcionais. Sem esse procedimento, as lesbes orais
provavelmente nao se desenvolveriam. Na literatura s&o descritas
diversas maneiras de se realizar essa escarificacdo, dentre elas a
utilizagdo de agulhas (Sonis et al.®?, 1990; Loury et al.*°, 1999) e de fresas

em baixa rotagdo (Morvan et al.*’

, 2004). Para este estudo, a
escarificacdo da mucosa jugal foi realizada com um dispositivo
confeccionado com fio ortodéntico, de maneira a arranhar a regido central
da mucosa sem, no entanto, causar ruptura do epitélio. Para melhor
padronizacao do procedimento, a escarificagao foi realizada por um unico
operador, previamente treinado, para manter uma forga semelhante em
todas as mucosas. Como este dispositivo € menos agressivo que a
agulha, quatro escarificagbes consecutivas foram necessarias para
promover eritema no tecido. Apds anestesia, a mucosa jugal dos animais
foi evertida e fixada em uma mesa de isopor com duas agulhas de

insulina. O préprio ato de fixagdo constitui uma agressdo a mucosa.

Porém, pela propria anatomia da mucosa, a fixagdo das agulhas recaia,
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aproximadamente, na mesma area de uma avaliagc&o clinica para outra.
Quando houve surgimento de lesdes proximas a essas areas
(extremidades da mucosa), estas nao eram consideradas como mucosite
ja que o grau de agressao provocado foi muito maior que um trauma
funcional que, promove, no maximo, uma abrasao do tecido por fricgao,
sem, no entanto, romper efetivamente o epitélio. Todavia, poucos animais
desenvolveram lesdo nesses locais, ndo constituindo um fator de

interferéncia no estudo.

O modelo de indugdo de mucosite por quimioterapia em
hamsters foi utilizado neste estudo por ser um protocolo simples, rapido e
ja estabelecido na literatura (Sonis et al.®?, 1990). O agente
quimioterapico administrado foi o 5-fluoruracila (5-FU), freqlentemente
utilizado em tumores de cabegca e pescoco e em neoplasias
hematolégicas e estd dentre o0s agentes mais relacionados ao
desenvolvimento de mucosite oral durante o tratamento quimioterapico
(Pico et al.®®, 1998). Porém, a dose e o esquema quimioterapico
apresentados foram estabelecidos a partir de observagdes de estudos
conduzidos previamente e ap6s a realizagao de estudo piloto e verificagcao
de baixa mortalidade associada. A utilizacdo de hamsters para o estudo
da mucosite oral ja se tornou consagrada, com varias pesquisas que se
baseiam nesse modelo (Sonis et al. °™®"; Loury et al.*°, 1999; Clarke et al.
1213 Morvan et al.*’, 2004; Sonis®, 2004; Lima et al.**, 2005; Leitdo et

al.®”, 2007). A escolha desses animais justifica-se pelo fato de
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apresentarem mucosa jugal ampla e elastica, facilitando a realizacdo dos
procedimentos experimentais. Com esse protocolo, conseguiu-se induzir
mucosite oral nos animais de forma similar a relatada na literatura, com
surgimento dos primeiros sinais de 4 a 5 dias ap6s o inicio da
quimioterapia (Scully et al.>’, 2006). O pico da mucosite foi observado
entre os dias 9 e 13 do experimento, 0 que esta de acordo com estudos
descritos anteriormente (Sonis et al.®?, 1990; Sonis et al.%”, 1997; Morvan

et al.*’, 2004).

