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RESUMO: Objetivo: verificar o efeito da
terapia laser de baixa poténcia (TLBP) sobre
glandulas parétidas de ratos irradiadas por
acelerador linear. Materiais e métodos: Trinta
ratos Wistar foram divididos em trés grupos
controle, sem intervencdo (GC), somente com
TLBP (GL) e somente com radioterapia (GR)
e dois grupos experimentais com uso de TLBP
em tempo imediato (24h) (GEI) e tardio (cinco
dias) (GET) apoés a radioterapia. Todos os
grupos experimentais e GCR foram expostos
a sessao Unica de radioterapia através de um
acelerador linear, com dose de 12 Gy. Nos
grupos experimentais e GCL, foi utilizado um
laser AsGaAl (660 nm, 100 mW) na regido da
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glandula paroétida direita, com energia de 2J (20s, 70J/cm?) por ponto. Foram aplicados trés
pontos na glandula parétida direita, durante dez dias consecutivos. Os animais foram mortos
10 dias apds radioterapia nos grupos controle e GEl e 15 dias no GET. As glandulas paroétidas
foram removidas, fixadas em solugdo de formalina a 10% e, apés, encaminhadas para
analise histologica. Foi utilizado o teste do qui-quadrado para a anélise dos pardmetros com
distribuicdo normal e o teste de Mann-Whitney com significancia de 5% para a comparagao
dos diferentes tempos de aplicagéo da TLBP. Resultados: o protocolo de TLBP utilizado teve
efeito modulador sobre o infiltrado celular inflamatério em ambos os grupos experimentais,
tendo menor intensidade no GEI, porém sem significancia estatistica. Conclusao: O efeito
da TLBP sobre tecido glandular de parétidas sugere um efeito modulador da intensidade
do processo inflamatério causado pela radioterapia. Além disso, o uso da VMAT causou
pouco dano ao parénquima das glandulas parétidas, o que sugere o efeito protetor desta
modalidade de radioterapia.

PALAVRAS - CHAVE: Terapia laser de baixa poténcia; radioterapia; glandulas salivares;
ratos.

EFFECT OF LOW-LEVEL LASER THERAPY ON THE PAROTID GLANDS OF
RATS IRRADIATED BY VOLUMETRIC MODULAR ARC THERAPY

ABSTRACT: Objective: to verify the effect of low-level laser therapy (LLLT) on parotid glands
of rats irradiated by linear accelerator. Materials and methods: Thirty Wistar rats were
divided into three control groups, without intervention (CG), only with LLLT (LG) and only with
radiotherapy (RG) and two experimental groups using LLLT in immediate time (24h) (ILG)
and late (five days) (LLG) after radiotherapy. All experimental groups and RG were exposed
to a single radiotherapy session through a linear accelerator, with a dose of 12 Gy. In the
experimental and LG groups, an AsGaAl laser (660 nm, 100 mW) was used in the region
of the right parotid gland, with energy of 2J (20s, 70J/cm2) per point. Three stitches were
applied to the right parotid gland for ten consecutive days. The animals were killed 10 days
after radiotherapy in the control and ILG groups and 15 days in the LLG. The parotid glands
were removed, fixed in a 10% formalin solution and then sent for histological analysis. The
chi-square test was used to analyze the parameters with normal distribution and the Mann-
Whitney test with a significance of 5% to compare the different times of LLLT application.
Results: the LLLT protocol used had a modulating effect on the inflammatory cell infiltrate in
both experimental groups, with lower intensity in the ILG, but without statistical significance.
Conclusion: The effect of LLLT on parotid gland tissue suggests a modulating effect on the
intensity of the inflammatory process caused by radiotherapy. Furthermore, the use of VMAT
caused little damage to the parotid glands parenchyma, which suggests the protective effect
of this modality of radiotherapy.

KEYWORDS: Low-level laser therapy; radiotherapy; salivary glands; rats.

