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RESUMO

Ibuki FK. Estudo do efeito da irradiacdo com laser em baixa intensidade no sistema
antioxidante de glandulas salivares de ratas diabéticas induzidas por streptozotocina
[dissertac&o]. Sado Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia;
2010.

O objetivo do presente estudo foi o de analisar o efeito da irradiacdo com laser em
baixa intensidade no sistema antioxidante enzimatico de glandulas salivares
submandibular (GSM) e parétida (GP) de ratas diabéticas induzidas por
estreptozotocina. As ratas foram inicialmente divididas em grupos nao-diabéticas (C)
e diabéticas (D) e mantidas pelo periodo experimental de 30 dias. No vigésimo nono
dia as ratas foram subdivididas em seis grupos, sendo trés grupos de animais nao
diabéticos (CO, C5 e C20) e trés de animais diabéticos (DO, D5 e D20), de acordo
com a dose de irradiacdo laser que cada grupo recebeu (0, 5 e 20 J/icm?
respectivamente). Para a inducéo do diabetes foi realizada a injecao intraperitoneal
de estreptozotocina (60 mg/kg de peso corporal) dissolvida em tampéo citrato de
sédio 0,1 M, pH 4,5. Os animais pertencentes aos grupos “C” (ndo diabéticos)
receberam a injecdo somente do veiculo. As glicemias foram verificadas 72 horas
apos a inducédo do diabetes, para a confirmacgéo do estado diabético nos grupos “D”.
Foram considerados diabéticos os animais que apresentaram glicemia superior a
250mg de glicose/dl de sangue. A irradiagcdo com laser em baixa intensidade seguiu
a metodologia determinada pelo método de Simdes et. al. (2009). Os animais foram
eutanasiados 24 horas ap6s a irradiacdo, sendo imediatamente removidas as
glandulas salivares para a realizacdo das analises bioquimicas. Foram determinados
através de espectrofotometria, os valores de total antioxidante (TAS) e as atividades
das enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx). Através da andlise dos resultados podemos concluir que em GSM de ratas
diabéticas o laser com dose de 20J/cm? causou aumento na atividade da enzima
SOD. E independente da dose, causou aumento nos valores de TAS e atividade da
enzima CAT. J4 em GSM de ratas ndo diabéticas a dose de 20J/cm? causou
diminuicdo dos valores de TAS. E independente da dose a irradiacdo com laser
levou a um aumento da atividade da enzima CAT. Nas paroétidas de ratas diabéticas,

independente da dose, a irradiacdo com laser causou diminuicdo da atividade da



enzima CAT. E em GP de ratas ndo diabéticas a dose de 5J/cm? causou diminuicdo

da atividade da enzima CAT.

Palavras-Chave: Glandula salivar. Diabetes mellitus. Antioxidantes. Laser



ABSTRACT

Ibuki FK. Effect of low power laser irradiation on the antioxidant system of
salivary glands of diabetic rats induced by streptozotocin [dissertation]. Sdo
Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2010.

The aim of the present study was to analize the effect of low-power laser
irradiation in the antioxidant enzymatic system of submandibular (GSM) and
parotid (GP) salivary glands of diabetic rats induced by streptozotocin. The rats
were initially divided into non-diabetic animals (C) and diabetic-animals (D) and
maintained by the experimental period of thirty days. Twenty-nine days after
diabetes induction, the animals were randomly divided into six groups: three
diabetic groups (DO, D5 and D20) and three non-diabetic groups (C0O, C5 and
C20), according with laser irradiation dose that each one received (0, 5 and
20J/cm?, respectively). For diabetes induction an intraperitoneal injection of
streptozotocin (STZ) (60mg/Kg body weight), dissolved in 0.1M sodium citrate
buffer, pH 4.5 was performed. In non-diabetic animals, only the citrate buffer
was used. The diabetes condition was confirmed seventy-two hours after
animals have received the STZ injection. Rats with blood glucose level higher
than 14mM (250 mg/100ml) were considered diabetic. The laser irradiation was
performed according to Simdes et.al. method (2009). Twenty-four hours after
the irradiation rats were euthanized. Then, immediately after the euthanasia,
salivary glands were removed for biochemical analysis. The total antioxidant
values (TAS) and the activity of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT)
and glutathione peroxide (GPx) enzymes were determined in
spectrophotometer. Analyzing the results we can conclude that in GSM of
diabetic rats the laser irradiation with 20J/cm? increased the SOD activity. With
the two different doses, increased the TAS values and CAT activity. However, in
GSM of non-diabetic rats, laser irradiation with 20J/cm?, decreased the TAS
values and led to an increase in CAT activity, regardless of the dose. In parotid
glands laser irradiation decreased the CAT activity with either dose of 5J/cm? or
20 J/cm? and the laser irradiation with dose of 5J/cm?, decreased the CAT

activity in parotid glands of non-diabetic rats.

Keywords: Salivary gland. Diabetes. Antioxidant system. Laser
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1 INTRODUCAO

Desde o ano de 1889, quando Von Mering e Minkowski descobriram no
pancreas a causa para o diabetes mellitus, pesquisadores se esforcam para
encontrar algum efeito benéfico sobre esta doenca a fim de diminuir os seus
sintomas ou quem sabe encontrar a sua cura (1).

O diabetes mellitus pode ser basicamente classificado em dois tipos (a) Tipo
1: quando ha deficiéncia absoluta de insulina; (b) Tipo 2: quando ha resisténcia a
insulina produzida e assim o organismo ndo consegue utiliza-la efetivamente.
Existem ainda outros tipos de diabetes como a gestacional, desenvolvida durante a
gravidez, porém desaparece em seguida (2).

Os principais sintomas apresentados pelos pacientes portadores de diabetes
sdo polifagia, polidria e polidipsia (3). No entanto, muitos estudos mostram
complicagbes orais associadas ao diabetes, incluindo problemas periodontais, maior
incidéncia de cérie dental, xerostomia e/ou hipossalivacao (4-8).

Durante o metabolismo s&o gerados radicais livres, incluindo as espécies
reativas de oxigénio (EROs). As EROs contém elétrons ndo pareados e a presenca
de elétrons ndo pareados no atomo ou na molécula aumenta a sua reatividade
quimica, conferindo-lhes grande instabilidade, pois em busca de estabilidade,
tendem a acoplar o elétron que se encontra ndo pareado com outro que esteja
presente em estruturas proximas a sua formacao, comportando-se como doadores
(redutores) ou receptores (oxidantes) de elétrons (9). Assim, quando em alta
concentracdo podem agir de varias maneiras atingindo macromoléculas do sistema
bioldégico, provocando desde desnaturacdo de proteinas, com consequente
inativacdo de enzimas, até peroxidacdo lipidica, comprometendo funcdo e
estabilidade principalmente das membranas plasmaticas celulares.

No entanto, a fim de prevenir estes possiveis danos, nosso organismo dispde
de mecanismos denominados sistemas antioxidantes. E o desequilibrio entre os proé-
oxidantes e os antioxidantes em favor da geracdo de danos é conhecido como
estresse oxidativo (10).

No paciente portador de diabetes existem consideraveis evidéncias de que o
estresse oxidativo estd aumentado, e que este aumento poderia estar relacionado

com o desenvolvimento das complicacdes tardias do diabetes (11, 12). Além disso,



14

alguns autores relatam que os processos de glicacdo e a geracdo de produtos
avancados de glicacdo (AGEs — advanced glycation end-products), mecanismos
envolvidos no aparecimento das complicacbes do diabetes, estaria relacionado
também com estresse oxidativo (13, 14). Diversos fatores podem contribuir para uma
maior geracao de radicais livres no paciente com diabetes. Alguns estudos mostram
gue o estado hiperglicémico crénico tém relacéo direta com este aumento (14), uma
vez que auto-oxidacdo da molécula de glicose (15) e a formagéo de AGEs levam ao
aumento da concentracao de EROs (16).

Com o sistema antioxidante possivelmente debilitado, maior geracdo de
radical livre e conseqlentemente maior geracdo de danos celulares e teciduais,
incluindo células e tecidos de glandulas salivares, a producdo de saliva no paciente
portador de diabetes poderia estar comprometida trazendo como consequéncia a
hipossalivacdo. Segundo estudos prévios, a reducédo do fluxo salivar em pacientes
diabéticos pode estar relacionada com o aumento do estresse oxidativo nas
glandulas salivares (17-19).

A inducdo quimica do diabetes, por drogas diabetogénicas (aloxana ou
estreptozotocina), em modelos experimentais de ratos vem sendo utilizada para
estudo dos efeitos da falta parcial de insulina e do aumento da glicemia sobre a
fungéo das glandulas salivares.

Desde a criacdo do primeiro laser, ele vem sendo utilizado em areas médicas
com finalidade principalmente antiinflamatéria, analgésica e biomodulatoria. Estudos
recentes mostram a utilizacdo do laser na melhoria de qualidade de vida de
pacientes oncolégicos, que devido a radioterapia apresentam mucosite oral
associado a dor intensa, xerostomia e/ou hipossalivagdo (20). Além disso, o laser
em baixa intensidade também se mostrou util na prevencdo da mucosite oral (21-
23). Outros estudos mostram que aplicacdes de laser em baixa intensidade
melhoram o fluxo salivar de pacientes oncolégicos submetidos a quimio e
radioterapia (24). Aumento no fluxo salivar e melhoria na xerostomia de pacientes
com Sindrome de Sjbgren, apos irradiacdo com laser em baixa intensidade também
foi relatado (25).

Estudos utilizando glandulas salivares de ratos diabéticos induzidos
quimicamente demonstraram interferéncia da irradiagdo com laser em baixa
intensidade na atividade enzimatica, metabolismo protéico e fluxo salivar dos ratos

diabéticos comparados com o grupo controle (25-29).
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Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da irradiacdo com laser
em baixa intensidade no sistema antioxidante das glandulas submandibulares e
parétidas de ratas diabéticas induzidas por estreptozotocina, através das analises de
total antioxidante e atividade das enzimas catalase, superoxido dismutase e

glutationa peroxidase.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diabetes mellitus

De acordo com a Organizacdo mundial de Saude (Word Health Organization
— WHO) e com o “Expert Committe on the Diagnosis and Classification of Diabetes
Mellitus” (2003) (2, 30), diabetes mellitus é um distirbio metabdlico de etiologia
multipla decorrente da producdo insuficiente de insulina pelo pancreas ou da
incapacidade do organismo utilizar efetivamente a insulina produzida.

O pancreas é composto por dois tipos principais de tecidos: (1) os acinos e (2)
as ilhotas de Langerhans. As ilhotas sdo constituidas por quatro tipos principais de
células, as células a, B, 6 e PP. As células o constituem 25% de todas as células da
ilhota e s&o responsaveis pela secrecdo do horménio glucagon. J& as
células B constituem cerca de 60% do total de células e s@o responsaveis pela
secrec¢do de insulina e amilina. As células 5 representam cerca de 10% de todas as
células e secretam o horménio somatostatina. Por fim, as células PP que sao
encontradas em menor numero nas ilhotas secretam um hormoénio denominado
polipeptidio pancreético, cuja funcdo ainda € incerta. A insulina e o glucagon séo
dois hormdnios fundamentais na regulacdo normal do metabolismo da glicose, dos
lipideos e das proteinas. Estes hormdnios pancreaticos sdo responsaveis por regular
a homeostase da glicose, através do controle do balanco entre a producdo da
glicose hepética e a utilizacdo da glicose pelos tecidos dependentes de insulina
(figado, musculo e tecido adiposo) e os ndao dependentes de insulina (cérebro e rins)
(31, 32)

A insulina, uma proteina pequena, composta por duas cadeias de
aminoacidos conectadas por pontes dissulfeto, foi isolada pela primeira vez do
pancreas em 1922 por Frederick G. Banting e Charles H. Best, revolucionando o
tratamento do paciente diabético (1). Além do efeito primario que este hormdnio
causa na homeostase da glicose, ele também promove uma série de outros eventos

celulares como regulacdo do transporte de ions e aminoacidos, metabolismo de
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lipideos, sintese de glicogénio, sintese e degradacédo de proteinas e sintese de DNA
(31).

Os efeitos do horménio insulina sobre as células-alvo tém inicio através da
ligacdo desta aos seus receptores situados na membrana plasmética. O receptor da
insulina € composto de quatro subunidades: duas subunidades a (situadas do lado
externo a membrana celular) e duas f (atravessam a membrana, protuindo no
citoplasma celular). Devido & ligag&o existente entre as subunidades a e B, a insulina
ao se ligar a subunidade o, provoca a autofosforilacdo das subunidades  projetadas
para o interior das células. A autofosforilagdo ativa a tirosina quinase (enzima
ativada) que ira causar a ativacao ou inativacdo de algumas enzimas intracelulares,
dirigindo assim o metabolismo intracelular, para entdo produzir os efeitos desejaveis
sobre o metabolismo dos nutrientes, resultando principalmente em aumento da
captacdo de glicose pelas células do organismo provocado pelo aumento da
permeabilidade celular devido a estimulacdo da sintese de transportadores de
glicose (GLUTS) e sua translocacao para a membrana plasmatica (32).