O protocolo para realizagdo da anestesia seguiu as
recomendagdes do Guia de Experimentagdo Animal do Conselho
Canadense de Protecdo ao Animal®’ (CCAC) que preconiza a associagéo
do anestésico geral ketamina, para produzir rigidez muscular e tornar o
animal alheio ao ambiente externo, ao relaxante muscular xilazina, para
melhorar a analgesia e reduzir o tbnus muscular. J&4 a dosagem desses
medicamentos especificamente para hamsters foi baseada nas normas da
Fundacdo Oswaldo Cruz'® (FIOCRUZ) de 2005 e condiz com a dosagem
utilizada por Sonis et al.®? em 1990 no desenvolvimento do modelo animal
de indugéo de mucosite. A injecao intramuscular deste tipo de anestesia é
contra-indicada em hamsters pela possibilidade de provocar necrose
muscular. Portanto, a via de administragao escolhida para este estudo foi
a intraperitoneal, também aplicada por Sonis et al. ®®; Sonis et al. %
nos trabalhos envolvendo a utilizagdo deste tipo de animal. Durante o

periodo de anestesia, os animais permaneciam com os olhos abertos
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devido ao relaxante muscular. Tal fato implicou em alguns cuidados como
a utilizacdo de compressas de gaze esterilizadas umedecidas em soro
fisiolégico durante os procedimentos experimentais para evitar o

ressecamento das corneas.

Alguns estudos utilizam anestésicos inalatérios como
agentes volateis derivados de éter (dietil éter, isoflurano, entre outros)
(Sonis et al.’’, 1997; Clarke et al.®, 2002). A metabolizagdo desses
agentes pelo organismo € minima, uma vez que sao exalados pelo
pulmao e, assim que se remove 0 anestésico da narina dos animais, o
efeito cessa em poucos segundos. Este tipo de procedimento é utilizado
quando se requer anestesias diarias dos animais ja que a anestesia com
ketamina e xilazina necessita de certo tempo para completa
metabolizacdo e eliminagdo pelo organismo. Além disso, para utilizagao
de anestésicos inalatorios, € necessario haver uma infra-estrutura
adequada para garantir a correta administracdo e monitoramento dos
animais. Como o procedimento anestésico dos animais durante este
estudo era realizado, de maneira geral, a cada dois dias, optou-se em

utilizar anestesia intraperitoneal pela maior facilidade na realizagao.

A maioria das pesquisas para o tratamento de mucosite
oral estuda medidas paliativas e, tendo em vista a importancia clinica
dessa complicagdo no tratamento antineoplasico, a busca por terapias
que tragam nao so6 o alivio dos sintomas, mas também atuem de forma

preventiva e curativa, tornou-se imprescindivel. Alguns estudos utilizam
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agentes com acao especifica no epitélio da mucosa oral no intuito de
diminuir a incidéncia e a severidade da mucosite (Sonis et al.61, 1992;
Sonis et al.?®, 1995; Sonis et al.®’, 1997; Hejna et al.*', 2001; Spielberger
et al.®®, 2004). A utilizagdo da terapia com luz também faz parte dos
estudos que pesquisam agentes que atuem diretamente sobre a mucosa
oral. O laser terapéutico tem sido pesquisado como alternativa de
tratamento da mucosite (Barasch et al.’, 1995; Cowen et al.®, 1997;
Migliorati et al.*®, 2001; Sandoval et al.*®, 2003; Nes, Posso’, 2005) uma
vez que ja esta comprovada a sua eficacia no tratamento de ulceras e
feridas de diversas etiologias (Karu**, 1989). Os estudos obtiveram
resultados positivos tanto com relagdo a redugao da severidade quanto a

prevengao da mucosite.

Outra fonte promissora no processo de fotobioestimulacao
€ o LED (light emitting diode), que pode atingir, em uma unica aplicagao,
extensas areas de feridas, mantendo intensidade e densidade de energia
homogéneas (Sommer et al.°®, 2001) por meio da utilizacdo de pontas
com didmetros maiores. Constitui uma alternativa menos onerosa que o
laser e, segundo Whelan et al.”* (2002) exerce os mesmos efeitos
curativos em feridas de mucosa e € uma terapia que pode ser utilizada
para o tratamento da mucosite oral. Entretanto, encontramos na literatura
somente dois trabalhos que pesquisaram o LED para este fim. Além do
mais, essas pesquisas foram realizadas em pacientes, requerendo estudo

em animais para um melhor entendimento de todos o0s processos
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biologicos presentes durante o tratamento da mucosite com LED. Esses

fatos constituiram um estimulo para a realizagao deste trabalho.