INTRODUCAO

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de verificar o efeito da terapia
a laser de baixa poténcia (TLBP) na xerostomia de pacientes irradiados no tratamento de
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neoplasias malignas das regides de cabeca e pescogo. Alguns tém demonstrado resultados
promissores com o uso da TLBP, na reducdo da dor e desconforto, biomodulagdo dos
processos inflamatérios e redugdo no custo do tratamento (Antunes et al. 2016), com
reflexo na qualidade de vida dos pacientes. Contudo, outros estudos demonstram que com
diferentes parametros utilizados, a TLBP n&o foi capaz de aumentar o fluxo salivar ou
reduzir a xerostomia, podendo estes resultados estarem associados aos efeitos tardios da
radioterapia sobre a estrutura glandular, tais como a atrofia e fibrose acinar que reduziriam
a resposta dos tecidos a terapia (SALEH et al., 2014).

No estudo de Acauan et al. (2015), que utilizou 41 camundongos da espécie Swiss,
foi avaliado o efeito da TLBP sobre a morfologia das glandulas parétidas irradiadas por. Os
resultados demonstraram que o laser de baixa poténcia (LBP) promoveu a preservagao da
estrutura acinar, reduziu a ocorréncia de vacuolizag¢do, e estimulou a vascularizacdo das
glandulas, sendo que o protocolo com 4J da energia apresentou melhores resultados.

Entretanto, os estudos utilizam radioterapia do tipo convencional e, com o atual uso
da radioterapia por acelerador linear, faltam evidéncias sobre a utilizagdo da TLBP apos
a administragdo de radioterapia através de acelerador linear, uma vez que a radioterapia
utilizada na maioria dos estudos foi do tipo convencional. Além disso, ainda ndo foram
encontrados estudos que investiguem, em modelo animal, a acdo da TLBP sobre o
tecido glandular, ap6s radioterapia por acelerador linear, e, quando utilizam radioterapia
convencional é observado divergéncias entre os parametros, tanto da dose da radioterapia
como dos protocolos da TLBP, quanto ao numero de aplicagdes, dose, poténcia e tempo
entre a aplicagcéo do LBP e o sacrificio dos animais.

A radioterapia ou terapia de intensidade modulada por arco volumétrico (VMAT)
apresenta uma quantidade menor de danos as glandulas salivares. Todavia, ndo ha
evidéncia de que a hipofuncdo da glandula, e a consequente xerostomia induzidas pela
radioterapia, possam ser prevenidas ou minimizadas. No entanto, esta hip6tese ainda néao
foi respondida na literatura (JENSEN et al., 2010).

Assim, o0 objetivo do estudo foi verificar o efeito da TLBP sobre a modulagéo
(intensidade) do processo inflamatorio e o efeito sobre o parénquima de glandulas parétidas
de ratos irradiados por VMAT.

MATERIAIS E METODOS

O estudo sob delineamento experimental em modelo animal faz parte de um projeto
maior aprovado pelo Comité de Etica CEUA/ULBRA, sob protocolo n° 2014-10P, e seguiu
os preceitos e recomendacdes do Manual de Utilizacdo de Animais em Experimentacéo da
CEUA/ULBRA, da Resolugdo n° 1000, de 11 de maio de 2012 do CFMV e da Resolucéo
Normativa n°® 13, de 20 de setembro de 2013 do CONCEA e da Lei Arouca.

Epidemiologia, diagnéstico e intervengées em odontologia 2 Capitulo 9 “



Amostras e Intervencoées

A amostra teve calculo amostral e foi constituida por 29 ratos machos (Rattus
norvegicus), linhagem Wistar, adultos, pesando entre 240 a 300g no inicio do experimento.
Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas para roedores com livre acesso a agua
e racao (Nuvilab®), com temperatura controlada (22°c) e ciclo claro-escuro de 12 horas,
no Biotério da ULBRA, campus Canoas. Os animais tiveram durante o desenvolvimento do
experimento, acompanhamento do médico veterinario responsavel pela pesquisa.