A auséncia de insulina, alteracdes nos seus receptores, na afinidade e a
resisténcia a insulina produzida, impedem a captacdo e a utlizacdo efetiva da
glicose pelas células do corpo, elevando conseqientemente o nivel da glicemia.
Assim a utilizacdo de glicose pelas células fica cada vez menor enquanto a
utilizacao das gorduras e proteinas aumenta (32).

Em 1889, os pesquisadores Baron Joseph Von Mering e Oscar Minkowski,
observaram que caes normais desenvolviam diabetes severo quando tinham seu
pancreas removido, identificando no pancreas a causa do diabetes. A partir desta
data iniciaram os estudos sobre diabetes mellitus (1).

O diabetes é caracterizado por hiperglicemia cronica com distarbios do
metabolismo de carboidratos (33), lipideos (19, 34) e proteinas (15), a qual em longo
prazo esta associada a danos, disfuncao e faléncia de varios 6rgaos, principalmente
olhos, rins, nervos, coracdo e vasos sanguineos.

O quadro clinico do diabetes mellitus depende do tipo de diabetes e da
gravidade das complicagfes clinicas. O diabetes mellitus pode ser classificado
basicamente em dois tipos (1) Tipo 1: quando h& destruicdo (auto-imune ou
idiopatica) das células beta do pancreas, ocasionando conseqientemente

deficiéncia absoluta de insulina; (2) Tipo 2: quando ha resisténcia & insulina
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produzida e assim o organismo ndo consegue utiliza-la efetivamente. Existem ainda
outros tipos de diabetes como a gestacional, desenvolvida durante a gravidez,
porém desaparece em seguida (2).

No diabetes tipo 1 doencas auto-imunes e hereditariedade podem estar
envolvidas na destruicdo das células beta, porém 90 a 95% dos casos a destruicao
esta relacionada com um processo auto-imune. Devido a auséncia de insulina, os
trés principais tecidos alvo da acéo da insulina (musculo, figado e tecido adiposo)
ficam incapacitados de captar a glicose, ocasionando hiperglicemia. Assim ha um
desvio do metabolismo de carboidratos para o metabolismo de gorduras (aumento
da utilizacdo de gorduras para obtencdo de energia), aumentando a liberacdo de
cetoacidos no plasma, mais rapidamente do que podem ser captados e oxidados
pelas células teciduais, e este acumulo excessivo de cetoacidos leva ao
desenvolvimento de acidose metabdlica. Pacientes portadores deste tipo de
diabetes sédo geralmente jovens e requerem terapia de reposi¢ao de insulina a fim de
prevenir a cetoacidose (35). Os principais sintomas apresentados por pacientes
acometidos por este tipo de diabetes sao polilria, polidipsia, polifagia com perda de
peso e fraqueza.

Enquanto em individuos saudaveis, a resposta ao aumento de glicose no
plasma ocasiona um aumento na secrecdo de insulina pelas células  do péancreas,
e este aumento nos niveis de insulina circulante resulta em estimulagdo do
transporte de glicose para os tecidos periféricos e inibicdo da gliconeogénese pelo
figado, em pacientes portadores de diabetes tipo 2, ha pelo menos duas deficiéncias
fundamentais: (1) reducéo da sensibilidade dos tecidos periféricos (musculos, tecido
adiposo e figado) a insulina (resisténcia a insulina) ou (2) comprometimento da
funcdo das células B do pancreas em secretarem insulina, resultando em
hiperglicemia crénica, produgéo de glicose em excesso pelo figado (estimulacdo da
glicogendlise) e subutilizacdo de glicose pelos tecidos periféricos. Sendo que,
provavelmente, ambos os fatores, genéticos e ambientais, estdo envolvidos na
patogénese deste tipo de diabetes. Em alguns casos a resisténcia insulinica pode
estar relacionada com alteragbes na ligacdo da insulina com o seu receptor, no
entanto, geralmente, a resisténcia a insulina resulta de um defeito na via de
sinalizacao intracelular poés-receptor (31). Pacientes com diabetes tipo 2, tém
apresentado reducdo significante da atividade da tirosina quinase, enzima

importante no controle do metabolismo intracelular através da ativacdo e inativagédo
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de outras enzimas, provocando principalmente aumento da captacdo de glicose
pelas células do organismo (36). Estes pacientes normalmente apresentam idade
superior a 40 anos, algum grau de obesidade e nao requerem de terapia de
reposicdo de insulina para sobreviver; embora com o tempo, devido & resisténcia
insulinica, a capacidade secretdria do horménio geralmente acaba se deteriorando e
nao se consegue mais controlar os niveis de glicose sanguinea apenas com dieta e
medicamentos hipoglicémicos orais, necessitando de tratamento com insulina (35).
As caracteristicas clinicas principais dos pacientes portadores de diabetes tipo 2
sao: polifagia, polidipsia , politria, obesidade e neuropatia periférica. Sendo que
nestes pacientes, a hiperglicemia é freqientemente associada com hiperinsulinemia,
dislipidemia e hipertenséao (35, 37).

Altas concentracdes de glicose sanguinea causam anormalidades no fluxo
sanguineo e aumento na permeabilidade vascular, ocasionando diminuicdo da
atividade de vasodilatadores e aumento na atividade de vasoconstritores, 0os quais
em longo prazo levam ao desenvolvimento de macro e microangiopatias. Estas
juntamente com as neuropatias sdo exemplos de complica¢gdes cronicas do diabetes

mellitus e séo as principais causas de morbidade e mortalidade (35).

2.2 Sistema antioxidante e o estresse oxidativo

O elemento oxigénio esta presente entre nés como uma molécula diatdmica,
O, Todos os organismos, exceto 0s anaerObios e as espécies aerotolerantes,
necessitam de O, para a producao eficiente de energia (10). O oxigénio é utilizado
em diversas reacOes fundamentais para o0 crescimento, desenvolvimento e
reproducéo celular, no entanto mais de 95% do oxigénio consumido é direcionado
para a respiragao celular (38).

A molécula de oxigénio pode ser reduzida em agua com o0 objetivo de
sintetizar ATP na cadeia respiratéria, que ocorre no interior da mitocondria. Esta
reducdo é catalisada por uma enzima denominada citocromo ¢ oxidase localizada na
membrana interna mitocondrial (38). Porém os estagios intermediarios desta
reducéo sdo a formacdo de radical anion superéxido (O%), peréxido de hidrogénio

(H20,) e radical hidroxila (OH), correspondendo aos estagios de reducdo de um,
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dois e trés elétrons respectivamente (39). Estes trés radicais sdo denominados como
espécies reativas de oxigénio (ERO).

As ERO séo radicais livres, ou seja, espécies quimicas que contém elétrons
ndo pareados. A presenca de elétrons ndo pareados no atomo ou na molécula
aumenta a sua reatividade quimica. Além disso, essa caracteristica confere-lhes
grande instabilidade, pois em busca de estabilidade, tendem a acoplar o elétron que
se encontra ndo pareado com outro que esteja presente em estruturas préximas a
sua formacdo, comportando-se como doadores (redutores) ou receptores
(oxidantes) de elétrons. Aléem delas, as espécies reativas de nitrogénio (0xido nitrico,
diéxido de nitrogénio, peroxinitrito), espécies reativas de enxofre (radical tiila),
espécies reativas de cloro (acido hipocloroso), metais de transi¢cdo (ferro, cobre,
manganés) e as espécies reativas de carbono, sdo outros exemplos de radicais
livres (9).

Os radicais livres sdo gerados, inevitavelmente, como subproduto de varios
processos bioquimicos (reducdo da molécula de oxigénio durante a respiracdo
celular; oxidacdo de catecolaminas e a cascata de ativacao do &cido araquiddnico
produzem elétrons que podem reduzir a molécula de O, em O%; producédo de 6xido
nitrico pelo endotélio vascular e outras células) e em alguns casos,
intencionalmente, como em neutréfilos ativados. Além disso, os radicais livres,
também podem ser gerados no organismo em resposta a radiacdo eletromagnética
vinda do meio externo, como raios X, raios gama, raios UV (ultravioletas), ultrassons
e microondas, e adquiridos diretamente de poluentes oxidantes como o0z6nio e
didxido de nitrogénio (10, 39, 40).

Os radicais livres sdo necessarios para manutencdo do estado redox e
sinalizacdo intracelular e quando em concentracdes ideais, garantem o bom
funcionamento celular (41). No entanto, estas moléculas sdo inerentemente instaveis
devido & presenca de elétrons ndo pareados e, portanto sdo altamente reativos. A
reacdo de um radical com uma molécula ndo radical (todas as macromoléculas
biolégicas, lipideos, proteinas, acidos nucléicos e carboidratos, sdo possiveis alvos)
gera uma reacdo em cadeia com a formacéo de novos radicais livres, que por sua
vez podem reagir com mais macromoléculas (40).

As EROs, em particular, podem causar danos a todas as classes de
macromoléculas celulares. Os fosfolipideos do plasma e das membranas

plasmaticas estdo sujeitas a peroxidacado lipidica, uma reacdo em cadeia iniciada
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com a remocdo de uma molécula de hidrogénio de um acido graxo polissaturado
pela ERO em busca de estabilidade. Os radicais lipidicos gerados reagem com a
molécula de O, dando origem a radicais peroxil e peréxido lipidico juntamente com
malondialdeido. Uma conseqiéncia da peroxidacao lipidica € o aumento
permeabilidade da membrana plasmatica e da membrana de organelas
intracelulares, conduzindo a um influxo de Ca* e outros ions e subseqiiente
tumefacéo celular (42). Além disso, o excesso de Ca®" no interior da mitocéndria
pode desencadear apoptose (43). Desnaturacdo de proteinas, danos a mitocéndria e
ao DNA nuclear séo outras importantes acfes das EROs (40).

No entanto, o nosso organismo dispée de um eficiente sistema antioxidante
gue protege os sistemas biolégicos contra os efeitos potencialmente danosos de
reacoes destas EROs com diversos alvos celulares.

Antioxidante € qualquer substancia que, quando presente em baixas
concentracbes, comparadas com as do substrato oxidavel, atrasa significativamente
ou inibe a oxidagcao do substrato de maneira eficaz (10), podendo agir em diferentes
estagios da sequéncia oxidativa. No interior das células se encontra o sistema
antioxidante enzimatico composto principalmente pelas enzimas superoxido
dismutase, peroxidase e catalase. A enzima superoxido dismutase (SOD) foi
descoberta em 1968 por McCord e Fridovich (44, 45) e é responsavel por catalisar a
reacdo de dismutacdo de duas moléculas de O% em per6xido de hidrogénio e
oxigénio. A SOD foi a primeira enzima, capaz de metabolizar EROs, descoberta e
esta presente no citoplasma (CuzZn-SOD) e na mitocondria (Mn-SOD) em diferentes
isoformas (40, 45). Duas enzimas sdo capazes de remover H,O,. A glutationa
peroxidase (GPx) foi descoberta por Mills em 1959 e desde entdo ja foram
identificadas 5 isoformas sendo 4 selénio dependentes e 1 ndo dependente de
selénio (46). A GPx esta presente no citoplasma e na mitocéndria, sendo que nas
células cerca de 2/3 de sua atividade encontra-se no citoplasma e apenas 1/3 nas
mitocondrias (47). Ela desempenha o principal papel na remocdo do H,O,,
transformando este peroxido em agua e oxigénio. A catalase (CAT) esta presente
nos peroxissomas de varios tecidos e também remove H,0O, quando este se
encontra em altas concentracdes (40). Esta enzima contém moléculas de NADPH
(nicotinamina adenina dinucleotideo-P) ligadas, a qual é essencial para prevenir a
sua inativacido. Além disso, a catalase libera NADP" quando em estresse oxidativo, o

gue proporcionara maior remocéao de peroxido de hidrogénio pelo sistema glutationa
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redutase/peroxidase (48). Segundo alguns autores, a catalase é a enzima
responsavel por fazer a conversdo de altas concentracfes de H,O, em agua e
oxigénio. Entretanto, quando o peroxido de hidrogénio esta presente em baixas
concentracfes (condicbes fisioldgicas normais), € a glutationa peroxidase que se
encarrega de realizar a remocéao (10).

Além do sistema antioxidante enzimético o nosso organismo também conta
com a agdo do sistema antioxidante ndo-enzimatico composto pela vitamina E, -
caroteno, coenzima Q, a-tocoferol, acido Urico, acido ascorbico, flavonéides, entre
outros (10).

Quando ha um desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(radicais livres) e o sistema antioxidante, em favor do aumento de concentracao dos
oxidantes, tem-se o estabelecimento do estado de estresse oxidativo. Oxidantes sao
gerados como um produto comum do metabolismo aerébico podendo ser gerado em
concentracbes elevadas sob condicdes patologicas. Assim, se 0 sistema
antioxidante de defesa estiver deficiente, poderdo ocorrer danos em varios tecidos
(39, 40).