Em nosso estudo utilizamos um protétipo de LED que
produz luz com comprimento de onda de 630nm + 10nm situado na faixa
de luz vermelha dentro do espectro eletromagnético. Em um estudo piloto
prévio (Sacono et al.*>°, 2005), verificou-se que os efeitos clinicos do LED
vermelho (630nm) e infravermelho (880nm) foram semelhantes, com
ambos os comprimentos de onda sendo efetivos para a reducido da
severidade da mucosite induzida por quimioterapia em hamsters.
Consequentemente, ha fortes evidéncias de que ambos os comprimentos
sao apropriados para o tratamento da mucosite. No entanto, optou-se
pelo comprimento de onda de 630nm tendo como base os resultados
descritos por Whelan et al.”* em 2002 e Corti et al."* em 2006, os quais
relataram que o LED vermelho foi capaz de reduzir a incidéncia e a

duragédo da mucosite em pacientes submetidos a quimioterapia.

Esses trabalhos utilizaram densidades de energia bem
mais baixas quando comparados ao presente estudo: 4 J/cm? ‘Whelan et
al.”*, 2002) e 0.99 J/cm? (Corti et al."*, 2006). Entretanto, as aplicacdes
foram diarias e no estudo que utilizou 0.99 J/cm? de densidade o LED foi
aplicado trés vezes ao dia. A densidade de energia utilizada neste
trabalho foi de 12 J/cm? a cada dois dias e baseou-se em pesquisa
conduzida anteriormente (Ferrari?®, 2005), porém, que utilizou o laser para

o tratamento da mucosite em hamsters ao invés do LED. No entanto, o
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estudo piloto realizado previamente (Sacono et al.*®, 2005) demonstrou
que o LED aplicado com essa densidade de energia foi igualmente eficaz
na cura das lesdes orais sem causar danos a mucosa, o0 que justifica a
manutencdo da mesma densidade para este trabalho. Alem disso,
densidades bem maiores ja foram utilizadas na mucosa de pacientes (35
Jicm?) por Nes, Posso® em 2005. A variacdo da densidade de energia
capaz de bioestimular a mucosa tanto de seres humanos quanto de

hamsters talvez se deva as diferengas biolégicas desses organismos.

A aplicacado do LED era feita em contato com a mucosa
para minimizar possivel reflexdo da luz e aumentar a quantidade de
energia absorvida pelo tecido. A regido central da mucosa era irradiada
até o momento do surgimento das primeiras alteragdes clinicamente
visiveis. Quando as lesGes surgiam, o LED era aplicado diretamente
sobre a pior lesdo, que era acompanhada por meio das fotografias
realizadas durante o exame clinico da mucosa. Esse procedimento era
realizado para garantir que a lesdao que seria biopsiada recebesse,
efetivamente, a aplicagdo do LED ja que o didmetro da ponta do aparelho
€ de 0,8 cm sendo insuficiente para cobrir toda a area da mucosa com
uma unica aplicagao. Entretanto, segundo Gutknecht, Eduardo® em 2004,
o feixe de luz possui comportamento gaussiano, o que confere uma
irradiacdo além dos limites da ponta do aparelho, embora com uma
poténcia menor. A Figura 4 ilustra esse fendbmeno de divergéncia do feixe,

porém, numa dimensao subestimada da realidade devido ao fato de a
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maquina fotografica ter filtrado grande parte da luz. Mesmo sabendo
desse fato, optamos por deslocar o feixe de luz para as regides mais
afetadas com o intuito de aplicar a maxima densidade de energia sobre as

lesdes que seriam avaliadas.

No presente estudo, o grupo tratado com LED
desenvolveu mucosite menos severa quando comparado ao grupo nao
tratado (Tabela 7), o que estd de acordo com Corti et al."* em 2006.
Observando-se a Figura 11, pode-se especular certo efeito preventivo
quando se utilizou o LED, ja que existe um numero maior de animais que
nao desenvolveram mucosite, representado pela maior quantidade de
escores 0 no grupo tratado com LED. Porém, esse efeito foi parcial ja que
a maior parte dos animais desse grupo desenvolveu mucosite, mesmo
que com menor severidade. Esses resultados condizem com os achados
de Whelan et al.”* em 2002 que relataram incidéncia de 53% de mucosite
nos pacientes tratados com LED contra a taxa esperada de 70 a 90%,

comprovando o efeito preventivo do LED.

