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Lima GMG. Efeitos da membrana amnidtica homogena associada ao laser
galio-arseneto-aluminio (A=660) na reparac¢do de mucosite oral em ratos
tratados com 5-fluoruracila: Analise histolégica e imunohistoquimica
[dissertacdo]. Sdo José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sao
José dos Campos, Universidade Estadual Paulista; 2011.

RESUMO

A presente dissertacdo objetivou a analise dos efeitos da membrana
amnidtica homogena associada ao laser arseneto de galio-aluminio sobre
a mucosite oral induzida em ratos sob uso do quimioterapico 5-fluoruracila
(5-FU). Foram estudados 100 ratos Wistar, divididos em 5 grupos (20
ratos cada grupo); sendo um grupo controle, um grupo tratado com 5-
fluoruracila, grupo tratado com 5-FU+membrana amniética homdgena
(MAH), grupo 5-FU+laser arseneto de galio-aluminio, grupo 5-
FU+MAH+laser arseneto de galio-aluminio.Cada grupo foi subdividido em
4 para sacrificio e obtencéo dos cortes histolégicos, sendo analisados os
periodos de 3, 7, 14 e 21 dias apos inducdo da mucosite. Os cortes
histolégicos foram corados com hematoxilina-eosina para a analise
histomorfologica e histomorfométrica. Para a analise imunohistoquimica
foi usado o método indireto com sistema de amplificacdo (Peroxidase,
Biotina e Estreptavidina) e as laminas foram incubadas nos anticorpos
primarios anti-rato: CD-4, CD-8, VEGF e PCNA e anticorpo secundario
LSAB+Sys-HRP. A contra coloracéo foi feita com Hematoxilina de Mayer.
As células imunomarcadas foram contadas na regido mediana da lamina
prépria, em uma area de aproximadamente 2.41 mm? usando o programa
Axiovision 4.7. Os resultados da histomorfometria foram avaliados de
forma descritiva, enquanto para a analise imunohistoquimica usou-se
analise de variancia (One Way ANOVA) e ao teste de Tukey (GraphPad
Prisma 5 for Windows , GraphPad Software, San Diego, California, USA).
O nivel de significancia adotada foi de p< 0.05. Concluiu-se que a MAH
apresentou biocompatibilidade, acelerando o processo de reparacao das
mucosites e que a laserterapia teve efeito antiinflamatério, principalmente
nas fases iniciais da mucosite.

Palavras-chave: Mucosite Oral. Membrana Amnidtica. Terapia a Laser de
Baixa Intensidade. Quimioterapia



Lima GMG. Effects of association between aminiotic homogen membrane
and gallium-aluminum arsenide laser (A=660) on 5-fluoruracil induced oral
mucositis healing process in rats: Histological and Immunohistochemical
analisis [dissertation]. Sdo José dos Campos: School of Dentistry of Sao
José dos Campos, UNESP — Sao Paulo State University; 2011.

ABSTRACT

The objective of this dissertation was to analise the effects of association
between amniotic homogen membrane (AHM) and gallium-aluminum
arsenide laser on 5-fluoruracil (5-FU) induced oral mucositis healing
process in rats. 100 Wistar rats were divided in 5 groups (20 rats each
group): control group, group 5-FU (treated with 5- fluoruracil), 5SFU+AHM
group (trated with 5-FU+AHM), Laser group (treated wuith 5-FU+laser)
and 5-FU+MAH+Laser group (trated with 5SFU+AHM+laser). Each group
were subdivided in fourth according to sacrifice period (3, 7, 14 and 21
days), after mucositis induction. Histological slices were stained with
hematoxilin-eosine for histomological analisis. For immunohistochemical
and histomorfometric analisis, the indirect method with amplification
system (Peroxidase, Biotin and Streptavidin) were used and glasses were
incubated with anti-rat antibodies CD-4, CD-8, VEGF and PCNA and
secondary antibody LSAB+Sys-HRP. Mayer Hematoxilin was used as
couterstain and immunostained cells were counted on middle region of
lamina propria, with 2.41 mm? using Axiovision 4.7 Imaging System.
Histomorfometry results were decribed and immunohistochemistry were
analised with ANOVA one-way and Tukey test (GraphPad Prisma 5 for
Windows, GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA). Significance
level was p< 0.05. AHM presented biocompatibility acelerating mucositis
healing process and lasertherapy had anti-inflamatory effect, specially on
begining phases of healing process.