2.3 Sistema antioxidante, estresse oxidativo e diabetes

Existem consideraveis evidéncias de que o0 estresse oxidativo esta
aumentado nos sistemas biologicos do paciente portador de diabetes, e que este
aumento teria implicacdo no desenvolvimento das complicacfes tardias do diabetes
(11, 12). Além disso, alguns autores relatam que 0 estresse oxidativo estaria
relacionado com o0s processos de glicacdo e a geragcédo de produtos avancados de
glicacdo (AGEs — advanced glycation end-products), mecanismos envolvidos no
aparecimento das complicacdes do diabetes (13, 14).

Nos tecidos, a hiperglicemia pode causar aumento no estresse oxidativo
celular, através da super producdo de espécies reativas de oxigénio (15, 35, 49), o
que acarreta em mudancas nos parametros antioxidantes (34, 50)

Vérios fatores podem contribuir para o aumento da geracao de radicais livres

no diabetes. O estado hiperglicémico crénico esta diretamente associado com este
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aumento (14), uma vez que auto-oxidacdo da molécula de glicose (15) e a formacao
de AGEs levam ao aumento da concentracdo de EROs (16).

O excesso de glicose pode causar a glicacdo de proteinas durante um
processo denominado “reacdo de Maillard” (11, 51). Durante este processo a
molécula de glicose pode se ligar ao radical amino da proteina, gerando um
composto denominado “Produto Amadori”, que pode sofrer uma oxidacao (por
EROs), gerando AGEs (10). A glicacdo de proteinas também pode levar a inativagéo
de enzimas, inclusive as que comp8em o sistema antioxidante enzimatico (52).
Outro mecanismo que estaria relacionado com a hiperglicemia presente no estado
diabético, inativacdo de proteinas e o aumento na geracdo de radicais livres, € a
auto-oxidacdo da molécula de glicose. Durante este processo, através da enolizacao
é gerado o radical enediol. Este radical transfere seu elétron ndo pareado & molécula
de O,, gerando um anion superoxido e uma dicarbonila. A dicarbonila pode se ligar a
duas cadeias protéicas formando uma ligacdo cruzada entre elas e inativando-as
(10, 53). Além disso, o sistema antioxidante pode estar reduzido, como uma
consequéncia da glicacéo.

Estudos realizados utilizando ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
ou aloxana mostraram resultados uniformes em relacdo a peroxidacao lipidica,
indicando aumento na concentragdo de &cido tiobarbitirico (TBARS), importante
marcador de peroxidacdo, em pancreas, coragao, sangue. Alta concentracao deste
composto evidencia indiretamente grande geracao de radicais livres (34). Estudos in
vivo mostraram aumento dos subprodutos de peroxidacdo lipidica (TBARS)
aumentados no plasma, eritr6citos e membrana de eritrocitos de pacientes
diabéticos e ainda maior em pacientes diabéticos que apresentavam complicacfes
(54). Valores de malondialdeido (MDA) (55), hidroperoxidos lipidicos e lipoperoxidos
(outros importantes marcadores de peroxidacao lipidica) também mostraram estar
elevados no plasma de pacientes diabéticos, independente da presenca de
complicacdes (56).

Os resultados indicando influéncia do estado diabético no sistema
antioxidante enziméatico (SOD, CAT e GPx) apresentaram resultados variados em
vérios tecidos, tanto de humanos como de ratos diabéticos induzidos quimicamente
por estreptozotocina ou aloxana.

Estudos realizados com pacientes portadores de diabetes tipo 1 mostraram

aumento na atividade das enzimas SOD e CAT do plasma (55). Outro estudo
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mostrou diminuicdo nos valores da atividade da CAT em eritrocitos de pacientes
diabéticos (57). No entanto, valores reduzidos da atividade da SOD foram
encontrados em eritrocitos de pacientes diabéticos (56-59) e em células
polimorfonucleares de pacientes diabéticos tipo 1 e 2 (60). Estudos mostraram
valores menores na atividade da GPx nos eritrécitos e tecido ocular de pacientes
diabéticos (56, 61).

Os estudos realizados em ratos e coelhos diabéticos induzidos quimicamente
analisaram a influéncia do estado diabético no sistema antioxidante de diversos
tecidos. Sendo que o tempo de inducéo variou de 0 (62),1 (62-64), 2 (62, 65-68), 3
(62, 69, 70), 4 (62, 64, 71-76), 5 (62), 6 (62, 77-79), 7 (64, 80-82), 8 (71, 75, 83-86),
10 (34), 12 (77, 79, 87-89), 14 (90), 15 (91) e 32 (92) semanas. A droga
diabetogénica utilizada variou entre aloxana (65, 70, 76, 80, 93, 94) e
estreptozotocina (34, 62-64, 66-69, 71-75, 77-79, 81-92, 94-96)

Analisando todos os resultados encontrados, observamos grande divergéncia
nas alteracdes das atividades das enzimas antioxidantes frente ao estado diabético
tanto nos estudos com humanos como nos estudos com animais. Em relacdo aos
estudos com animais, esta variabilidade pode ser em parte explicada pelos
diferentes modelos de inducdo de diabetes utilizados, raca e sexo dos animais, a
idade dos animais no periodo da indugcédo e a duracdo do estado diabético apos a
inducdo. Ja os estudos com humanos sofrem variabilidade nos seguintes fatores:
tipo e duracéo do diabetes, tipo de tratamento utilizado para o diabetes, presenca e

auséncia de complicacdes do diabetes, idade e sexo dos individuos, entre outros.

2.3.1 Atividade da enzima SOD

Em coragdo de ratos diabéticos foi observado aumento na atividade da
enzima SOD (34, 92), porém este aumento ndo foi confirmado por outros autores
(73, 85, 93, 94).

Em rim de ratos diabéticos houve reducdo na atividade da enzima SOD em
alguns estudos (83, 84, 87, 93-95). No entanto, aumento na atividade da enzima

SOD foi encontrado por outros autores (62, 77, 78).
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Em figado de ratos diabéticos houve queda na atividade da enzima SOD
quando compara ao grupo controle (69, 70, 72, 87, 93-95). Apenas trés autores
encontraram aumento na atividade desta enzima (34, 71, 74).

Em péancreas de ratos diabéticos a atividade da enzima SOD foi maior (34, 71,
87, 93). No entanto outro estudo encontrou diminuicdo da atividade (94).

No sangue a atividade de SOD nao mostrou alteracdo (93). Outro estudo,
porém mostrou diminui¢ao (94).

No baco, cérebro e musculo a atividade da enzima SOD foi menor nos ratos
diabéticos quando comparados ao controle (94).

Nas células endoteliais da artéria aorta de coelhos diabéticos houve
diminuicdo da atividade da enzima SOD (65). Mas, nenhuma alteracdo foi
encontrada na atividade desta enzima no tecido da artéria aorta de ratos diabéticos
(88, 90).

Em eritrécitos de ratos diabéticos houve diminuicdo da atividade da enzima

SOD (79, 94, 95). Outros autores, porém encontraram aumento (66, 80).

2.3.2 Atividade da enzima GPx

Em coracdo de ratos diabéticos nenhuma diferenca significativa na atividade
da enzima GPx foi encontrada, quando comparada com a do grupo controle (87, 93).
No entanto, outros dois autores encontraram queda na atividade (73, 85).

Em rins houve aumento na atividade da enzima GPx com o estado diabético
(34, 62, 67, 69, 75, 77, 78, 81-84, 87, 91, 93, 96). Este aumento poderia estar
relacionado com o fato de em rins saudaveis o valor da atividade da GPx ser baixo
(87), e assim em situacdes patolégicas ha um aumento na atividade a fim de
proteger o tecido.

Em figado, a atividade da enzima GPx foi menor no grupo diabético quando
comparado ao controle (70, 72, 87, 93). Outros autores, porém observaram aumento
(69, 81, 83, 84).

No pancreas de ratos diabéticos ndo houve alteracdo na atividade da GPx
(87, 93).
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No sangue de ratos diabéticos observou-se aumento na atividade da enzima
GPx (89, 93).

Em tecido de artéria aorta de ratos diabéticos aumento na atividade da
enzima GPx foi encontrado em um estudo (75, 88). No entanto, outro estudo
mostrou ndo haver alteracéo (86).

Em células endoteliais de artéria aorta de coelhos diabéticos ndo houve
alteracao na atividade de GPX (65).

2.3.3 Atividade da enzima CAT

Em coracdo de ratos diabéticos foi observado aumento na atividade da CAT
guando comparado ao grupo controle (34, 68, 73, 81-87, 92, 93). No entanto em
células endoteliais de coelhos diabéticos notou-se diminuicdo (65).

Nenhuma alteracdo foi encontrada na atividade da CAT em homogenado de
artéria aorta de ratos diabéticos (75). Porém outros autores observaram aumento na
atividade desta enzima em aorta de ratos diabéticos (88, 90).

Em rins de ratos diabéticos, a reducdo na atividade da enzima CAT foi
mostrada por alguns autores (62, 68, 78, 87, 93). No entanto, outros autores
observaram aumento na atividade nos animais diabéticos quando comparada a do
grupo controle (67, 69, 75, 94).

Em figado de ratos diabéticos estudos mostraram queda na atividade da
enzima CAT (68, 70, 87, 93). Porém outros estudos observaram aumento (34, 64,
69, 74, 75, 94).

Em péancreas de ratos diabéticos a atividade da enzima CAT foi maior (34, 68,
71, 87, 93).

Em cérebro de ratos diabéticos foi encontrado aumento na atividade desta
enzima (69).

No sangue de ratos diabéticos ndo houve alteracdo na atividade da enzima
CAT (93). Nos eritrocitos também ndo encontram nenhuma alteracdo (87, 93, 94).
Porém outros autores encontraram aumento na atividade de CAT em sangue de
ratos diabéticos (34, 63, 76, 79).
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Apesar da grande variabilidade nos resultados, o que se torna evidente em
todos os trabalhos citados é a presenca da influéncia do diabetes no sistema

antioxidante.

2.4 Glandulas salivares e saliva

As glandulas salivares constituem um grupo de glandulas exdécrinas que
vertem seu produto de secrec¢do, a saliva, na cavidade oral. As glandulas salivares
podem ser classificadas quanto ao tamanho em glandulas maiores e menores. As
glandulas maiores se encontram aos pares e incluem as glandulas parétidas,
submandibulares e sublinguais. As glandulas menores estdo distribuidas por toda a
mucosa oral, com excecdo da gengiva e regidao anterior de palato. As glandulas
labiais, palatais e bucais sao alguns exemplos de glandulas menores (97).

Unidades morfofuncionais denominadas adenémeros compdem as glandulas
salivares. Os adendmeros por sua vez sdo constituidos de ductos e acinos. As
células acinares possuem um formato piramidal e estdo arranjadas em um formato
de esfera. Elas sdo responsaveis pela producdo da saliva denominada primaria,
isotbnica em relacdo ao plasma quanto a concentracéo de cloreto de sodio (NaCl). O
sistema ductal, por sua vez, funciona como um regulador eletrolitico, dando & saliva
primaria uma composicao hipoténica em relacdo ao plasma, quanto a concentracao
de NacCl, transformando-a em saliva secundaria (98). A saliva, portanto é secretada
por um processo de duas fases. Assim, quando a saliva primaria passa pelo ducto
estriado ha uma absorcdo de ions Na* e ClI para a entrada de K* e HCO3', e € com
esta composicao, da saliva secundaria, que este fluido serd secretado na cavidade
oral (99). A hipotonicidade da saliva secundaria em relacdo a concentracdo de NacCl
da saliva secundaria esté relacionada com a fungéo gustativa da saliva (97, 100).

As glandulas salivares também podem ser classificadas quanto ao tipo celular
de seus acinos em glandulas serosas, mucosas e mistas. As glandulas serosas
possuem células acinares serosas, que se caracterizam pelo nucleo arredondado.
Este tipo de glandulas secreta uma saliva fluida (aquosa e fina), rica em enzimas e
sua secrecao ocorre principalmente durante processos mastigatorios. As glandulas

mucosas possuem células acinares mucosas que se caracterizam pelo ndcleo



28

achatado. Elas secretam uma saliva com poucas enzimas, rica em glicoproteinas e
com maior viscosidade. A producdo de saliva por estas glandulas ocorre o tempo
todo. As glandulas mistas sdo aqueles que possuem tanto acinos serosos como 0s
mucosos. A glandula parétida segundo esta classificacdo sdo glandulas serosas, as
glandulas menores sdo mucosas, as submandibulares sdo mistas com predominio
de células serosas e as sublinguais sdo mistas com predominio de células mucosas
(97).

As glandulas parotidas contribuem em 20% do volume total de secrecdo de
saliva ndo estimulada. As submandibulares e sublinguais contribuem com 60% e 5%
respectivamente. E as glandulas menores contribuem com cerca de 10 % do volume
total de saliva ndo estimulada (101).