Com relagao ao desenvolvimento da mucosite ao longo
do periodo experimental, verifica-se que a média diaria dos escores para
0 grupo controle positivo € sempre superior ao grupo tratado com LED
(Figura 13), o que confirma a redugao da severidade das lesbes com a
utilizagcado do LED. Essa reducgao foi estatisticamente significante entre os
dias 5 e 9 do experimento (Tabela 9) que foram os dias de crescente

aumento do grau de severidade da mucosite para o grupo nao tratado. Ou
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seja, o LED parece ter atuado favoravelmente na fase em que as lesdes
irlam piorar e depois, seguiu um comportamento semelhante ao grupo
nao tratado durante a fase de recuperagao/cicatrizacdo da mucosite,

porém com menor severidade das lesdes.

Para facilitar a alimentagdo dos animais que
apresentaram mucosite, além da ragcdo na forma normal (em pedacgos) era
ofertada ragao em p6. Administrava-se, também, analgésico via oral para
diminuir a sintomatologia dolorosa provocada pelas ulceras com o objetivo
de eliminar possiveis fatores que pudessem interferir no processo de
alimentagdo. Mesmo assim, houve diminui¢do de peso. A correlagao entre
0S pesos e 0s escores clinico e histolégico para o grupo tratado e nao
tratado foi negativa, ou seja, enquanto uma medida crescia, a outra
decrescia (Tabela 15). Isto ocorre porque o peso tende a diminuir
conforme a severidade da mucosite aumenta. Os animais deixam de se
alimentar e o peso, consequentemente diminui. Este fato pode ser
observado pela analise da evolugao das médias dos pesos (Figura 15),
que acompanhou a evolugdo da severidade clinica da mucosite (Figura
13). Os menores pesos foram registrados nos dias em que os animais
apresentaram os maiores escores clinicos de mucosite (dias 9 e 13 do

experimento).

A taxa de mortalidade encontrada para os grupos tratado
e nao tratado parece também estar relacionada a maior severidade da

mucosite. O grupo tratado com LED apresentou uma taxa de 12,5 % de
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mortalidade contra 25 % do grupo controle ndo tratado, que apresentou
mucosite com maior severidade. A mortalidade também foi associada ao
grau de debilidade do animal. Segundo o National Institute of Health*®
(1989) os pacientes submetidos a terapias contra o cancer podem
desenvolver mielo e imunossupressao devido a acdo do agente
quimioterapico nas células da medula 6ssea. Durante o experimento, foi
observado que, alguns animais se apresentaram muito mais debilitados
que os outros, com quadros de alopécia, infecgdo associada a mucosite e
rapida perda de peso, fatos estes, provavelmente relacionados a
quimioterapia. Diante da possivel imunossupressdo causada pela
quimioterapia, as ulceras induzidas nos animais constituiram uma porta
de entrada para microrganismos, podendo levar a casos de infecgoes
secundarias e até mesmo septicemia generalizada. Diante disto, a
limpeza das caixas onde os animais ficavam durante o periodo
experimental foi realizada a cada trés dias, procedendo-se todas as
etapas necessarias para uma correta desinfeccéo (lavagem com agua,

sab&o e hipoclorito de sédio e uso de alcool 70%).