Key-words: Oral Mucositis. Amniotic Membrane. Therapy; Chemotherapy.



1 INTRODUCAO

A mucosite oral € a manifestacdo clinica mais comum
durante a quimioterapia para o tratamento de neoplasias malignas nas
regides de cabeca e pescoco. Ela aparece também como complicacao
freqlente no transplante de medula 6ssea e no tratamento de doencas
hematolégicas (Epstein, Schubert, 1999; Franceschini et al., 2003;
Fujisawa et al., 2003).

As drogas anti-neoplasicas, principalmente, metotrexato,
5-fluoruracila, interferon, bleomicina, doxorrubicina, cisplastina,
vimblastina e vincristina promovem perda de coeséo das células epiteliais
e/ou alteracbes das células da camada basal do epitélio da cavidade
bucal, prejudicando a sua proliferacdo e, consequentemente, tornando a
mucosa atrofica e susceptivel a lesdes (Epstein, Schubert, 1999; Sonis et
al., 2000; Epstein et al., 2002; Franceschini et al., 2003). O epitélio
mostra-se atrofico e ulcerado, enquanto que a lamina propria exibe
intenso exsudato e infiltrado de células inflamatorias, bem como edema
intercelular e numerosos vasos sanguineos (Epstein, Schubert, 1999;
McGuire, 2002; Franceschini et al., 2003; Meropol et al., 2003). Essas
alteracdes, em conjunto, aumentam as incidéncias de infeccbes orais
(Mcguire, 2002; Meropol et al., 2003).

Segundo Peterson (1999) e Lalla et al. (2008), os locais
mais acometidos pela mucosite droga-induzida sdo as éareas nao
gueratinizadas, tais como: a mucosa jugal, palato mole, assoalho bucal e
fornice do vestibulo. Atualmente, a terapia paliativa preconizada na
mucosite oral é realizada através de bochechos com solucbes anti-

sépticas, como solucdo salina alcalina, administragcdo de analgésicos,
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aplicacdo de pomadas esterodides, crioterapia ou ingestdo de vitaminas K
e E. Todavia, os resultados ainda séo insatisfatorios (Knox et al., 2000;
Franceschini et al., 2003; Fujisawa et al., 2003).

Desde o inicio do século XIX, o uso da membrana
amnidtica (MA) como curativo biolégico tem sido discutido por varios
autores. Diferentes tipos de tecido foram testados como curativo biologico
e todos revelaram excelente aceitacdo, comprovadas por meio de analise
histomorfologica e histomorfométrica. Na revisdo da literatura, podemos
verificar que a principal aplicacdo da MA, em humanos, € em
queimaduras da pele e em feridas cruentas de origem variada (Egan et al.,
1983; Boc et al., 1985; Ferreira et al., 1986).

Ha um grande nimero de procedimentos e produtos para
aliviar os efeitos da mucosite, como solu¢des antimicrobianas, protetores
de mucosa, crioterapia, analgésicos topicos, fatores de crescimento e
fototerapia com laser de baixa poténcia (Keefe et al., 2007; Abramoff et al.,

2008).

7

O principio para o uso da terapia a laser é que ela
acelera a reparacédo da ferida tendo acéo antiinflamatéria. O reparo da
ferida € um dos aspectos mais estudados do laser de baixa poténcia
(Arora et al, 2008).

Em estudos que observaram a resposta dos
fibroblastos a laserterapia de baixa poténcia (LTBP), o aumento da
divisdo celular (Schatinger et al., 2011) e producao de colageno (Lopes
et al.., 2010) foram notados, inclusive influenciando no aumento da
forca de ruptura da ferida (Yusikawa et al., 2007), assim como melhor

organizacgdo das fibras coldgenas(Franca et al., 2009).

A leserterapia tem como objetivo desacelerar a

progressao da mucosite oral, evitando interrupcdo do tratamento anti-
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cancer, melhorando as taxas de sobrevivéncia e qualidade de vida do

paciente (Arora et al, 2008).