Os animais foram aleatoriamente divididos em cinco grupos (Figura 1). Trés
grupos controle, um negativo sem intervengédo (n=2) (GC), uma radioterapia (n=2) (GR)
e um somente com TLBP (n=2) (GL). Os dois grupos de experimentais que receberam
radioterapia e TLBP foram divididos em dois tempos experimentais. O imediato (n=11)
(GEI), que recebeu a primeira aplicacado de TLBP 24 horas ap6és a radioterapia, e o tardio
(n=12) (GET), que teve aplicacdo do TLBP cinco dias apés a radioterapia.

e e 00 GG wEaa
o

[ Radioterapia 12Gy J
24 h 24 h
\%
Inicio TLBP Inicio TLBP

2J 2J .
5 dias

[oar] | (oo
v

Inicio TLBP
v ~ 2J
Eutanasia 2 Eutanasia 2 Eutanasia 2 Eutanasia
animais animais animais 11 animais

Eutanasia
12 animais

Figura 1. Fluxograma de distribuicdo dos animais nos diferentes grupos controle e experimentais.
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Radioterapia

A radioterapia (VMAT) foi realizada no Centro de Radioterapia do Hospital Mae
de Deus, Porto Alegre/RS, através do Acelerador Linear Trilogy, aparelho de radioterapia
externa com arco volumétrico (RapidArc) (Varian, EUA). A dose utilizada foi com feixe
de 6MV, com placas de agua sélida para corregdo do efeito de buil-up, e a dose total
administrada foi de 12Gy. O campo de radiagédo foi de 9x40cm?2, aplicado com 1cm de
didmetro em area circular, que foi delimitada pelo colimador de chumbo no osso craniano.
Os animais foram sedados com 70 mg/Kg de Cetamina e 2 mg/Kg de Xilazina por via
intramuscular durante o procedimento e acomodados individualmente para o procedimento
(Figura 2).

Figura 2. Protocolo de radioterapia (VMAT) dos animais dos grupos controle GR e experimentais GEIl e
GET. Identificacéo visual do feixe de colimacéo (seta).

Terapia Laser de Baixa Poténcia (TLBP)

O equipamento Photon Lase Il (marca DMC, Importacdo e Exportacdo de
Equipamentos LTDA), de fonte laser continua de arseneto, galio e aluminio (AsGaAl),
foi utilizado com comprimento de onda de 660nm afastado 1cm da area de aplicagéo,
correspondente as glandulas parétidas do lado direito, com o feixe cobrindo a maior area
possivel. Foi realizada aplicacdo simulada (placebo) da TLBP nos animais dos grupos GC
e GR. A densidade da energia utilizada foi de 2J/cm? e a poténcia de 100mw para todos os
grupos com aplicacao efetiva do LBP (GL, GEl e GET). Esses, tiveram aplicacdo uma vez
ao dia do LBI, por 10 dias consecutivos, com tempo total de 60 segundos por aplicacéo.
Os animais ndo foram sedados durante a TLBP (Figura 3) e examinados diariamente para
registro de possiveis alteragcdes nos tecidos intra e extrabucais.
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Figura 3. Protocolo de aplicagédo da TLBP na regido de parétida.

Eutanasia dos animais e Preparo das amostras

A eutanasia dos animais ocorreu conforme orienta¢gdes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA). Os animais foram eutanasiados através
da administragdo de 80 mg/Kg de tiopentato de sodio (Thiopental®), por via intraperitoneal,
e seguiu diferentes tempos de eutanésia, conforme a divisdo dos grupos experimentais.
Nos grupos controle os animais foram mortos no mesmo tempo estabelecido para o GEI.

As glandulas paro6tidas direita de cada animal foram dissecadas e acondicionadas,
individualmente, em recipiente com formaldeido a 10%. Apoés, foram desidratadas em
concentragdes crescentes de alcool absoluto, diafanizadas em xilol e, ap6s, incluidas em
parafina liquida. A microtomia dos blocos de parafina obteve cortes de 3um de espessura.
Os cortes foram corados de acordo com a técnica da hematoxilina e eosina (HE) e obtidas
as laminas histolégicas. no Laboratério de Patologia do Hospital Universitario da ULBRA,
campus Canoas.