A avaliagéo histoldgica da mucosa dos animais também
apresentou diferengas estatisticamente significantes entre o grupo tratado
e 0 nao tratado (Tabela 13), mostrando reducdo da severidade de
inflamagao com a utilizagdo do LED. A média diaria dos escores foi menor
entre os dias 5 e 13 do experimento com diferencga significante para o dia

9, dia de pico da mucosite para o grupo nao tratado (Figura 18 e Tabela
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13). Esses resultados demonstraram que o grau de inflamacédo da
mucosa também diminuiu com a utilizagcdo do LED. No entanto, o efeito
preventivo da inflamagao nao existiu, pois a quantidade de escores 0 foi
praticamente igual para o grupo tratado e n&o tratado. Muitos animais que
tiveram a mucosa classificada como saudavel clinicamente, na realidade
possuiam um grau de inflamagdo na mucosa, porém, discreto. Isto é
comprovado pela diminuicdo da quantidade de escores 0 e aumento de
escores 1 quando comparado ao grupo nao tratado (Figura 16). Portanto,
algumas alteragdbes na mucosa sao identificadas somente durante o

exame histolégico, sem apresentar quaisquer sinais clinicos perceptiveis.

Durante a avaliagao histologica, além da comprovagao da
diminuicdo da severidade da inflamagdo com a utilizacdo do LED, foi
possivel constatar também, seu efeito na cicatrizagdo das lesdes. A
analise da Figura 20 nos mostra que o LED foi efetivo na cicatrizagdo das
Ulceras presentes na mucosa. Até mesmo animais que possuiam o pior
grau de mucosite clinica (escore 5), representado por completa ulceragao

da mucosa, apresentaram cicatrizagcdo dessas lesoes.

Um achado histopatolégico que merece atengao especial
em nosso estudo foi a presenga de degradagdo muscular somente no
grupo tratado com LED (Figuras 19d, 19e, 19g, 19h). Nenhum trabalho
encontrado na literatura relata resultados semelhantes, mesmo nas
pesquisas envolvendo o laser. A degradacdo envolveu 18% das

amostras e nao estava relacionada a severidade da mucosite, pois a
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alteragdo estava presente mesmo nos animais que receberam escores
baixos tanto para a mucosite clinica quanto para o grau de inflamagao do
tecido. Os animais que apresentaram degradagdo muscular da mucosa
nao chegaram a desenvolver lesdes ulcerosas propriamente dita em
nenhum momento do experimento, o que talvez pudesse explicar essa
degradacao muscular pelo fato da perda da continuidade do epitélio o que
promove uma maior exposi¢gao a possiveis agressdes do meio externo.
Portanto, ha fortes evidéncias de que essa degradacéao esteja relacionada
exclusivamente a aplicagcdo do LED sobre o tecido. Na Figura 19d
podemos observar melhor esse fato. A parte superior do tecido foi tratada
com LED e, apesar da integridade do epitélio, observa-se intensa
degradacao das fibras musculares. Ja a parte inferior ndo foi tratada e
apresentou normalidade histolégica sem nenhum grau de degradagao de

fibras musculares, as quais se mantiveram integras.

Segundo Danhof'®, 2000 (apud Gutknecht, Eduardo®,
2004), apos a absorgao da energia da luz laser pelo tecido, ocorre um
processo de transformagdo gerando duas formas de reacgdo: caldrica e
acalérica. A reacdo acaldrica € responsavel por transformacdes
bioquimicas relacionadas aos efeitos analgésicos, antiinflamatérios e
proliferativos, ou seja, aos efeitos de biomodulagao do laser. Ja a reagao
caldrica pode provocar efeitos diretos sobre os tecidos absorvedores e
adjacentes. Como o LED é uma fonte de luz com -caracteristicas

semelhantes ao laser (porém nao totalmente colimada e coerente), esse
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mecanismo de interacdo luz-tecido também pode ser aplicado a ele.
Tendo em vista esses conhecimentos, pode-se especular que houve um
aumento de temperatura no tecido durante a aplicagdo do LED, gerando
calor suficiente para provocar uma agressdo a mucosa, no caso, a
degradacdo muscular. Portanto, € pertinente medir-se, entdo, a variagao

de temperatura na mucosa durante a aplicagdo dessa fonte de luz.