As glandulas salivares possuem como principal funcdo a sintese de
macromoléculas e sua secrecdo juntamente com agua e eletrdlitos, formando no
conjunto a saliva. A secrecdo salivar é controlada pelo sistema nervoso autdnomo
(SNA), onde a transmissdo do sinal neural para as células acinares da glandula
salivar ocorre quimicamente através de neurotransmissores. O SNA é dividido em:
simpatico e parassimpatico. O volume e tipo de saliva secretada irdo depender do
tipo e da intensidade da estimulacdo do SNA. Em geral, a estimulacdo do ramo
parassimpatico ird produzir uma saliva rica em agua, sais e de baixo teor de
proteinas, enquanto a estimulagdo simpatica produz uma saliva rica em
glicoproteinas, e consequentemente mais viscosa. Grandes volumes de saliva sdo
secretados através de estimulacdo colinérgica (parassimpatica) (100, 102). Os
principais neurotransmissores envolvidos sdo a acetilcolina (parassimpatico) e a
norepinefrina (simpético) que se ligam, respectivamente, a receptores colinérgico-
muscarinicos (o adrenérgicos, quando o estimulo € parassimpético) e receptores
B adrenérgicos (estimulo simpatico) (103). Os neurotransmissores ao se ligarem a
seus receptores especificos localizados na superficie das células ativam
mecanismos de transducdo de sinal, que entdo, transferem o sinal neural para o
interior da célula acinar. As duas principais vias de transducdo de sinal que atuam
nas células acinares séo: (1) via do cAMP (adenosina monofosfato ciclico), que
envolve receptor f adrenérgico, ativacdo de proteinas quinases (principalmente a
proteina quinase A - PKA) e geracdo de cAMP, desencadeando vérios efeitos
metabdlicos, (2) via que envolve geracdo de IP3 (fosfatidil inositol trifosfato) e DAG
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(diacilglicerol), a partir da lise de fosfatidil inositol presente na membrana plasmatica
e receptores muscarinicos. Para ambas as vias, a estimulacdo do receptor
especifico pelo neurotransmissor especifico, ativa uma segunda proteina situada na
membrana plasméatica, denominada proteina G. A proteina G, necessita de GTP
para ativar a enzima, adenilato ciclase ou fosfolipase C, que ira catalisar a formacao
do segundo mensageiro, CAMP e inositol trifosfato/diacilglicerol, respectivamente
(104). Apesar de as duas vias contribuirem na secrecdo salivar a via do cAMP
parece ser a principal via reguladora intracelular da exocitose (liberacdo de
macromoléculas) das glandulas parotida e submandibular (102).

A saliva é um fluido importante para a manutencdo da saude oral e geral do
organismo (97, 100). Denomina-se saliva total o produto da mistura de fluidos
provenientes das glandulas salivares maiores, menores e do fluido gengival
crevicular, contendo, além disso, outros materiais, como bactérias orais, restos
alimentares, entre outros (105, 106). Noventa e nove por cento (99%) da
composicao salivar € agua e o outro 1% restante € composto por substancias
organicas e inorganicas (97). As substancias inorganicas correspondem
principalmente aos eletrélitos como sodio, cloro, potassio, calcio, flior, bicarbonato,
fosfato, magnésio e tiocianato. As organicas correspondem a proteinas,
imunoglobulinas, enzimas, mucinas, uréia e aménia. Sendo que cada uma dessas
substancias esta relacionada com uma ou mais fungbes da saliva. As principais
funcdes da saliva sdo lubrificacdo, acdo antimicrobiana, protecdo da mucosa oral,
limpeza, capacidade tamp&o, remineralizacdo dental, formacdo do bolo alimentar,
digestéo, fonacao, degluticdo e paladar (97, 100, 101, 107).

A composicao salivar varia de acordo com o fluxo salivar (volume de saliva
secretado por unidade de tempo). A taxa de fluxo salivar varia de individuo para
individuo (97). E denomina-se hipossalivacdo, quando ha uma reducdo na taxa de
fluxo salivar. Os principais sintomas séo sensacao de boca seca (xerostomia), sede
frequente, dificuldade na mastigacdo, degluticdo e fonacdo, dor e irritagdo na
mucosa oral, sensacdo de queimacao na lingua, perda de paladar, dificuldade no
uso de proteses, alteracdo na microflora, prejudicando a qualidade de vida do
individuo (97, 107).

O fluxo salivar e a composi¢do da saliva sofrem influéncia de vérios fatores.
Determinadas circunstancias fisiolégicas como, idade, sexo, quantidade de dentes

na cavidade oral, peso corporal e periodo do dia (ciclo circadiano), podem reduzir a
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secrecdo salivar. Além disso, condicbes patoldgicas (diabetes, desidratacdo e
hipertensdo), o uso de alguns medicamentos, terapia radioativa e algumas
desordens genéticas (Sindrome de Down), podem causar hipossalivacdo e/ou
xerostomia. Assim como doencas imunoldgicas como a Sindrome de Sjogren’s, que
causam destruicdo progressiva das glandulas salivares, conduzindo a uma reducao
no fluxo salivar (107-109).

Grande parte dos estudos realizados envolvendo glandulas salivares tem
como modelo experimental os ratos, devido as similaridades com as glandulas
salivares humanas, principalmente na organizacao da secrecdo dos produtos finais e
no sistema de ductos. No entanto, existem diferencas anatdmicas e fisiolégicas entre
as glandulas salivares de ratos e humanos, como por exemplo, o fato de a saliva ser
secretada espontaneamente em humanos e apenas sob estimulo em ratos (110-
112).

2.5 Diabetes, sistema antioxidante e glandulas salivares

Numerosos estudos clinicos tém relacionado baixo controle da hiperglicemia
cronica em pacientes diabéticos, a maior incidéncia e progressao de complicaces
orais relacionadas ao diabetes, incluindo moléstias orais como gengivite,
periodontite, carie dental, perda de o0sso alveolar e xerostomia e/ou hipossalivacéo
(3-8).

Relatos clinicos mostram que muitos pacientes com diabetes, principalmente
0s nao-controlados, tém relatado xerostomia associada ou ndo a disfuncdo de
glandulas salivares. Além disso, a xerostomia provavelmente contribui no
desenvolvimento de outras moléstias orais como maior risco de infeccbes orais
(candidiase), mucosite, dificuldade de degluticdo e cérie dental (3, 6).

Estudo clinico envolvendo pacientes com diabetes tipo | e tipo Il mostrou que
pacientes portadores de diabetes de ambos os tipos secretaram quantidade menor
de saliva tanto estimulada como n&o estimulada quando comparados com pacientes
saudaveis de idade semelhante. Além disso, este estudo mostrou alteragbes na
composicdo da saliva; pacientes diabéticos apresentaram valores elevados de

calcio, porém valores reduzidos de magnésio, potassio e zinco (17). Outro estudo
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mostrou maior freqiéncia de xerostomia em pacientes com diabetes tipo | quando
comparado com o grupo controle. Além disso, o fluxo salivar dos pacientes
diabéticos mostrou estar reduzido (18). Estudos envolvendo diabetes tipo I
mostraram, reducdo na secrecdo de saliva estimulada da parétida em pacientes
diabéticos bem controlados quando comparado com grupo controle (113), reducao
da secrecdo salivar estimulada e ndo estimulada das glandulas
submandibular/sublingual e aumento na concentracdo de proteinas da saliva de
pacientes diabéticos (114) e aumento na atividade da amilase e alteracbes de
paladar em pacientes com baixo controle do diabetes (115).

Estudos clinicos investigando o efeito do diabetes no sistema antioxidante das
glandulas salivares ainda s&o escassos. Estudo utilizando pacientes com diabetes
tipo | controlado e ndo-controlado mostrou aumento na concentracdo de potassio e
fosfato e diminuicdo na concentracdo de célcio e magnésio em saliva de pacientes
diabéticos (controlado e ndo controlado) quando comparado com grupo controle.
Além disso, mostrou aumento nos valores de Total antioxidante e na atividade das
enzimas peroxidase e superdxido dismutase na saliva de pacientes diabéticos
quando comparados com os individuos saudaveis. Os valores de acido Urico salivar
mostraram-se reduzidos em pacientes diabéticos (116).

Os efeitos da auséncia da insulina sobre a funcao das glandulas salivares tém
sido detalhados pela inducédo quimica do diabetes mellitus em modelos de animais.
Os ratos da raca Wistar sédo frequientemente utilizados para o estudo do diabetes
devido a sua eficacia e facilidade. As drogas diabetogéncias como a
estreptozotocina (STZ) e aloxana s&o as mais utilizadas e ambas causam a
destruicdo das células  do pancreas.

Relatos na literatura envolvendo glandulas de ratos diabéticos induzidos
quimicamente mostram que ha influéncia do estado hiperglicémico nas glandulas
salivares, no entanto, ainda ha poucos estudos na éarea. Alguns autores néo
encontraram diferenca na concentragao total de proteinas das glandulas salivares de
ratos diabéticos (117, 118), no entanto, outro estudo encontrou diminui¢do (119).
Diminuicdo da atividade enzimatica da amilase em glandulas salivares de ratos
diabéticos foi relatada em alguns estudos (120, 121). Alteracdes no metabolismo de
carboidratos (33), aumento na concentracdo de calcio, diminuicdo na atividade da
Ca?*-ATPase (122) e aumentos na concentracdo de calmodulina glicada em

glandulas salivares de ratos diabéticos foram relatados na literatura (123). Com
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relacdo ao sistema antioxidante estudo mostrou alteracdo na atividade das enzimas
catalase e glutationa peroxidase em glandulas parétida e submandibular de ratos
diabéticos (19). Outro recente estudo mostrou que o diabetes causou reducdo na
atividade da enzima SOD e aumento na atividade das enzimas CAT e GPx em
glandulas submandibulares de ratos induzidos quimicamente e, porém nenhuma

alteracdo no sistema antioxidante da parétida (124).

2.6 Laser

7

A palavra Laser € um acronimo para amplificacdo da luz por emissdo
estimulada de radiacao (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation). Os
lasers sd@o fontes de radiacdo eletromagnética, que possuem algumas
caracteristicas especiais que as diferem de outras fontes de luz. Em 1960, Maiman
construiu o primeiro emissor de luz laser a rubi. Atualmente, a utilizagdo do laser
vem se destacando na medicina e na odontologia. Devido as suas propriedades
diferenciadas como monocromaticidade, coeréncia e colimacdo, o laser pode
depositar grande quantidade de energia nos tecidos bioldégicos e com extrema
precisdo, podendo ser utilizado em varios tipos de terapias envolvendo diversos
tecidos (125).

Os lasers sao classificados na literatura em lasers de baixa poténcia e alta
poténcia, de acordo com os efeitos causados nos tecidos biolégicos. Os lasers de
alta poténcia emitem radiacdes que produzem efeito térmico no tecido alvo e sao
utilizados para incisdo e vaporizacdo de tecidos moles (126, 127), ablacdo de
tecidos duros (128), coagulacdo e esterilizacdo (descontaminacdo) de tecidos
biolégicos alvo (125, 129). Em razdo de suas propriedades fototérmicas e
hemostéaticas, a utilizacdo dos lasers de alta poténcia € de grande valia em
procedimentos cirdrgicos (127). Os lasers de baixa poténcia possuem finalidade
terapéutica e, portanto excluem a possibilidade de efeito térmico. Assim a energia
dos fotons absorvidos ndo é transformada em calor, mas sim, em efeitos
fotoquimicos, fotobiol6gicos e fotofisicos, causando analgesia, biomodulacdo
(estimulac&o ou inibicdo) e acao antiinflamatoria nas células e nos tecidos alvo (125,

127, 130). Apesar desta classificacdo, os lasers de alta poténcia podem ser
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utilizados em baixa intensidade, de modo semelhante a utilizacdo dos lasers de
baixa poténcia de maneira desfocada em relacédo ao tecido alvo (131).

A radiacdo laser consegue produzir efeitos sobre o organismo humano
apenas se ela for absorvida pelo mesmo e se ocorrer interacdo entre a radiacao
emitida com as estruturas moleculares e celulares do corpo humano. Além disso,
cada individuo possui quantidades diferentes de moléculas e a disposi¢cao espacial
destas moléculas também varia de individuo para individuo. Os efeitos terapéuticos
da radiacao laser dependem, portanto destas variagdes (132).

A absorcdo de energia pelos tecidos ocorre nas camadas superficiais, sendo
gue esta energia ao ser depositada nos tecidos € transformada imediatamente em
efeitos biolégicos denominados efeitos primarios e classificados em bioquimicos,
bioelétricos e bioenergéticos. Os efeitos primarios, portanto sdo aqueles que
ocorrem na presenca da luz laser. Apés a absor¢cdo da energia luminosa uma
cascata de reacdes bioquimicas € iniciada, provocando principalmente dois grandes
efeitos secundarios: efeito & micro circulacdo e ao trofismo celular. Os efeitos
secundarios ocorrem, portanto sem a presenca da luz e podem ocorrer horas ou até
dias apos a irradiacao (125).

A fototerapia com laser em baixa intensidade (FLBI) é caracterizada pela
habilidade de induzir processos fotobiolégicos ndo térmicos e nao destrutivos
intracelularmente e em tecidos. No entanto, teoria que explica exatamente o
mecanismo de acdo existente por detrds destes efeitos ainda se encontra
desconhecida (133-135).