Os efeitos das drogas quimioterapicas na cavidade bucal,
fatores de crescimento presentes na membrana amnioética e os efeitos da
radiacdo do laser despertaram-nos o interesse em avaliar a resposta de
ratos tratados com 5-fluoruracila a aplicagdo da membrana amnidtica
homdgena sobre mucosite oral e irradiacdo da area com laser de baixa
poténcia.

Portanto, considerando a eficacia da membrana amniotica
como curativo biolégico, na reparacéo tecidual de varias estruturas e as
acOes tréfico-regenerativas, antiinflamatérias e analgésicas da radiacéo
laser nos tecidos em desenvolvimento, propusemo-nos realizar um estudo
comparativo dos efeitos da membrana amniética e da acdo da radiacao
laser de baixa poténcia, Arseneto de galio-aluminio (AsGaAl,) no processo
de reparagdo tecidual em mucosite oral de ratos submetidos a

guimioterapia com o 5-fluoruracila.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mucosite Oral

O termo mucosite oral (MO) refere a lesdes eritematosas
e ulcerativas da mucosa bucal observadas em pacientes com cancer
tratados com quimioterapia e/ou radioterapia. Keefe et al. (2007), no guia
da Associacdo Multinacional de cuidados paliativos no Céancer e a
Sociedade Internacional de Oncologia oral - Multinational Association of
Supportive Care in Cancer and the International Society for Oral Oncology
(MASCC/ISOQ), sugerem, inclusive, 0 nome mucosite alimentar para
descrever injuria da mucosa do trato alimentar (boca a anus) associada a
terapia para cancer.

A mucosite oral estd entre as mais frequentes
sintométicas e regime-limitantes toxicidades associadas aos protocolos de
guimiorradiagdo (Treister, Sonis, 2007; Lalla et al, 2008). Clinicamente,
pode apresentar-se como uma area eritomatosa atréfica, com mucosa
intacta, nos casos moderados, a Ulceras que penetram na lamina propria
causando intensa dor, nos casos graves (Sonis, 2004). Além da dor,
compromete a fungdo, nutricdo e higiene bucal, aumentando, assim o
risco de infecgéo focal e sistémica (Treister, Sonis, 2007; Lalla et al, 2008).
O grau e extensao da lesdo parece estarem associados a fatores como
idade, género, doenca sistémica anterior, raca e fatores especificos do
tecido (Lalla et al, 2008).
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Patologicamente, a MO revela mucosa delgada levando a
Ulcera, supostamente causada por inflamagcdo e deplecdo da camada
basal epitelial com subseqiente exposicdo conjuntiva e infeccao
bacteriana (Bensadoun, 2006). Ela € normalmente limitada a regiées nao
gueratinizadas como ventre e borda lateral de lingua, mucosa jugal e
palato mole (Peterson, 1999; Lalla et al, 2008).

As lesdes normalmente comecam como discretas perdas
de tecido na mucosa, que entdo confluem no decorrer do tempo,
tipicamente apresentando pseudomembrana fibrinosa recobrindo a
superficie ulcerada (Treister, Sonis, 2007).

Com o passar do tempo, crescem as evidéncias de que o
dano da mucosa induzido por quimio e/ou radioterapia € resultado de uma
complexa série de eventos celulares e biolégicos que ocorrem
predominantemente na lamina prépria, tendo o epitélio como tecido-alvo
(Treister, Sonis 2007, Sonis, 2010).

Alguns estudiosos sugeriram que a gquimioterapia atuaria
em células de rapida proliferacdo da camada basal do epitélio, causando
a perda da habilidade do tecido em renovar-se. A atrofia e ulceracbes da
mucosa, que estdo associadas com a mucosite oral, seriam uma
consequéncia desses eventos, facilitada pelo trauma e microorganismos
bucais (Sonis, 2004; Logan et al., 2007).