Apos o surgimento dessa questao, resolveu-se investigar
esse fato por meio do mapeamento térmico da mucosa dos animais
mediante a utilizacdo do LED. Entretanto, verificou-se que a variagao de
temperatura foi muito baixa, promovendo um aumento de temperatura de,
no maximo, 3° C (Figura 24). Um fato interessante observado durante
este procedimento foi a interferéncia da protecao utilizada na ponta do
aparelho na variagao de temperatura. O filme de PVC promoveu um maior
aumento da temperatura na mucosa, talvez interferindo no processo de
transmissao de calor ou dissipacao do calor pelo tecido. Durante o
mapeamento térmico realizamos quatro aplicagdes consecutivas do LED
e pbde-se observar (Figuras 24 e 25) que a variagdo de temperatura foi
aumentando gradativamente a cada aplicagdo, o que indica que o tecido
nao foi capaz de dissipar o calor em tado pouco tempo favorecendo, entao,
um acumulo de calor na mucosa jugal dos animais. Todavia, este fato nao
ocorreu durante o experimento ja que o LED foi aplicado uma uUnica vez
nos dias de tratamento. Se considerarmos as temperaturas medidas

somente para a primeira aplicacdo do LED no tecido, a variagdo de
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temperatura maxima encontrada cai para, no maximo, 2° C. Especula-se
que uma variagao tdo baixa ndo seja capaz de causar agressao a

mucosa.

Talvez a degradacdo muscular ndo tenha sido inerente
somente ao aumento de temperatura da mucosa, pois no estudo piloto
previamente realizado (Sacono et al.®, 2005) ndo foi observada
degradagdao muscular em nenhuma amostra. O mapeamento térmico foi
realizado tanto para o prototipo utilizado neste estudo quanto para o
aparelho de LED utilizado no estudo piloto e a variagao de temperatura foi
muito similar (resultados nao apresentados), promovendo um aumento de

temperatura em torno de 3° C.

No estudo piloto utilizou-se o FisioLED, um aparelho
comercialmente disponivel que emite ondas com 630 nm + 10 nm de
comprimento. No presente estudo, a poténcia do aparelho de LED foi
aumentada de 100 mW para 160 m\W em comparacdo ao estudo piloto.
As demais caracteristicas do aparelho foram mantidas para ambos os
estudos. A mesma densidade de energia de 12 J/icm? foi utilizada
diminuindo-se, portanto, o tempo de irradiacdo do LED tendo em vista sua
maior poténcia. A modificacdo da poténcia do aparelho ndo implicou
somente na diminui¢gdo do tempo de irradiacdo, mas também no aumento
da intensidade luminosa, aspecto este ndao muito explorado nos trabalhos

cientificos que utilizam o laser ou o LED para o tratamento de feridas.
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A intensidade de luz (expressa em mW/cm?) é a poténcia
de saida do aparelho por unidade de area e € utilizada para medir danos
microtérmicos aos tecidos (Gutknecht, Eduardo®, 2004). Baseados na
seguinte equacao: | = P/A, onde | é a intensidade da luz, P a poténcia do
aparelho e A a area do feixe de luz que corresponde a area da ponta do
aparelho, encontramos que, com o aumento da poténcia, houve um
aumento consideravel da intensidade do LED de 127 mW/cm? (estudo
piloto) para 318 mW/cm? (presente estudo). Portanto, pode-se suspeitar
que a degradacdo muscular também possa estar relacionada a
intensidade do aparelho utilizado, um parametro importante que deve ser

considerado durante as terapias fotonicas.

Segundo Somer et al.’®, 2001, os parametros densidade
de energia e intensidade sado claramente independentes, ou seja, a
alteracdo de um parametro nao interfere no valor do outro. Quando um
fabricante aumenta a poténcia do aparelho para diminuir o tempo de
aplicagao da luz e gerar maior praticidade no tratamento, mesmo se o
usuario mantiver a densidade de energia considerada efetiva pela
literatura, pode haver um aumento consideravel na intensidade da luz e,
de acordo com nosso estudo, gerar algum tipo de dano ao tecido
irradiado. Outras reagdes, que ndo dependentes exclusivamente do calor,
devem estar envolvidas no processo de degradagdo muscular observada
no grupo tratado com LED. Mais estudos devem ser conduzidos para

melhor entender os efeitos da poténcia, da intensidade e do aumento de
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temperatura provocados pelo LED no tecido. Os mecanismos de acao do
LED em tecidos biologicamente ativos ainda nao esta totalmente

esclarecido, constituindo linhas de pesquisa potenciais nessa area.