Andlise Histologica

Aanalise histoldgica foi realizada por um Unico examinador, especialista em patologia
bucal, cegado em relagéo a todos os grupos, com excecdo do GCN que estabeleceu os
parametros de analise dos outros grupos. Inicialmente, foi realizada uma analise descritiva
das l&minas de todos os grupos, onde foi observada a presenca ou auséncia de estrutura
acinar (perda de células acinares serosas e atrofia acinar), infiltrado inflamatdrio, fibrose
e edema intersticiais, vacuolizagdo citoplasmatica, picnose (corpusculos apoptéticos),
nucleos aberrantes, vascularizagdo (hipovascularizagdo) e necrose. Na presenca de
infiltrado inflamatério este foi analisado pela intensidade de células presentes (neutréfilos,
eosinofilos, linfécitos e histiocitos). Os escores utilizados foram leve (L), quando o infiltrado
inflamatério foi observado em areas isoladas; acentuado (A), quando estava distribuido

em toda a lamina; moderado (M), quando havia um padrdo intermediario entre leve e
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acentuado. Todas as laminas foram analisadas em microscépio 6ptico NikonO Eclipse E200
(Nikon, Japan), em 100x e 400x de aumento.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por estatistica descritiva no programa SPSS for
Windows, versédo 22.0 (SPSS Software, Inc., San Diego, EUA). Foram utilizados os testes
de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da amostra. Nos
parametros com distribuicdo normal, foi utilizado o teste de qui-quadrado, e para comparar
os diferentes tempos de aplicacdo do LBI, nos grupos experimentais (imediato e tardio),
o teste de Mann-Whitney para amostras independentes. Para as analises foi utilizado um
nivel de significAncia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

A amostra foi composta por 29 |aminas de glandulas paré6tidas. Um dos animais
do GEI foi morto antes do tempo previsto para analise, a partir das condi¢gdes e aspecto
debilitado do animal diagnosticadas pelo médico veterinario responsavel.

Analise Histomorfométrica

No GC, nenhuma alteragdo dos parametros analisados foi observada (Figura 4).
Entretanto, no GL foi verificado atrofia acinar e vacuolizagéo citoplasmatica em todos os
animais (Figura 5), e infiltrado inflamat6rio linfocitario leve em um dos animais.

Figura 4. Andlise histologica da glandula parétida direita do GC, aumento de 400x. Estrutura acinar
normal.
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Figura 5. Analise histologica da glandula parotida direita do GL, aumento de 400x. Identificacdo de
atrofia acinar e vacuolizagdo citoplasmatica.

No GR foi observado alterag6es como corpusculos apoptéticos e nicleos aberrantes
em todos os animais. Atrofia acinar, vacuolizagao citoplasmatica e fibrose intersticial foram
observadas em 50% da amostra (Figura 6 A, B, C). O infiltrado inflamatoério linfocitario
presente foi de leve a moderado (Figura 6D).

Figura 6. Analise histolégica da glandula paroétida direita do GCR, aumento de 400x. Identificagao
de picnose/corpuUsculos apoptéticos (A), nacleos aberrantes (B), fibrose intersticial (C) e infiltrado
inflamatério (D).
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Os dois grupos experimentais (GEl e GET) foram analisados quanto a auséncia
ou presenca de alteragdes na morfologia glandular, baseada na andlise descritiva do GC
(Tabela 1) (Figura 7).

Variavel/Grupos GEI GET

Parametro Histolégico A(%) P (%) A(%) P(%) p*
Perda de células acinares 07 (63,6) 04 (36,4) 05 (41,7) 07 (58,3) 0,292
Atrofia acinar 02 (18,2) 09 (81,8) 03 (25,0) 09 (75,0) 0,692
Fibrose intersticial 08 (72,7) 03 (27,3) 10 (83,3) 02 (16,7) 0,538
Vacuolizagao citoplasmatica 03 (27,3) 08 (72,7) 05 (41,7) 07 (58,3) 0,469
Pic”‘;‘*g&‘;ﬁ:ﬁw'os 08 (72,7) 03(27,3)  05(41,7)  07(583) 0,133
Nucleos aberrantes 05 (45,5) 06 (54,5) 02 (16,7) 10 (83,3) 0,134

Tabela 1. Distribuicao das alteragdes morfologicas observadas nas glandulas parotidas irradiadas por
VMAT e LBP, nos dois grupos experimentais.