Atualmente, apesar de a utilizacdo da radiacdo laser como modalidade
fototerapéutica para induzir ou acelerar cicatrizagdo de feridas ter sido
primeiramente introduzida por Mester e colaboradores em 1970 e apesar de nao
restarem mais duvidas quanto aos efeitos terapéuticos dos lasers de baixa poténcia,
ela ainda ndo € uma terapia bem estabelecida (130, 136). Estudo realizado em
1988, envolvendo osso alveolar de ratos apds extracdo dentaria, mostrou que a
irradiacdo com laser em baixa intensidade tem efeito benéfico na cicatrizacdo 6ssea
inicial, ja que o grupo de ratos que sofreu irradiagcdo com laser apresentou maior
proliferacdo de fibroblastos e consequente maior formacdo de tecido ostedide
trabecular, quando comparados com os ratos do grupo néo irradiado (137).

A FLBI é caracterizada pela utilizacdo do laser em baixa intensidade e no

comprimento de onda correspondente entre a regido do vermelho e infravermelho
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préximo, do espectro de luz, onde qualquer efeito bioldgico observado é atribuido a
evento ndo térmico (138). A interacdo da luz laser com a matéria pode estimular
certas fungdes celulares. No entanto, quando a funcao celular se encontra debilitada
esses efeitos sdo bastante evidentes. Estudos mostram que a FLBI possui efeitos
mais acentuados sobre orgaos e tecidos enfraquecidos, em stress, tais como em
pacientes que sofrem algum tipo de desordem funcional ou de injuria ao tecido (130,
139). Na odontologia a FLBI € bastante util durante os diversos procedimentos
odontoldgicos gracas a seus efeitos antiinflamatorio, analgésico e de biomodulacgéo.

Os efeitos da FLBI, por ndo serem visiveis a olho humano, sédo até hoje muito
discutidos e questionados. Algumas teorias ja foram propostas na literatura, a fim de
explicar o mecanismo de acao da luz laser quando esta incide e interage com o
tecido humano. Porém a teoria mais utilizada foi proposta em 1987 por Tiina Karu,
sugerindo a ocorréncia de mudancas fotoquimicas em moléculas fotorreceptoras
participantes da cadeia respiratéria (130). Esta teoria acredita que as respostas
biolégicas das células & irradiagdo com laser na regido do visivel e infravermelho
proximo ocorre devido a mudancas fisicas e quimicas em moléculas fotorreceptoras
e componentes da cadeia respiratéria, como NADH desidrogenase e citocromo ¢
oxidase. As mudancas fisicas e/ou quimicas induzidas pela luz sobre as moléculas
fotorreceptoras sdo seguidas de uma cascata de reacdes bioquimicas, como
alteracdes no estado redox de componentes da cadeia respiratéria e aceleracdo da
transferéncia de elétrons, ligadas a mudancas nos parametros homeostaticos
celulares (pH, concentracdo de calcio, adenosina monofosfato ciclico, ATP, entre
outros). Os efeitos celulares devido a fototerapia com laser de baixa poténcia
acontecem principalmente na mitocondria, onde se encontram a maioria das
moléculas fotorreceptoras, e podem ser divididos em efeitos primarios e
secundarios. Os efeitos primarios sdo aqueles que ocorrem na presenca da luz laser
e basicamente acontecem apods a absorgéo da luz pelas moléculas fotorreceptoras,
que entdo assumem estado eletronicamente excitado, causando varias alteracfes
intracelulares. Os efeitos secundarios sdo aqueles que ocorrem horas e até dias
apos a irradiacdo e sem a presenca da luz (140).

Resultados de vérios estudos realizados (141, 142) concordam com a
hipotese anteriormente divulgada (143) de que o efeito da terapia com laser em
baixa intensidade a nivel celular acontece devido ao aumento no metabolismo

oxidativo na mitocondria causado pela excitacdo de componentes da cadeia
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respiratoria, como por exemplo, a citocromo ¢ oxidase. Sendo que a ativacdo do
metabolismo celular via cadeia respiratéria pode acontecer em todas as células
quando submetidas a irradiacdo laser, porém a susceptibilidade a irradiacdo e a
capacidade para ativacdo dependem do estado fisioldgico das células irradiadas;
células cujo potencial redox total esta deslocado para um estado mais reduzido e pH
menor que o pH fisiolégico (por exemplo: células em condicBes patologicas) sao
mais sensiveis a irradiacdo (140, 144). Além disso, estes estudos mostram que 0
aumento na atividade da cadeia respiratéria depende do comprimento de onda da
irradiacdo, sendo que a mitocéndria possui niveis de absor¢do maximos e, portanto
maior sensibilidade a regido de espectro compreendida entre o visivel (vermelho) e
infravermelho proximo (143-145).

Além do aumento no metabolismo oxidativo na mitocdndria, com consequente
aumento na producédo de ATP e multiplicacéo celular (146), a terapia com laser em
baixa intensidade também causa mudancas estruturais e bioquimicas nas
mitocondrias, as quais tiveram seus ancestrais irradiados. Em 1989, foram
observadas alteracdes na concentracdo de cAMP (adenosina monofosfato ciclico)
em cultura de células irradiadas com luz em comprimento de onda de 632.8 e
404nm, evidenciando a relacdo existente entre a acdo da luz visivel sobre as células
e a regulacdo do metabolismo celular via cAMP (130). Além disso, observou-se
aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio quando a luz laser na regiao
do espectro visivel interage com a mitocondria. Porém, estudo realizado em 1983,
ndo encontrou diferenca na atividade da enzima superoxido dismutase na pele de
ratos irradiados com laser de He-Ne (632.8 nm) quando comparados com 0 grupo
controle (147). Outro estudo envolvendo irradiagdo de mitocondria com laser de He-
Ne mostrou acelerar metabolismo do ATP-ADP (148).

Os efeitos clinicos observados em diversos estudos como acao
antiinflamatodria, regeneragdo acelerada de tecidos danificados e melhora na
circulagdo sanguinea em varios 6rgdos, podem estar associado aos efeitos obtidos
nos experimentos: 1) aumento na atividade de células como leucdcitos e fagocitos
assim como o aumento na concentracao de ions calcio no citoplasma destas células
(149, 150); 2) estimulacao da divisdo e crescimento celular (151-153); 3) ativagéo da
sintese de proteinas e citocinas (154); 4) melhora na circulagdo sanguinea devido a
vasodilacao (155-157).
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Em 1994, com base nos relatos de literatura avaliados até o momento e
experiéncias préprias, Vladimirov YA, etal. postularam hipéteses de trés
mecanismos de acdo para radiacdo laser em baixa intensidade nas células humanas
e no organismo humano, sendo que a acao biolégica do laser na regido do vermelho
e sua aplicacdo clinica esta baseada em trés reacodes: 1) acdo fotodinamica na
membrana celular, acompanhada pelo aumento de calcio intracelular e estimulacéo
celular; 2) Fotoreativacdo da Cu-Zn superoxido dismutase e 3) fotélise de complexos
de metaloproteinas e NO. Portanto segundo estes autores, estas trés reacdes
constituem a base indireta da acdo bactericida, regenerativa e vasodilatadora da
radiacdo laser (158).

A terapia com laser em baixa intensidade parece, também, ter acdo sobre
algumas enzimas. Estudo demonstrou que a irradiacdo em baixa intensidade do
Laser Er:-YAG (2940nm) em dose de 3,37J/cm? aumentou os niveis da Lactado
desidrogenase em cultura de células de fibroblastos gengivais (131). Outro estudo
mostrou aumento no nivel de colinesterase, de proteinas e da glicemia no soro de
cobaias apos irradiacdo com laser com comprimento de onda de 632,8nm (159).
Aumento na atividade da enzima isocitrato desidrogenase de corag¢do de porco,
apos irradiacdo com laser de He-Ne, também foi observada (160). Além disso, outro
estudo relatou aumento da atividade da enzima catalase de figado de boi, in vitro,
apos irradiacdo com laser vermelho (161). Analise do efeito In vivo da irradiacao
com laser de He-Ne na lisozima salivar, mostraram na maioria dos pacientes

irradiados, o nivel desta enzima aumentado (162).

2.7 Laser, diabetes, sistema antioxidante e glandulas salivares

Existem poucos estudos na literatura envolvendo efeito da terapia com laser
em glandulas salivares. Estudo realizado em 1995, demonstrou que irradiacdo com
laser de He-Ne com poténcia de 5mW e comprimento de onda de 632,8 nm por
3min, provocou vasodilatacdo e hiperemia em glandulas salivares de filhotes de
galinha 24 horas, 7 e 15 dias apoés a irradiacao. Além disso, este estudo constatou
hiperplasia de células basais do epitélio glandular com infiltracao eritrocitica apos

longo periodo (163). Outro estudo, utilizando laser de He-Ne, com 7mW de poténcia
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e densidade de energia 11,2J/cm? encontrou alteracdo na sintese protéica e na
secrecdo salivar de glandulas salivares de cobaias (164). Entretanto, este estudo
(164), em concordancia com alguns (163, 165) e ao contrario de outros, que
mostram efeito antiinflamatério da FLBI (137, 149, 166), encontrou modificaces
estruturais relacionadas a inflamacdo em 0 a 12 horas apos a irradiacdo. Estas
discrepancias nos resultados provavelmente ocorreram devido a maior densidade de
energia utilizada neste (11,2J/cm?) diretamente sobre a glandula. Assim como,
alguns estudos utilizando baixa densidade de energia (2J/cm?) estimularam a
proliferacéo e a funcao celular de fibroblastos e células do sistema imune, enquanto
outros utilizando densidade de energia maior (16/cm?) causaram supressdo destas
atividades (164). Mostrando que o efeito do laser sofre influéncia da dose que é
aplicada, podendo estimular ou suprimir funcdes.

Em pacientes com diabetes, a utilizacdo da FLBI ocorre principalmente
visando o efeito de bioestimulacdo, com o intuito de reparar ulceracbes cronicas,
prevenindo a amputacgédo (167, 168). Além disso, a FLBI mostrou em alguns estudos
estimular a proliferacdo celular e a produgcéo de fatores de crescimento em ratos
diabéticos irradiados (167).

Existem poucos estudos na literatura envolvendo efeito da terapia com laser
em glandulas salivares, diabetes e sistema antioxidante. Resultados de estudos
anteriores mostraram que, o laser infravermelho com doses de 4 e 8 J/cm?,
estimulou as glandulas salivares de ratos (27), além de aumentar a quantidade de
proteina total nas glandulas parétidas (169). Em ratas diabéticas, a irradiacdo com
laser em baixa intensidade, vermelho, com doses de 5 e 20 J/cm? diminuiu a
atividade da catalase para resultados similares aos encontrados nas glandulas
salivares de ratas nao-diabéticas. Além disso, o acumulo de lipidios encontrado no
citoplasma das glandulas parotidas foi menor, assim como a glicemia, que também
se mostrou diminuida nos animais diabéticos, que receberam irradiagdo. Estes
dados demonstram que a irradiagdo com laser em baixa intensidade, interfere no
metabolismo protéico, lipidico e de carboidratos.

Analisando os dados existentes na literatura, podemos concluir que existem
poucos estudos envolvendo laser em baixa intensidade, sistema antioxidante e
glandulas salivares de animais diabéticos, e que 0s poucos estudos existentes

mostram resultados promissores.
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3 PROPOSICAO

Este trabalho tem como objetivo geral analisar o efeito da irradiacdo com laser
em baixa intensidade no sistema antioxidante enziméatico de glandulas
submandibulares e parotidas de ratas, diabéticas induzidas por estreptozotocina

determinando:

e ConcentracOes totais de proteinas nas glandulas submandibulares
(GSM) e parotidas (GP)

e Atividades das enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase nas GSM e GP

e Quantificacdo do total antioxidante nas GSM e GP
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de Etica

Este estudo teve seu protocolo de pesquisa aprovado pela Subcomisséo de
Bioética de Animais da FOUSP, do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo (FOUSP), parecer 08/08 (Anexo A).

4.2 Animais

Ratas adultas (60 dias de vida) da raca Wistar do Biotério do Centro de
Pesquisa em Biologia Oral da FOUSP, com peso corporal em torno de 180 a 250 g
foram utilizadas. Os 74 animais foram mantidos em gaiolas individuais durante todo
o periodo experimental, com livre acesso a agua e alimento. Este sistema de
manutencdo de animais reduz 0 manuseio e conseqientemente 0 estresse
desenvolvido nas ratas, eliminando fatores que poderiam interferir nas condicfes
experimentais alvo. As ratas foram inicialmente divididas em grupos néo-diabéticas
(C) e diabéticas (D) e mantidas pelo periodo experimental de 30 dias. No vigésimo
nono dia as ratas foram subdivididas em seis grupos, sendo trés grupos de animais
ndo diabéticos (CO, C5 e C20) e trés de animais diabéticos (DO, D5 e D20), de
acordo com a dose de irradiacéo laser que cada grupo recebeu (0, 5 e 20 J/cm ?
respectivamente) (Tabela 4.1).
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TEMPO DE TEMPO
POTENCIA DOSE N° DE IRRADIAQAO TOTAL DE
GRUPO ESTADO
(W) (Ilcm?) PONTOS | PORPONTO |IRRADIACAO
(s) (s)
Nao
Co 0,10 0 0 0 0
diabético
Nao
C5 0,10 5 64 1 64
diabético
N&o
C20 0,10 20 64 4 248
diabético
DO Diabético 0,10 0 64 0 0
D5 Diabético 0,10 5 64 1 64
D20 Diabético 0,10 20 64 4 248

4.2.1 Inducéo do Diabetes Melito

Apo6s um periodo de 15 horas de jejum foi realizada a injecao intraperitoneal

de estreptozotocina (60 mg/kg de peso corporal) dissolvida em tampéo citrato de

sédio 0,1 M, pH 4,5, para a inducdo do diabetes nas ratas dos grupos “D”. Os

animais pertencentes aos grupos “C” (ndo diabéticos) receberam a injecdo somente

do veiculo.