Conclusdo

*



7 Conclusao

A aplicagdo do LED com comprimento de onda de 630
nm, 160 mW de poténcia, densidade de energia de 12 J/cm? e aplicagdo
unica durante 37,5 segundos foi efetiva na reducdo da severidade da
mucosite induzida por quimioterapia em hamsters e na cicatrizagao das
lesdes orais, embora nado tenha prevenido completamente o surgimento

das mesmas.
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Anexo 2 — Atestado de sanidade animal fornecido pela AniLab
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Anexo 3 - Dados referentes a classificagao clinica da mucosite induzida no Grupo |

Grau de mucosite (Grupo | - LED)

Dia

15

0.000

14

0.250

13

2.000

12

1.708

10

2.042

1.500

1.775

1.550

0.750

4

0.536

Amostra

10
1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
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53
54
55
56
Média
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Anexo 4 - Dados referentes a classificagéo clinica da mucosite induzida no Grupo I
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Anexo 5 - Dados referentes a classificagéo clinica da mucosa no Grupo Il (controle negativo)

Grau de mucosite
Amostra Dia 5
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
8 0
9 0
10 0
11 0
12 0
Média 0




Anexos

Anexo 6 — Peso em gramas dos animais do Grupo | ao longo do experimento
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Peso em gramas (Grupo | - LED)
Dia

Amostra 0 2 3 4 5 6 8 9 0 | 12 | 13 | 14 | 15
1 110 | 100 | 100 | 100 | 100

2 105 | 100 | 100 | 100 | 100

3 100 | 110 90 95 95

4 105 | 100 | 100 | 100 95

5 110 | 105 | 100 | 100 | 100

6 110 | 110 | 100 | 100 | 100

7 110 | 110 | 100 | 100 | 100

8 100 | 100 90 95 90

9 100 | 100 | 100 | 100 90 90 90

10 100 | 100 | 100 | 100 90 90 80

11 120 | 120 | 110 | 110 110 | 100 | 100

12 100 | 100 | 100 90 90 75 70

13 110 | 100 | 100 95 90 80 70

14 110 | 100 | 100 | 100 90 90 80

15 105 | 100 95 100 90 90 90

16 110 | 110 | 100 | 100 90 80 80

17 100 | 100 95 95 85 80 70 60 60

18 120 | 110 | 110 | 110 100 90 80 70 70

19 110 | 105 | 100 | 100 95 100 100 | 100 | 105

20 100 | 100 | 100 | 100 90 90 90 95 95

21 105 | 110 95 95 85 80 70 65 60

22 105 | 100 | 100 | 100 90 90 90 90 90

23 100 | 100 90 90 90 80 80 80 90 90
24 100 | 100 | 100 | 100 100 | 100 100 | 110 110 | 110
25 110 | 110 | 110 | 110 110 | 110 110 | 110 115 | 115
26 105 | 100 | 100 | 100 100 | 100 90 100 100 | 100
27 105 | 110 | 100 | 100 100 | 105 110 | 105 110 | 110
28 100 | 100 90 90 90 90 90 90 100 | 100
Média 105.9 [ 103.9| 99.1 | 99.1 | 97.5 | 93.8 | 90.5 | 82.5 | 90.0 | 89.6 | 80.0 | 104.2 | 104.2
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Anexo 7 — Peso em gramas dos animais do Grupo Il ao longo do experimento
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Peso em gramas (Grupo Il - controle positivo)
Dia