Legenda: Ausente (A); Presente (P); Grupo Experimental com Aplicagéo Imediata de Laser de Baixa
Poténcia (GEIl); Grupo Experimental com Aplicacdo Tardia de Laser de Baixa Poténcia (GET). *Teste do
qui-quadro (p<0,05%).

Intensidade Frequéncia (%) P*
Leve 20 (86,9)
Moderado 02 (8,7) 0,833
Ausente 01 (4,3)

Tabela 2. Distribuicdo da intensidade do infiltrado inflamatério linfocitario, observada na comparacéao
dos grupos experimentais (GEI e GET).

Legenda: Grupo experimental laser imediato (GEI); Grupo experimental laser tardio (GET). *Teste de
Mann-Whitney; p<0,05%.

Os dois grupos experimentais (GElI e GET) foram comparados em relagdo a
intensidade (leve, moderada e acentuada) do infiltrado inflamatério que esteve presente
em 100% dos casos no GEI (Figura 7A) e em 97,1% no GET (Figura 7B). Foi verificado,
em ambos os grupos, somente infiltrado tipo linfocitario. Na tabela 2, é observado que
este infiltrado foi, predominantemente, de intensidade leve (86,9%). Contudo, nao foi
observado diferenga estatistica significante entre os diferentes tipos de intensidade nos
grupos (p=0,833).
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Figura 7. Analise histolégica da glandula parétida dos grupos GEI (A) e GET (B), aumento de 400x.
Identificac@o de perda de células acinares (1), atrofia acinar (2), fibrose intersticial (3), vacuolizagdo
citoplasmatica (4), picnose/corpusculos apoptéticos (5), nicleos aberrantes (6) e infiltrado inflamatério

@).
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DISCUSSAO

No presente estudo as alteragbes histologicas observadas ndo apresentaram
significancia estatistica tanto para o uso da TLBP apés a radioterapia. A hipétese de que
as complicagdes advindas da radioterapia sobre as glandulas salivares poderiam ser
revertidas com o uso do TLBP, n&o foi observado quanto ao tempo de aplicagdo imediato
ou tardio. Este resultado pode estar relacionado ao tempo de reparo da glandula ou ao
menor dano causado as células pelo tipo de radioterapia utilizado (VMAT).

Este menor dano as células, pode ter ocorrido pela agdo protetora do tipo de
radioterapia utilizada. A radioterapia do tipo VMAT apresenta uma ac&o protetora pelo
menor dado causado aos tecidos normais que se traduz pelo menor tempo de utilizagdo
da radiagédo ionizante sobre os tecidos alvos com doses fracionadas. Além disso, no
planejamento é possivel estabelecer por tomografia computadorizada a delimitagdo do
campo de aplicagédo alvo da VMAT (HOLT et al., 2013).

A utilizacédo de radioterapia por acelerador linear tem sido recomendada como um
padréo de tratamento de neoplasias malignas das regides de cabeca e pescogo vista sua
capacidade de limitar o efeito cumulativo da dose de radiagdo em tecidos normais. A IMRT
pode reduzir a dose nas glandulas salivares, o que contribui na manutencao do fluxo salivar
e reducdo da xerostomia. Esta recomendacgdo é baseada nos resultados de estudos de
coorte, caso-controle e transversais os quais sdo sustentados pela evidéncia encontrada
em ensaios clinicos randomizados (JENSEN et al., 2010).

Ainda, a revisdo sistematica de Jensen et al. (2010), destaca que os protocolos do
uso de IMRT para prevencéo da hipofuncéo salivar e a xerostomia em pacientes com cancer
nas regides de cabeca e/ou pescogo apresentam nivel Il e grau A de evidéncia na sua
recomendacéo clinica. O que pode ser entendido como uma estratégia de prevencao de
complicagbes e/ou sequelas permanentes da radioterapia da regido de cabeca e pescoco.