As glicemias foram verificadas 72 horas apds a inducdo do diabetes, para a

confirmacédo do estado diabético nos grupos “D”. Foram considerados diabéticos os

animais que apresentaram glicemia superior a 250mg de glicose/dl de sangue.
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4.2.2 Grupos

Vinte e nove (29) dias ap6s a inducdo do diabetes, os animais foram
anestesiados com Ketalar/Rompun (4 ml/Kg IM) e tricotomizados nas areas das
glandulas submandibulares e parétidas. Os animais foram entdo irradiados ou nao
COmo se segue:

Grupo CO: animais nao diabéticos, os quais foram submetidos pelas mesmas
etapas dos demais grupos com excecao da irradiacao;

Grupo C5: animais ndo diabéticos, os quais foram submetidos a irradiacédo de
5 J/cm? de energia total aplicada na area previamente demarcada.

Grupo C20: animais nao diabéticos, os quais foram submetidos a irradiacéo
de 20 J/cm? de energia total aplicada na area previamente demarcada.

Grupo DO: animais diabéticos, os quais foram submetidos as mesmas etapas
dos demais grupos com excecéao da irradiagao;

Grupo D5: animais diabéticos, os quais foram submetidos a irradiacdo de 5
Jlcm? de energia total aplicada na area previamente demarcada.

Grupo D20: animais diabéticos, os quais foram submetidos a irradiacao de 20

Jlcm? de energia total aplicada na area previamente demarcada.

4.2.3 Irradiagcéo com laser em baixa intensidade

A irradiacdo com laser em baixa intensidade seguiu a metodologia
determinada pelo método de Simdes et. al. (2009). O laser de diodo Quantum (Ecco
Fibras®), com comprimento de onda de 660 nm (vermelho), do Centro de Pesquisa,
Ensino e Clinica de Laser em Odontologia (LELO-FOUSP), foi utilizado para o
estudo. Apés a tricotomia, a area das glandulas parétidas (direita e esquerda) e
submandibulares (as duas juntas) foram previamente demarcadas com um circulo
em caneta vermelha de aproximadamente 1,13 c¢cm? resultando em trés areas a
serem irradiadas em cada animal (Figura 4.1) (26).

A &rea irradiada foi de 1,1304 cm? e a area do spot do laser 0,0177 cm?, para
cobrirmos toda a area, foram necessarios 64 pontos, que foram distribuidos
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conforme figura 4.2. A irradiacdo foi realizada de maneira pontual, e padronizada
para todas as sessfes da terapia, um numero de 64 pontos, em cada uma das trés
areas. A variacdo entre os grupos ocorreu na dose (5J/cm? e 20 J/cm?) e no tempo
de aplicacéo (1s e 4 s por ponto), sendo que 0s animais pertencentes aos grupos
que foram irradiados com dose de 5J/cm?, tiveram tempo de irradiacéo igual a 64 s
para cada circulo (1s por ponto) e os animais pertencentes aos grupos que foram
irradiados com dose de 20J/cm?, tiveram tempo de irradiacéo igual a 256 s para
cada circulo (4 s por ponto. A poténcia foi fixa em 100mW (Tabela 4.1) (26). Os
calculos foram realizados conforme o estudo de Simdes, et. al (26), utilizando a
seguinte férmula e levando-se em consideracdo uma perda de 10% do aparelho
(26):

_DExA
P

T

Onde T=tempo (s)
DE= densidade de energia (J/cm?)
A= Area (cm?)

P= Poténcia (W)

A
OO

Figura 4.1 - Demarcacdes das glandulas parétidas e submandibulares, prévias a irradiacéo
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32 pontos

- 20 pontos

10 pontos

2 pontos

Figura 4.2- Distribuicdo dos pontos de irradiagdo nas glandulas salivares

4.3 Obtencao das amostras

Os animais foram eutanasiados 24 horas ap0s a irradiacdo, por
destroncamento medular apds anestesia com Ketalar/Rompun (4 ml/Kg IM). O peso
corporal dos animais foi anotado no inicio e fim da fase experimental.

Para as analises bioquimicas as glandulas salivares foram imediatamente
removidas, limpas de tecidos aderentes e prensadas entre placas de aluminio,
previamente mantidas em gelo seco. As amostras foram armazenadas em freezer a

—80°C até o momento da sua utilizacao.

4.4 Andlises

Foram realizadas as seguintes determinacoes:

- Glicemia

- Total antioxidante

- Atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD)
- Atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx)
- Atividade da enzima Catalase (CAT)

- Determinacéo da concentracdo de proteinas totais
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Para as analises do total antioxidante, atividade da enzima superdxido
dismutase e atividade da enzima glutationa peroxidase, as glandulas foram
previamente homogeneizadas a 10% em Tampéo fosfato PBS (phosphate buffered
saline), centrifugadas a 800 x g (2 500 rpm) por 10 minutos (4°C). O sobrenadante
foi separado, sonicado a 300 W trés vezes por 10 s cada vez e centrifugado
novamente a 20 000 x g (14 500 rpm) por 10 minutos. O sobrenadante foi entédo

utilizado nas andlises (170).

4.4.1 Determinacado da glicemia

A determinacédo da glicemia foi realizada nos animais de todos os grupos em
4 momentos da fase experimental, através da utilizacdo de um glicosimetro (Roche-
Accu-chek advantage).

v Setenta e duas horas ap6és a injecdo da estreptozotocina ou tampéao, com
0s animais em jejum de 15 h e através da coleta de sangue caudal. Esta
determinacao foi realizada para a confirmacdo do estado diabético nos
grupos D (glicemia inicial).

v' No dia da eutandsia, com os animais em jejum de 15 h e através da coleta
de sangue do coracéao (glicemia final). Esta determinacéo foi realizada para

posterior analise comparativa com a glicemia inicial.

4.4.2 Analise do Total antioxidante

O status antioxidante foi determinado através do Kit TAS (Randox UK). Neste
método o reagente ABTS (2,2-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate]) é
incubado com a peroxidase (metamioglobina) e com o peroxido de hidrogénio para
produzir o radical ABTS. Este radical tem uma coloracdo estavel verde-azulada a
qual pode ser medida a 600nm. Os antioxidantes presentes no homogenado
glandular causam supressdo a formacdo desta coloracdo, sendo a queda na

coloracdo proporcional a concentracdo de antioxidantes na amostra. Para este
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método foram utilizadas cubetas de plastico e a reacdo foi acompanhada
espectrofotometricamente (171). Os célculos foram realizados utilizando as

seguintes formulas:

_ Absorbancia final - Absorbancia inicial

fempe

Concentragie do padrie

Fator = —
(& orance — 4 amostra)

mmal porl de homogenado = Fator X (4brance — & amosira)

4.4.3 Determinacdo da atividade da SOD (Superéxido dismutase)

A atividade da enzima SOD foi determinada utilizando o Kit RANSOD
(Randox UK).

Neste meétodo é utilizada xantina e xantina oxidase para gerar radicais
superéxido os quais reagem com o reagente INT [2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-
5-phenyltetrazolium chloride] produzindo uma coloracdo résea avermelhada, que
pode ser lida a 505 nm. A atividade da enzima SOD, presente no homogenado
glandular, é medida através do grau de inibicdo desta reacdo.Uma unidade da
enzima SOD é aquela capaz de causar 50% de inibicdo na taxa de reducéo do INT.
Para este método foram utilizadas cubetas de plastico e a reacdo foi acompanhada
espectrofotometricamente (172, 173). Uma curva padrdo foi realizada e utilizada
para os célculos.

4.4.4 Determinacéo da atividade da GPx (Glutationa peroxidase)

A atividade da enzima GPx foi determinada através do Kit RANSEL (Randox

UK) de acordo com o método descrito por Paglia e Valentine, que consiste no
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seguinte principio: a glutationa peroxidase é a enzima responsavel por catalisar a
reacdo de oxidacdo da glutationa (GSH) pelo hidroperéxido de cumeno. Na
presenca da glutationa redutase (GR) e NADPH a glutationa oxidada é
imediatamente convertida na sua forma reduzida com a simultanea oxidacdo do
NADPH em NADP" A queda na absorbancia a 340 nm ¢ medida. Para este método
foram utilizadas cubetas de quartzo e a reacdo foi acompanhada
espectrofotometricamente (174). O Calculo da atividade foi realizado utilizando as

seguintes formulas:

Absorbincia iniclal — Absorbincia final
tempao

& amostra =

Sdamostra — Abrance =y

U de GPx porml de homeogenade = v X 8412
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4.4.5 Determinagéo da atividade da catalase

As glandulas foram homogeneizadas a 10% (100mg/mL) em tampé&o fosfato
50mM pH 7,4, centrifugadas a 1.500 x g (4000 rpm) por 10 minutos e o
sobrenadante foi utilizado no ensaio de acordo com o método de Aebi (1984) o qual
se baseia no acompanhamento da decomposicdo do H;0O,, determinada
espectrofotometricamente a 240nm durante 5 minutos (175). O Célculo da atividade

foi realizado de acordo com as seguintes férmulas:

- Abzorbincla (niclal - Absorbincia final
a tempo

A % fator de diluicko

U de catal ~mi de | di
e catalase por ml de homogenado = 0071 X tomada de ensalo

4.4.6 Determinacdo da concentracao total de proteinas

A concentracao total de proteinas foi determinada pelo método de Lowry
(1951) (176), utilizando a solucdo de albumina bovina 0,5 mg/mL para a realizacéo
da curva padrdo. Neste método, as proteinas em meio alcalino reagem com o cobre,
formando um complexo. Este complexo reduzird o reativo de folin-ciocalteu,

resultando uma coloracdo azulada, que foi lida em espectrofotdmetro a 660nm.

4.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados pelo teste estatistico de analise de
variancia (ANOVA) e teste de contraste de Tukey, aceitando-se uma significancia de
5%.
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5 RESULTADOS

Os animais utilizados neste estudo apresentaram média de peso corporal de
aproximadamente 206 g no inicio do experimento (peso inicial). Os ratos néo-
diabéticos ao final do experimento (apos 30 dias) mostraram ganho de peso corporal
de apenas 6,4 — 10%, nao apresentando diferenca estatistica entre o peso inicial e
peso final. No entanto, os ratos diabéticos apresentaram perda significante de peso
corporal de 20 — 26% ao final do experimento (Figura 5.1).

Para o diagnostico do estado diabético no grupo experimental foi aferida a
concentracdo de glicose no sangue (glicemia inicial), com os animais em jejum de
aproximadamente 15 horas, 72 horas apoés a injecdo de STZ e com 0 auxilio de um
glicosimetro. Todos os grupos diabéticos apresentaram média de glicemia inicial
superior a 350mg/dL de sangue e os animais dos grupos nao diabéticos inferior a
91mg/dL de sangue.

Apés 30 dias da injecdo de STZ/tampdo citrato os animais foram
eutanasiados, e no dia da eutandsia foi realizada novamente a afericdo da
concentracdo de glicose no sangue (glicemia final), ndo s6 para a comprovacao do
estado diabético no grupo experimental ao final do estudo como também para a
observacdo do efeito tardio (24 horas depois) da irradiacdo com laser na
concentracdo de glicose sanguinea dos animais. Comparando os valores de
glicemia inicial (Gl) e glicemia final (GF) observamos que, os animais ndo-diabéticos
dos grupos C5 e C20 apresentaram uma leve tendéncia de aumento de 24% e 16%
respectivamente na glicemia final quando comparada com a glicemia inicial, porém
esta diferenca ndo foi estatisticamente significante. Os animais diabéticos, no
entanto, apresentaram os valores de GF menores que os valores de G, sendo que
estas diminuicdes foram de 37%, 141% e 93% para os grupos DO, D5 e D20,
respectivamente, e todas estatisticamente significantes (Figura 5.2).

Além disso, imediatamente antes (glicemia antes) e apés (glicemia depois) a
aplicacdo do laser ou simulagdo (no caso dos grupos CO e DO) foi realizada a
medida das glicemias com os animais alimentados, para a observacdo do efeito
imediato do laser sobre a concentracdo de glicose no sangue. Nos animais

diabéticos ndo houve diferenca entre a glicemia antes e depois da irradiagdo. Nos
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animais ndo diabéticos, encontrou-se uma leve tendéncia de aumento na glicemia
apos a irradiacdo quando comparada a glicemia antes da irradiacdo. Sendo a
glicemia apoés a aplicacdo, 27%, 44% e 45% maiores para os grupos CO, C5 e C20
guando comparada a glicemia antes (Anexo B).