Amostra 0 2 3 4 5 6 8 9 10 12 13 14 15

1 110 110 100 100 100

2 105 100 100 90 90

3 120 120 110 110 110

4 120 110 110 105 100

5 110 110 100 100 95

6 120 110 105 100 100

7 110 110 110 110 110

8 110 110 100 100 100

9 115 110 100 100 90 | 90 80

10 115 115 110 105 100 | 90 80

11 115 110 110 105 100 | 95 | 90

12 110 110 100 100 90 | 80 80

13 110 110 100 100 90 | 80 80

14 110 110 100 100 90 | 80 70 70 | 70

15 115 110 100 100 100 | 90 80 80 | 70

16 115 110 105 105 100 | 100 110 | 110 | 100

17 110 110 100 100 100 | 100 100 | 100 | 100

18 115 110 110 100 100 | 90 85 85 | 90

19 115 110 110 110 110 | 110 110 | 115 110 120
20 110 110 105 105 100 | 105 110 | 110 110 110
21 115 110 110 110 105 | 110 110 | 110 110 110
22 110 100 100 95 90 | 85 80 80 85 90
23 110 110 100 100 100 | 100 100 | 110 110 110
24 115 110 110 110 100 | 105 105 | 110 110 115
Meéedia | 112.9 | 109.8 | 104.4 | 102.5 | 100.6 | 97.8 | 94.4 | 82.0 | 96.4 | 98.2 | 86.0 | 105.8 | 109.2

Anexo 8 — Peso em gramas dos animais do Grupo Il (controle negativo) no dia do sacrificio

Amostra

Peso dos animais (g)
Dia 5

1

110

100

100

110

110

110

o 0|~ W(N

106.67
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Anexo 9 — Dados referentes a classificagao histolégica da mucosite induzida no Grupo |

Dia
5 9 13 15
0 1 4 1
0 1 4 1
1 0 0 0
1 1 1 0
1 1 1 0
3 1 1 0
Grau de 1 2 0 0
inflamacgao 1 4 2 0
Grupo | 1 1 1 0
(LED) 0 1 0 1
2 4 0
2 0 1
1 0
1 1
1 1
0
Média 1.000 1.267 1.400 0.333

Anexo 10 — Dados referentes a classificagao histoldgica da mucosite induzida no Grupo Il

Dia
5 9 13 15
1 3 3 0
0 0 0 0
1 3 0 0
0 4 1 0
1 4 0 0
2 2 2 0
_ Grau de 3 4 2
inflamacao ] 4 0
Grupo I
(controle 1 4 0
positivo) 2 4 0
1 1
2
1
1
3

Média 1.333 3.200 1.000 0.273
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Anexo 11 — Dados referentes a classificagdo histolégica da mucosa no Grupo Ill (controle negativo)

Grau de inflamagao
Amostra Dia 5
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
8 0
9 0
10 0
11 0
12 0
Média 0

Anexo 12 — Dados referentes ao mapeamento térmico da mucosa jugal dos animais, com protegao

da ponta do LED (filme de PVC) e sem protegao

Com protegao
Tempo R1 T1 VI1 R2 T2 VT2 R3 T3 VT3 R4 T4 VT4
0 116 2831 0 113 2985 0 1.13 3002 O 111 3105 O
15 1.14 2968 1.37 111 315 166 1.11 31.16 1.14 1.1 32.02 0.97
37,5 1.12 30.88 2.57 1.08 32.76 2.91 1.08 32.7 2.68 1.08 32.76 1.71
Sem protegao
Tempo R1 T1 VI1M R2 T2 VT2 R3 T3 VI3 R4 T4 VT4
0 117 2785 0 117 2785 0 115 2911 0 114 2956 O
15 1.15 28.71 0.86 1.16 28.36 0.51 1.14 29.68 0.57 -- - -
37,5 114 2956 1.71 1.14 29.39 154 1.13 30.13 1.03 1.11 311 1.54

R1, R2, R3 e R4 séo os valores de resisténcia elétrica medidos com o multimetro digital.
T1, T2, T3 e T4 sdo as temperaturas calculadas segundo a calibragédo do termistor: (T (°C) = 94,6 - 57,1 x R).

VT1, VT2, VT3 e VT4 sdo as variagdes de temperatura: temperatura final - temperatura inicial.
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