Estudos tém demonstrado esta acdo protetora e seletiva da VMAT quando
comparada a outros tipos de radioterapia (CHAO et al., 2001; LU et al., 2004; JABBARI
et al., 2005; HSIUNG et al., 2006), principalmente, a teleterapia, ainda, muito utilizada no
tratamento do cancer das regides de cabeca e pesco¢o no Brasil.

No estudo de Acauan et al. (2015), foram utilizados 41 camundongos da espécie
Swiss, e avaliaram o efeito da TLBP sobre glandulas parétidas irradiadas com Co60
utilizando uma unidade de teleterapia (Philips, XK5101, Holanda), em sessé&o Unica de 10
Gy. Foi utilizado um aparelho de LBP de GaAlAs (830 nm, 100 mW, 0,028 cm?, 3,57 W/cm?)
na regido correspondente as parétidas, de dois grupos experimentais, com energia de 2J
(20s, 71 J / cm2) e de 4J (40 s, 135 J / cm2) por ponto. A TLBP foi realizada previamente
e, apo0s, 24 horas a radioterapia. Nao houve diferenga significativa entre os grupos na
imunodeteccdo de caspase-3 utilizada para investigar a apoptose causada pela radiagcéo
ionizante. Entretanto, os grupos com uso de LBP tiveram um percentual menor comparado
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de expressdo da caspase-3, quando comparado ao grupo controle radioterapia. Neste
estudo, ainda foi relatado que a LBP promoveu a preservacdo da estrutura acinar, reduziu
a ocorréncia de vacuolizacdo, e estimulou a vascularizagdo da glandula parétida, sendo
que o protocolo que utilizou 4J apresentou os melhores resultados.

O presente estudo utilizou um aparelho radioterapico de acelerador linear com dose
Unica de 12Gy. Este aparelho combina maior precisédo na destruicdo de células tumorais
com a preservacao dos tecidos adjacentes saudaveis. O acelerador linear funciona através
da emisséo de feixes de radiacao externa, dirigidas especificamente a neoplasia ou 6rgéo
a ser tratado, sendo capaz de atingir alvos profundos, através de feixes de fotons de raios
X, e também alvos superficiais, como a pele, através de elétrons.

O equipamento possibilita uma precisdo milimétrica que garante o alcance de
radiacdo apenas nas areas comprometidas, protegendo as regides préximas. Além disso,
reduz o tempo diario de tratamento para aproximadamente cinco minutos a aplicagéo, faz
tomografias antes e durante a sessdo permitindo a correcbes instantdneas, e monitora o
movimento do tumor, evitando que os feixes de radiacdo atinjam tecidos sadios.

Contudo, também é importante considerar que 0 modelo de estudo utilizado, tanto
para os grupos controle como experimentais, ndo tinham neoplasias malignas nas regides
de cabeca e pescoco, locais da aplicacdo da dose de VMAT, o que pode ser relatado como
uma limita¢do deste estudo.

Na comparacéo entre os dois tempos experimentais do uso da TLBP, quando
comparada as variaveis histolégicas analisadas (Tabela 1), foi verificado que no GET houve
uma frequéncia maior de perda de células serosas acinares, corpusculos apoptoticos e
presenca de nucleos aberrantes nas células do que no GEI. A presenca destas alteracoes
pode estar associada a dose Unica de radioterapia utilizada (12Gy) que corresponde a dose
de radiagdo entre 50 a 70Gy utilizada em seres humanos.

A presenca de corpusculos apoptoéticos e nucleos aberrantes podem ser
desencadeados pelo uso da radiagdo ionizante (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).
A ativacdo do apoptose pode ser iniciada de duas diferentes maneiras, pela via extrinseca
(citoplasmatica) ou pela intrinseca (mitocondrial). A via extrinseca & desencadeada pela
ligacdo de ligantes especificos a um grupo de receptores de membrana da superfamilia dos
receptores de fatores de necrose tumorsal (rTNF). Esta ligagéo € capaz de ativar a cascata
das caspases que séo proteases que sinalizam para a apoptose. Durante a necrose, o
conteudo celular é liberado, causando danos as células vizinhas e uma reacéo inflamatéria
local (ZIGLER; GROSCURTH, 2004).