5.1 Resultados nas glandulas submandibulares

Nas glandulas submandibulares os valores de total antioxidante (TA)
apresentaram-se menores nos animais do grupo C20 quando comparados aos
animais ndo diabéticos dos outros 2 grupos, sendo esta diminuicdo de 58,7% em
relacdo ao grupo CO e de 39% em relacdo ao grupo C5. Comparando os animais
dos grupos diabéticos, podemos observar que houve aumento nos valores de TA
tanto com dose de 5J/cm? quanto 20 J/cm?, sendo estes aumentos de 8,5% e 13,6%,
respectivamente. E comparando os animais ndo diabéticos e diabéticos dentro do
mesmo grupo, observamos que 0s grupos D5 e D20 apresentaram valores
significativamente maiores, 31% e 91%, em relacdo ao respectivo grupo C5 e C20
(Figura 5.3).

Com relacéo a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD), observamos
gue nos animais nao diabéticos, ndo houve alteracao significativa com a aplicacao
do laser. No entanto, nos grupos de animais diabéticos, podemos observar aumento
no grupo D20 de 15% em relacdo ao DO e de 18,5% em relacdo ao D5, sendo todos
estes aumentos significantes. E comparando os animais nao diabéticos e diabéticos
dentro do mesmo grupo, observamos que os grupos DO e D20 apresentaram valores
significativamente maiores, de 27% e 43%, em relacdo ao respectivo grupo CO e
C20 (Figura 5.4).

A respeito da atividade da enzima catalase (CAT), observamos que a
aplicacao do laser ocasionou um aumento nos valores de atividade da CAT de 25%
e 23,3% nos grupos C5 e C20, respectivamente, em relacdo ao grupo de animais
ndo diabéticos que nado sofreu irradiacdo (C0). Nos animais diabéticos o laser com
dose tanto de 5J/cm? quanto 20 J/cm? levou a um significativo aumento de 28,4% e
22%, respectivamente, em relacdo ao grupo DO. Comparando os animais nao

diabéticos e diabéticos dentro do mesmo grupo, observamos que todos 0s grupos de
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animais diabéticos apresentaram valores significativamente maiores na atividade da
enzima CAT em relacdo aos respectivos grupos ndo diabéticos (CO, C5 e C20).
Sendo estes aumentos de 66%, 71% e 64% nos grupos DO, D5 e D20,
respectivamente (Figura 5.5).

A irradiacdo com laser ndo causou alteracdo significativa na atividade da
enzima glutationa peroxidase (GPx) nem entre os grupos de animais diabéticos e
nem entre 0s grupos de animais ndo diabéticos. E apenas o grupo D20 apresentou
aumento significativo (29,7%), os outros 2 grupos D5 e DO apresentaram apenas
uma leve tendéncia de aumento em relacdo ao respectivo grupo nao diabético
(Figura 5.6).

5.2 Resultados nas glandulas parétidas

A respeito das glandulas parotidas, comparando os animais ndo diabéticos
entre si, observamos que a aplicacdo do laser ndo causou nenhuma alteracdo
estatisticamente significante nos valores de TA, porém a aplicacdo com dose de
5J/cm? levou a uma tendéncia de diminuicdo de 78,4% e 143% em relacdo aos
grupos CO e C20, respectivamente. O grupo C20 apresentou uma tendéncia de
aumento de 36% e 143% em relacdo aos grupos CO e C5, respectivamente. Os
animais diabéticos também ndo apresentaram diferenca significativa nos valores de
TAS quando comparados entre si. Porém podemos observar uma leve tendéncia de
aumento com a aplicacdo do laser com dose tanto de 5J/cm? como de 20J/cm?,
sendo que os grupos D5 e D20 apresentaram valores de 2% e 31,6% maiores em
relacdo ao grupo DO, respectivamente. Comparando os animais ndo diabéticos e
diabéticos dentro do mesmo grupo, observamos que todos os grupos de animais
diabéticos apresentaram valores significativamente maiores em relacdo ao grupo
nao diabético que recebeu a mesma dose de irradiacdo. Sendo estes aumentos de
61%, 193% e 55% para os grupos DO, D5 e D20, respectivamente (Figura 5.7).

A atividade da enzima SOD néo sofreu alteragéo significativa nas glandulas
parétida (Figura 5.8).

Os valores de atividade da enzima CAT sofreram diminuicdo significativa com

a aplicacado do laser quando comparamos 0s animais nao diabéticos entre si, sendo
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esta queda de 35% e 30% para os grupos C5 e C20, respectivamente, em relacao
ao CO. Nos animais diabéticos também houve uma diminuicao significativa de 15,3%
e 29% nos grupos D5 e D20, respectivamente. Comparando 0s animais nao
diabéticos e diabéticos dentro do mesmo grupo, observamos que todos 0s grupos de
animais diabéticos apresentaram valores significativamente maiores em relacédo ao
grupo ndo diabético que recebeu a mesma dose de irradiacdo. Sendo estes
aumentos de 94%, 127% e 95,6% para os grupos DO, D5 e D20, respectivamente
(Figura 5.9).

A irradiacdo com laser ndo causou alteracdo significativa na atividade da
enzima glutationa peroxidase (GPx) nem entre os grupos de animais diabéticos e
nem entre 0s grupos de animais ndo diabéticos. No entanto, comparando os animais
ndo diabéticos e diabéticos dentro do mesmo grupo, observamos que todos o0s
grupos de animais diabéticos apresentaram valores significativamente maiores em
relacdo ao grupo nao diabético que recebeu a mesma dose de irradiacdo. Sendo
estes aumentos de 19,4%, 19,6% e 17,7% para os grupos DO, D5 e D20,
respectivamente (Figura 5.10).

PESO INICIAL X PESO FINAL

300
250
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Figura 5.1- Peso inicial e final (g) para os diferentes grupos. As colunas representam os valores
médios e as barras o desvio padréo. Os asteriscos indicam diferenca estatistica entre o
valor de peso inicial e final do mesmo grupo. As letras diferentes indicam diferenca
estatistica entre os grupos diabéticos e ndo diabéticos de diferentes grupos. (p<0,05)
(n=8)
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Figura 5.2 - Glicemia inicial e final (em jejum, em mg/dL) para os diferentes grupos. As colunas
representam os valores médios e as barras o desvio padrdo. Os asteriscos indicam
diferenca estatistica entre o valor de glicemia inicial e final do mesmo grupo. As letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos diabéticos e ndo diabéticos de

diferentes grupos. (p<0,05) (n=8)
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Figura 5.3 - Valores de total antioxidante (nmol/mg de proteina) nas glandulas submandibulares de

ratas diabéticas e ndo diabéticas, que receberam diferentes doses de irradiacdo. As
colunas representam os valores médios e as barras os desvios padrdo. Os asteriscos
indicam diferenca estatistica entre o grupo diabético e ndo diabético que receberam a
mesma dose de irradiac@o. As letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os
grupos diabéticos (letra mailscula) e ndo diabéticos (letra mindscula) com doses
diferentes de irradiagcdo (p<0,05) (7<n<10)
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Figura 5.4 - Atividade total da enzima superdxido dismutase (U de SOD/mg de proteina) nas
glandulas submandibulares de ratas diabéticas e ndo diabéticas, que receberam
diferentes doses de irradiacao. As colunas representam os valores médios e as barras
os desvios padréo. Os asteriscos indicam diferenca estatistica entre o grupo diabético
e ndo diabético que receberam a mesma dose de irradiagdo. As letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre os grupos diabéticos (letra mailscula) e néo
diabéticos (letra mindscula) com doses diferentes de irradiagéo (p<0,05) (8<n<9).



55

CATALASE - SM

8
£ 7
S
o 6
. 5
o
w 4
£, u NAO-DIABETICO
<< :
: 2 m DIABETICO
- |
D

0

DOSES
Figura 5.5 Atividade da enzima catalase (U de CAT/mg de proteina) nas glandulas

submandibulares de ratas diabéticas e ndo diabéticas, que receberam diferentes
doses de irradiacdo. As colunas representam os valores médios e as barras os
desvios padréo. Os asteriscos indicam diferenca estatistica entre o grupo diabético e
ndo diabético que receberam a mesma dose de irradiacdo. As letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre os diabéticos (letra mailscula) e ndo diabéticos
(letra mindscula) com doses diferentes de irradiacéo (p<0,05) (8<n<11)
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Figura 5.6 - Atividade da enzima glutationa peroxidase (U de GPx/mg de proteina) nas glandulas
submandibulares de ratas diabéticas e ndo diabéticas, que receberam diferentes doses
de irradiacdo. As colunas representam o0s valores médios e as barras os desvios
padrdo. Os asteriscos indicam diferenca estatistica entre o grupo diabético e néo
diabético que receberam a mesma dose de irradiagdo. As letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os diabéticos (letra mailscula) e ndo diabéticos (letra
mindscula) com doses diferentes de irradiacédo (p<0,05) (8<n<9)
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Figura 5.7 - Valores de total antioxidante (nmol/mg de proteina) nas glandulas parétidas de ratas
diabéticas e nado diabéticas, que receberam diferentes doses de irradiagédo. As colunas
representam os valores médios e as barras os desvios padrdo. Os asteriscos indicam
diferenca estatistica entre o grupo diabético e ndo diabético que receberam a mesma
dose de irradiagdo. As letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os diabéticos
(letra mailscula) e ndo diabéticos (letra mindscula) com doses diferentes de irradiagédo
(p<0,05) (n=8)
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Figura 5.8 - Atividade total da enzima superéxido dismutase (U de SOD/mg de proteina) nas

glandulas parétidas de ratas diabéticos (letra mailscula) e ndo diabéticos (letra
mindscula) que receberam diferentes doses de irradiagdo. As colunas representam os
valores médios e as barras os desvios padrdo. Ndo foi encontrada diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,05) (n=8)
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Figura 5.9 -

Atividade da enzima catalase (U de CAT/mg de proteina) nas glandulas parétidas de
ratas diabéticas e ndo diabéticas, que receberam diferentes doses de irradiacdo. As
colunas representam os valores médios e as barras os desvios padréo. Os asteriscos
indicam diferenca estatistica entre o grupo diabético e ndo diabético que receberam a
mesma dose de irradiacdo. As letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os
grupos diabéticos (letra mailscula) e ndo diabéticos (letra minldscula) com doses
diferentes de irradiagéo (p<0,05) (8<n<11)
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Figura 5.10 - Atividade da enzima glutationa peroxidase (U de GPx/mg de proteina) nas glandulas
parétidas de ratas diabéticas e ndo diabéticas, que receberam diferentes doses de
irradiacdo. As colunas representam os valores médios e as barras os desvios padrao.
Os asteriscos indicam diferenca estatistica entre o grupo diabético e ndo diabético
gue receberam a mesma dose de irradiagdo. As letras diferentes indicam diferenca
estatistica entre os diabéticos (letra mailscula) e ndo diabéticos (letra mindscula) com
doses diferentes de irradiacéo (p<0,05) (8<n<9)
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6 DISCUSSAO

O diabetes mellitus é uma doenca metabdlica caracterizada pela
hiperglicemia cronica. No presente estudo, 0s animais pertencentes aos grupos
diabéticos apresentaram valores de glicemia aproximadamente quatro vezes maior
ao do grupo controle. Além disso, relatos na literatura mostram que perda de peso,
fraqueza, polifagia, polidipsia e polidria sdo alguns dos sintomas que caracterizam
esta doenca. No presente trabalho os animais do grupo diabético apresentavam
claramente todos estes sintomas quando comparados com o grupo controle. A perda
de peso pode ser constada analisando os valores de peso inicial e final dos animais
diabéticos e comparando-os com os respectivos valores dos animais nao diabéticos.
Observamos que os animais ndo diabéticos tiveram manuten¢do do peso, com uma
leve tendéncia de aumento quando comparamos 0s pesos iniciais com os finais. No
entanto, os animais diabéticos apresentaram perda significativa de peso quando
comparamos o peso inicial e o peso apos 30 dias de estado diabético.

Analisando os valores de glicemia coletados imediatamente antes e depois
ndo pudemos observar diferenca estatistica (Anexo B). Apesar disso, hotamos que
nos animais n&do diabéticos a irradiacdo com laser tanto com dose de 5J/cm? quanto
de 20J/cm? provocou um leve aumento nos valores de glicemia, sugerindo que o
laser pode ter uma acdo imediatamente apds a sua aplicagcdo na glicemia de
individuos saudaveis, porém nenhum efeito sobre a glicemia de individuos
diabéticos. No entanto, ao analisar os valores de glicemia final em relagcdo aos
valores de glicemia inicial, notamos que estes se encontram estatisticamente
maiores nos animais ndo diabéticos que sofreram irradiagdo, quando comparados
com aqueles que nao sofreram (C0O) e estatisticamente menores nos grupos D5 e
D20 quando comparados com o DO, sugerindo que o laser 24 horas apés a sua
aplicacdo pode diminuir significativamente os valores de glicemia de individuos
saudaveis, porém aumentar em individuos saudaveis.