Embora o desenvolvimento de mucosite seja um processo
dindmico, a patogénese desta lesdo é conseqiéncia de uma série de
eventos biolégicos complexos. Segundo Sonis (2000), alteracdes no
tecido conjuntivo e endotelial da submucosa, precedem o dano epitelial.
Apesar de uma resposta celular inflamatéria ndo ocorrer nos estagios
iniciais da mucosite, sdo encontrados niveis elevados de citocinas pro-
inflamatdrias (principalmente Fator de Necrose Tumoral o — TNF-a- e
Interleucina-6 — IL-6) na periferia do sangue e/ou mucosa de pacientes

com mucosite. O tratamento radioterapico também induz a producédo de
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citocinas pro-inflamatorias associadas com injuria tecidual, como TNF-a e
IL-1B (Sonis, 2004).

O processo patobiologico da mucosite pode ser dividido
em cinco estagios: iniciacdo, resposta de danos primarios, amplificacdo
de sinal, ulceracao e reparacao (Sonis, 2004; Logan et al., 2007).

Estagio 1:. Iniciagdo: Quimio e/ou radioterapia induzem

dano tecidual ligado e nédo ligado ao DNA. A quebra na

fita de DNA resulta em injuria celular direta, tendo como
alvo as células da camada basal do epitélio e na
submucosa. A geracdo de radicais livres (Reactive

Oxygen Species- ROS) pela radiacdo ou quimioterapia €

também tida como iniciadora da injuria da mucosa.

Apesar de a mucosa parecer normal, inicia-se uma

cascata de eventos na lamina propria que desencadeara

a destruicdo da mucosa.

Estagio 2:. Resposta ao dano primario: Além de levar a

morte celular, os radicais livres ativam mensageiros que

transmitem sinais dos receptores da superficie para
dentro da célula. Os danos ligados e ndo ligados ao DNA,
juntamente com as ROS, iniciam uma série de eventos,
entre 0s quais ha a ativagdo de varios mecanismos de

transducdo que ativam fatores de transcricdo, como p-53

e fator nuclear-xp (NF-xp). O NF- xp € regulador de uma

série de moléculas de adesdo celular e parece ser

importante  regulador das alteracbes endoteliais
precedentes da mucosite. Isso leva a superproducéo das

citocinas proé-inflamatorias, genes da resposta imediata e

outros fatores de transcricdo, injaria tecidual e morte

celular. Todos esses processos ocorrem em todas as
células e tecidos que compreendem a mucosa, inclusive

fibroblastos, pela acdo da proteina ativadora 1 (AP1) que
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estimula a secre¢édo de metaloproteinases, como MMP-1
e MMP-3.

Estagio 3: Amplificacdo de sinal: Aumento das citocinas
pro-inflamatoérias, produzidas principalmente por
macréfagos, causa injuria as células da mucosa e
também ativa mecanismos moleculares que amplificam
esse dano primario ou podem ativar NF-kB em outras
células, que resulta na transcricdo de genes como MAPK,
COX-2 e moléculas sinalizadoras da Tirosina-Kinase,
levando a acdo de metaloproteinases nas células do
epitélio e lamina propria. Nesse estagio, apesar do caos
biolégico, clinicamente a lesdo esta quiescente, e 0s
pacientes apresentam apenas alguns sintomas.

Estagio 4: Ulceracao e inflamacéo: o infiltrado inflamatorio
associado as ulceracbes mucosas leva a dor intensa e
suceptibilidade a colonizacdo secundaria da microflora
oral, também aumenta a demanda de citocinas proé-
inflamatoérias.  Células  inflamatérias  migram  por
guimiotaxia para a base da lesdo, onde produzem
enzimas nocivas ao tecido. Em pacientes com neutrofilia,
ha risco de bacteremia e septicemia.

Estagio 5: Reparagdo: Sinais da matriz celular e
mesénquima da lamina propria controlam a taxa de
migracdo das células epiteliais, taxa de proliferacdo e
diferenciagdo do tecido reparado. Proliferacdo tecidual e
diferenciagao celular e tecidual restaurando a integridade
do epitelio. A reparagdo normalmente  ocorre
espontaneamente com o fim da terapia anti-cancer (Sonis,
2004; Treister, Sonis, 2007; Lalla et al, 2008).
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No modelo atual de mucosite, os dois componentes mais
importantes para sua iniciacdo sdo a morte das ceélulas clonogénicas e
producdo das ROS pelas células danificadas. A fase de iniciagdo € um
mantenedor, atrasa-la ou para-la pode prevenir ou minimizar a lesao
regime-associada, assim como entender seu controle genético pode
predizer o risco de mucosite (Sonis, 2010).