Mesmo sem diferenca estatistica significante entre os dois grupos, podemos inferir
que no tempo tardio de aplicagdo de TLBP, ap6s 15 dias da radioterapia, foi observado um
maior niumero de sequelas nas células acinares das glandulas parétidas. Todavia, ambos os
grupos apresentaram de forma proporcional alteragdes como, vacuolizagcéo citoplasmatica,
fibrose intersticial, atrofia acinar e infiltrado inflamatério de grau leve.
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A presenca de infiltrado inflamatério de grau leve, em aproximadamente 87% dos
dois grupos (Tabela 2) sugere que o uso do LBP pode ser um modulador do processo
inflamatorio causado pela radioterapia. Em nenhum grupo foi verificado infiltrado inflamatério
acentuado e somente dois casos de infiltrado classificado como moderado no GLI. Estudos
tém verificado resultados promissores relacionados ao uso da TLBP em reparo tecidual,
reducao da dor e modulagéo de processos inflamatérios (LOPES et al., 2009; BJORDAL et
al., 2011; SANTOS et al., 2014; YADAV et al., 2016).

O uso do protocolo de aplicagdo do LBP de AsGaAl com comprimento de onda
de 660nm, luz vermelha, com aplicacdo de 2J com 100mW de poténcia durante o tempo
de 60s, fracionados em trés pontos sobre a regido da parétida direita pode ter reduzido
0 processo inflamatério. O uso da dose de 2J na TLBP tem se mostrado mais eficaz na
reducdo (modulagéo) das células inflamatérias do que doses superiores como 4J (SANTOS
et al., 2014).

A presenca do infilirado inflamatério linfocitario de grau leve demonstra o processo
em fase cronica de inflamagéo, onde a presenca de linfocitos foi predominante e a auséncia
de neutr6filos nos grupos GLI e GLT. Isso, sugere que a agdo do LBP, na dose de 2J,
reduziu a fase aguda e modulou o processo inflamatério pela maior frequéncia de infiltrado
de grau leve.

A literatura tem demonstrado que a TLBP é capaz de modular os biomarcadores
inflamatérios em varias situacdes (FUKUDA et al., 2013; PEZELIJ-RIBARIE et al., 201 3) que
a supresséo ou diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1 3 e TNF-a) pode aumentar
a producao de outros tipos de citocinas, as anti-inflamatérias tais como a interleucina (IL-
10) (SANTOS et al., 2014). Segundo os resultados do estudo de Santos et al. (2014), a
capacidade do LBP inibir a proliferagéo das células inflamatérias é dependente da redugéao
das interleucinas IL-1B, IL-6, e TNF-a.

Contudo, no presente estudo somente foi avaliado, por microscopia, a presenca de
infiltrado inflamatério nas amostras de parénquima de parétidas, o que ndo pode confirmar
esta acao das citocinas envolvidas na modulagao do processo inflamatério.

Neste estudo, ainda, foram utilizados grupos experimentais para analise descritiva
dos resultados obtidos em relacdo ao controle negativo ou sem intervencdo (GC) e ao
controle positivo com o uso isolado de radioterapia (GCR) e o uso isolado de LBP (GCL).
Estes grupos ndo foram utilizados para andlise estatistica na comparagdo dos grupos
experimentais (GEI e GET), pois o numero amostral de cada grupo controle ndo era
passivel de analise e comparacéo.

O GCfoiutilizado como parametro paraaanalise histologica dos grupos experimentais.
Todavia, os grupos controle GCR e GCL apresentaram alteragbes compativeis com o tipo
de intervencgéo realizada. O GCR foi o grupo que apresentou as variaveis de atrofia acinar,
fibrose intersticial, corpusculos apoptéticos e nicleos aberrantes. Além disso, o infiltrado
inflamatério foi de leve a moderado. Estes achados também ja foram identificados em
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outros estudos em modelo animal (VIER-PELISSER et al. 2005; BORAKS et al., 2008;
DOMINGOS et al., 2009).