A literatura mostra que diabetes experimental induzido tanto por
estrptozotocina quanto aloxana, causam efeitos sobre a estrutura, funcdo e
parametros antioxidantes das glandulas salivares (33, 119-124) e de diversos
tecidos (62, 65, 67, 68, 70, 72, 77, 78, 95, 170).
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A hiperglicemia presente cronicamente no organismo do individuo diabético
vem sendo indicado como o principal responsavel na geracao de espécies reativas
de oxigénio (EROs), um tipo de radical livre. (53, 177, 178). As EROs podem levar a
glicacdo de proteinas (incluindo enzimas), inativando-as. A glicose quando em alta
concentracdo podem sofrer uma auto-oxidacéo, gerando além de anion superoxido
uma molécula denominada dicarbonila que se liga a 2 cadeias protéicas formando
uma ligagdo cruzada entre elas e inativando-as (11). A hiperglicemia é, portanto,
indiretamente responsavel pelo estado de estresse oxidativo aumentado relacionado
com o diabetes, pois ndo s6 aumentam a geracdo de EROs como também levam a
inativacdo de enzimas (52), causando um desequilibrio entre os antioxidantes e pro-
oxidantes.

As EROs podem por sua vez causar peroxidacéo lipidica, desestruturado as
membranas celulares, modificando sua integridade e permeabilidade, causando
perda parcial ou total de sua funcdo. Além disso, podem inativar proteinas e
influenciar na expressao de fatores de crescimento e citocinas, alterando o
crescimento e proliferagéo celular (179).

O nosso organismo possui eficientes sistemas antioxidantes, enzimatico e
ndo enzimatico, a fim de combater estas EROs e proteger os sistemas bioldgicos
dos efeitos potencialmente danosos de reacbes destas EROs com diversos alvos
celulares. O sistema antioxidante enzimatico € composto principalmente por 3
enzimas, superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx).

Alguns estudos mostram que a atividade da enzima SOD aumenta na
presenca de altas concentracfes de glicose (180). Outros autores, porém acreditam
que ha uma perda da atividade desta enzima no diabetes, devido a glicacdo e
conseguente inativacdo de proteinas (50). A enzima SOD possui duas isoformas, a
MnSOD e a CuzZnSOD, sendo que a primeira se encontra no interior das
mitocOndrias e a segunda esté localizada no citoplasma celular. Em um estudo em
glandula submandibular de ratos, o tratamento com isoproterenol (agonista f3-
adrenérgico), aumentou a atividade da MnSOD, elevando a atividade total da SOD
(181). Estudo observando efeito do diabetes na atividade desta enzima em
glandulas salivares ndo encontrou alteracao significativa (19). Outro recente estudo

mostrou que o diabetes causou reducéo na atividade da enzima SOD em glandulas
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submandibulares de ratos induzidos quimicamente e, porém nenhuma alteracdo no
sistema antioxidante da parétida (124).

Em nosso estudo, analisamos a atividade da SOD total em glandulas
submandibulares (GSM) e parétidas (GP). Nas submandibulares, comparando
apenas o grupo CO com DO, a fim de observar o efeito do diabetes apenas nas
GSM, notamos que os valores da atividade desta enzima se encontram elevados no
grupo DO. E analisando o efeito do laser na atividade da SOD, observamos que nos
animais nao diabéticos ndo ha influéncia, ja nos diabéticos a aplicacdo do laser com
dose elevada (20J/cm?) causou aumento na atividade total da SOD. Estes resultados
comprovam relatos na literatura de que a luz laser interage de modo mais
pronunciado em tecidos e células enfraquecidas, e no caso da enzima SOD sao
necessarias doses elevadas para conseguir um aumento significativo na atividade.
Nas GSM de animais diabéticos a atividade da SOD parece estar elevada como
fator de protecdo contra os possiveis danos que elevadas concentracdes de EROs,
presente no diabetes, poderiam causar. E o laser na dose de 20J/cm? aumenta ainda
mais a atividade deste protetor contra EROs. No entanto, nas GP a SOD néo se
mostrou estatisticamente alterada com o diabetes, uma vez que os valores da
atividade da SOD no grupo CO foram semelhantes aos do grupo DO. E por ndo se
encontrar alterada, o laser pareceu nao causar efeito nenhum. A diferenca de
resultados encontrada na GSM e na GP pode ser explicada pela diferenca de
metabolismo entre elas, a GP possui um metabolismo aerbébico e, portanto
normalmente h4 uma alta geracdo de ERO, assim a atividade da SOD néo
necessitou de aumento para compensar a doenca. JA na GSM, por possuir
metabolismo anaerdbico, foi necessério haver um aumento da atividade desta
enzima para prevenir os possiveis danos. Além disso, anatomicamente, a GSM em
ratos se encontra localizada mais superficialmente, visto que a GP possui além da
camada gordurosa, varios nodulos linfaticos que podem dificultar a penetracdo e
consequente absorcdo da luz laser para os tecidos e células glandulares da
parétida. E assim o efeito do laser na GSM pode ser observado e na GP nédo houve
alteracéao.

Neste estudo também foi analisado a atividade de outras duas enzimas
importantes que compde o sistema antioxidante enzimético, a catalase e a glutationa
peroxidase. Ambas as enzimas S&80 responsaveis por remover o0 peroxido de

hidrogénio. Estudo anterior, analisando o efeito do diabetes na atividade destas duas
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enzimas em glandulas submandibulares e parétida de ratos, encontrou aumento na
atividade da enzima CAT em ambas as glandulas e quanto a atividade da GPX,
aumento em GP e diminuicdo em GSM (19). Outro recente estudo mostrou que o
diabetes causou aumento na atividade da enzima CAT e GPx em glandulas
submandibulares de ratos induzidos quimicamente e porém nenhuma alteracado no
sistema antioxidante da parétida (124).

Apesar de ambas as enzimas terem a mesma funcdo, € importante ressaltar
que se tratam de dois tipos diferentes de enzimas. Enquanto a CAT € uma heme-
enzima e catalisa a reacao de dismutacdo, onde uma molécula de H,0O, é reduzida a
H,O e 0O, GPx remove H;O, e outros peréxidos reduzindo-os a H,O
simultaneamente a oxidacdo da glutationa reduzida (GSH). No presente estudo, o
estado diabético parece aumentar a atividade da enzima CAT em GSM quando
comparado a atividade desta enzima no grupo nao diabético (C0), e irradiacao laser
com ambas as doses parece aumentar ainda mais a atividade da enzima CAT
nestas glandulas de animais diabéticos. Nos animais nao diabéticos, o laser também
causou um leve aumento na sua atividade, porém mesmo assim, as atividades nos
animais diabéticos que receberam a mesma dose de irradiacdo continuaram ainda
bem acima. Com relacéo as glandulas parotidas, o estado diabético também causou
aumento na atividade desta enzima. A irradiacdo com laser nas diferentes doses
causou diminuicdo na atividade da CAT tanto em animais diabéticos quanto nao
diabéticos, no entanto as atividades nos animais diabéticos que receberam a mesma
dose de irradiacdo continuaram mais elevadas. Novamente, a diferenca de
resultados encontrada na GSM e na GP pode ser explicada pela diferenca de
metabolismo entre elas, a GP possui um metabolismo aerbbico e, portanto
normalmente ha uma alta geracdo de ERO, assim a atividade da CAT ndao
necessitou de aumento para compensar a doenca, e por isso o laser causou
supressdo na atividade desta enzima nesta glandula Ja na GSM, por possuir
metabolismo anaerdbico, e em condi¢des fisioldgicas normais ndo gera altas
quantidades de EROs foi necessario haver um aumento da atividade desta enzima
para prevenir 0os possiveis danos, e o laser agindo de modo protetor aumentou ainda
mais sua atividade. Estudo anterior mostrou que o laser ndo causa alteragbes na
atividade da CAT em GSM (28). Os resultados diferentes encontrados neste trabalho
podem ser explicados por alteracées na metodologia, sendo que os desvios padrao

encontrados neste trabalho se encontram menores que no trabalho realizado
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anteriormente e provavelmente isso aconteceu por termos trabalhado em meio de
pH 7,4, considerado pH ideal para esta enzima. E com menor desvio padréo foi
possivel encontrar diferenca estatistica.

A respeito da atividade da enzima GPx, o estado diabético aumentou a sua
atividade em ambas as glandulas. Porém a aplicacdo de laser ndo causou
alteracbes significantes na atividade desta enzima em nenhuma das glandulas. A
enzima glutationa peroxidase age principalmente quando o peréxido de hidrogénio
esta presente em baixas concentra¢des (condi¢cbes fisiol6gicas normais), portanto
provavelmente, o laser ndo causou alteracdo na atividade desta enzima em ratos
diabéticos, pois nestes animais a concentracdo de H,O, se encontra alta e neste
caso é a catalase a principal responsavel pela sua remoc¢éo e ndo a GPx (10). Além
disso, a atividade da GPx em células parece se concentrar principalmente na regiao
citoplasmatica e com baixa atividade em mitocondrias e como o laser possui acao
principalmente no interior das mitocéndrias, onde estdo localizadas as principais
moléculas fotorreceptoras, ele acabou nédo causando alteragdo na atividade desta
enzima (47).

Além disso, foram analisados os valores de total antioxidante (TAS), que inclui
ndo sO o sistema antioxidante enzimatico como também o ndo enzimatico. Os
valores de total antioxidante indicam, quantitativamente, a efetividade do sistema
antioxidante. Em nosso estudo, em GSM, a irradiagdo com laser com ambas as
doses causou aumento nos valores de TAS em animais diabéticos (D5 e D20)
guando comparados aos animais diabéticos que nado receberam irradiacdo (DO0), que
apresentavam valores de TAS semelhantes ao respectivo grupo nao diabético (CO).
Estes resultados mostram claramente que a irradiacdo independente da dose
melhorou o sistema antioxidante das GSM de ratas diabéticas. Nos grupos nao
diabéticos o laser com dose de 20J/cm? causou diminuicdo nos valores de TAS
sendo que a dose de 5 J/cm? ndo causou alteracdo, o que nos leva a concluir que
em organismo saudavel, doses elevadas de laser podem causar supressao do
sistema antioxidante, talvez por ndo haver necessidade de altos valores de
antioxidante, visto que se trata de tecidos saudaveis. Nas GP a irradiacdo causou
uma tendéncia de aumento nos valores de TAS nos animais diabéticos. Ja nos
animais nao diabéticos a irradiacdo com dose de 5 J/cm? causou uma tendéncia de

diminuicdo nos valores de TAS e com dose de 20J/cm? uma tendéncia de aumento.
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Os dados obtidos neste trabalho mostram o efeito do laser em parte do
sistema antioxidante das glandulas submandibulares e parotidas e na glicemia de
ratas diabéticas (induzidas por estreptozotocina) e ndo diabéticas. Analisando os
resultados, conseguimos observar que o diabetes induzido por estreptozotocina
causou alteracdes no sistema antioxidante das glandulas salivares, confirmando os
resultados encontrados em estudos anteriores (19, 26). Os resultados em GSM
principalmente sugerem efeito protetor do laser contra o estresse oxidativo presente
nas glandulas salivares de animais diabéticos induzidos quimicamente. Além disso,
os resultados mostram que a irradiacdo com laser de baixa poténcia possui alguns
efeitos ndo s nas alteracdes causadas pelo diabetes no sistema antioxidante como

também na glicemia sanguinea (26, 28).
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7 CONCLUSOES

e Em GSM de ratas diabéticas o laser com dose de 20J/cm? causou aumento
na atividade da enzima SOD. E independente da dose, causou aumento nos

valores de TAS e atividade da enzima CAT.

e Em GSM de ratas ndo diabéticas a dose de 20J/cm? causou diminuicdo dos
valores de TAS. E independente da dose a irradiagdo com laser levou a um
aumento da atividade da enzima CAT.

e Em GP de ratas diabéticas, independente da dose, a irradiacdo com laser

causou diminuicdo da atividade da enzima CAT.

e Em GP de ratas ndo diabéticas a dose de 5J/cm? causou diminuicdo da
atividade da enzima CAT.
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PROTOCOLO n° 08/08

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em Pesquisa —
Subcomissdo de Bioética de Animais da FOUSP, APROVOU o protocolo de
pesquisa “Estudo do efeito da terapia com laser em baixa intensidade no
metabolismo energético da glandulas salivares submandibulares e parétidas de
ratas diabéticas induzidas por estreptozotocina®, de responsabilidade do
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Cabe ao responsavel enviar relatérios referentes ac andamento da
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ANEXO B - Glicemias Antes e Apo0s a Irradiacdo

GLICEMIA ANTES X GLICEMIA APOS

GLICEMIA mg/dL

Cc20 Do

GRUPOS

D5

D20

B GLICEMIA ANTES L
® GLICEMIA APOS L

86

Glicemia (alimentado, em mg/dL) imediatamente antes e apds da irradiagdo ou simulacéo do laser
nos diferentes grupos. As colunas representam os valores médios e as barras o desvio padrdo. As
letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos diabéticos e nao diabéticos de

diferentes grupos. (p<0,05) (n=8)



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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