O estudo de Domingos et al. (2009), que utilizou Rattus norvegicus, Albinus Wistar,
expostos a fétons de radiacdo gama emitidos por um aparelho de Co60 - Alcion CGR I
(Siemens) com dose total aplicada de 15Gy somente na regido de cabeca e pescogo,
verificou que as glandulas parétidas apresentaram severa atrofia e necrose acinar.

Em outro estudo semelhante Boraks et al. (2008), com dose de 15 Gy de radiacéo
emitida por uma fonte de césio-137 fracionada em 10 sessbes, foram verificados danos
como vacuolizagéo citoplasmatica, dilatacdo do reticulo endoplasmatico e destruicéo das
mitocdndrias, bem como danos na membrana celular das células acinares e apoptose,
observadas por microscopia eletrénica de varredura. Os autores concluiram que as
alteracbes estdo diretamente relacionadas a dose de radiacdo absorvida nos tecidos.
Os efeitos de curto prazo da irradiagédo sobre a glandula paré6tida durante as primeiras 2
semanas é transitéria. Em roedores, é caracterizada por mucosite transitoria, resultando
em desidratacéo, desnutricdo e mastigacdo reduzida. Estas mudancas de forma indireta
séo capazes de induzir uma hipofungéo severa da glandula parétida (NAGLER, 2002).

Frente aos resultados verificados, nos parece que o uso da IMRT, mais
especificamente da VMAT, pode ser uma estratégia na preservagdo do parénquima das
parétidas, o que pode refletir na clinica como a diminuir tanto da ocorréncia como da
gravidade da hipossalivagéo causada pela radiagdo (CASTRO JR, GUINDALINI, 2010).

Isto pode ser sustentado nas evidéncias encontradas por Clavel et al. (2012) que
relataram significante redu¢éo da xerostomia nos pacientes submetidos a IMRT quando
comparados aos que receberam radioterapia convencional no tratamento de carcinoma
de orofaringe. Da mesma forma, nos estudos de Lee et al. (2006) Rades et al. (2007), e
Lambrecht, Nevens e Nuyts (2013), a IMRT foi menos associada a xerostomia do que a
outros tipos de radioterapia no tratamento de neoplasias malignas das regides de cabeca
€ pescoco.

A TLBP pode ser uma alternativa de recuperacdo do dano causado as células
acinares de glandulas paroétidas, contudo, esta acdo benéfica do laser investigada e
observada em alguns estudos, pode estar mais relacionada, quando utilizado como
tratamento a radioterapia convencional, ou seja, as que ndo apresentam efeito seletivo e
protetor que a VMAT apresenta, e como foi verificado no presente estudo, visto os grupos
experimentais.

Os parametros de utilizagdo do laser merecem maior investigagcéo, principalmente
quanto a sua dose, tempo e comprimento de onda, que apresentam grande variagcdo de
protocolos nos estudos. A padronizagcdo dessas variaveis poderia minimizar um possivel
viés e proporcionar uma validade interna e externa dessas pesquisas que investigam o
efeito do LBP em tecido glandular salivar irradiado.
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CONCLUSAO

O protocolo de TLBP utilizado no estudo teve efeito sobre a intensidade do infiltrado
inflamatério em ambos os grupos experimentais, porém sem significancia estatistica. O
grupo com aplicacdo da TLBP 24h ap6s a radioterapia mostrou uma menor frequéncia
de alteracdes, quando comparado ao uso tardio da TLBP. O efeito da TLBP sobre tecido
glandular de paroétidas sugere um efeito modulador da intensidade do processo inflamatério
causado pela radioterapia. Além disso, o uso da VMAT causou pouco dano ao parénquima
das glandulas parétidas, o que sugere o efeito protetor desta modalidade de radioterapia.
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