E bem provavel que as células normais, tornadas
apoptoticas pela quimio ou radioterapia, liberem moléculas endogenas
associadas ao modelo de dano (CRAMPS), que podem desempenhar
papel na toxicidade inicial. Dentro das células normais essas moléculas
participam de funcdes regulares e, nas células danificadas, séo liberadas
tendo um grande potencial destrutivo. As CRAMPS, quando liberadas,
procuram receptores até encontrarem 0s de reconhecimento de
patégenos (PRRs), expressos por células epiteliais, endoteliais e
fibroblastos, e ligar-se a eles. Com essa ligacdo, o NF-xkB € ativado
estimulando as proteinas pro-inflamatorias e aumentando a expressao do
mecanismo molecular associado ao dano, chamado DAMP. O DAMP
ainda pode ser associado a produtos da parede celular da microbiota da
flora local, produzindo o chamado PAMP (Mecanismo molecular
associado a patdgenos) (Sonis, 2010).

Existem diferentes escalas para classificar o grau de
mucosite oral, dentre elas as mais usadas sao a escala da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) e do National Cancer Institute (NClI) Common
Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) version 3 (Treister,

Sonis, 2007, Lalla et al, 2008), mostradas abaixo:

Escala da Organizacdo Mundial de Saude para
mucosites orais:
e Grau 0 — nenhum sinal e sintomas de mucosite oral

e Grau 1 — Eritema e sensibilidade
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« Grau 2 — Eritema, Ulceras, capaz de alimentacdo
solida

« Grau 3 — Ulceras e eritema extenso, requer dieta
liquida (devido a mucosite)

« Grau 4 — Ulceras, impossibilidade de alimentaco via

oral (devido a mucosite)

Critérios Tecnologicos Comuns do Instituto Nacional

de Cancer para Eventos Adversos (verséao 3):
Mucosite Oral (exame clinico):
e Grau 1l - eritema ha mucosa
* Grau 2 - ulcerag0es irregulares e pseudomembrana

« Grau 3 - ulceracoes confluentes ou

pseudomembranas, sangramentos em traumatismo minimo

« Grau 4 - tecido necrético, sangramento espontaneo

significativo, consequéncias de risco de vida

e Grau 5 - morte

Mucosite Oral (funcional/sintomatico):

¢ Grau 1 - sintomas minimos, dieta norma

* Grau 2 - sintomatico, todavia pode alimenta-se e dieta
modificada de facil degluticéo

« Grau 3 — Sintomatico e incapaz para alimentos e
hidratacfes orais

e Grau 4 — Sintomaticos associado com consequéncias
de risco de vida

e Grau 5 - Morte



22

Dentre os tratamentos preconizados para a MO, segundo
a MASCC/ISOO (Keefe et al, 2007; Lalla et al, 2008), estéo:

1. Suporte nutricional: dieta pastosa a liquida, com
suplementacédo, e, em casos mais graves, gastrostomia, dependendo do
centro de tratamento.

2. Controle da dor: solucdo salina, pastilhas de gelo,
bochechos com solucBes anestésicas, assim como anestésicos topicos de
alivio transitorio, agentes bioaderentes como o sucralfato e analgésicos
opidides como a morfina. A MASCC/ISOO nédo recomenda o uso do
sucralfato devido auséncia de evidéncias de eficacia.

3. Descontaminacdo bucal: boa higiene bucal com
dentifricio, escova e fio dental, além de colutérios ndo medicamentosos,
como solucdo salina e bicarbonato de sdédio, além de educacdo do
paciente e familia quanto a importancia da higiene bucal.

4. Manejo da sensacdo de boca seca: pequena
guantidade de &gua, saliva artificial, goma de mascar sem acucar,
agentes colinérgicos.

5. Manejo de sangramento: agentes hemostéticos topicos
como esponja ou cola de fibrina, ou, em caso de pacientes com menos de
20.000 plaquetas, transfuséo de sangue.

6. Intervencdes terapéuticas: crioterapia, fatores de
crescimento, agentes antiinflamatoérios, antioxidantes, terapia com laser

de baixa poténcia.

2.2 Membrana Amnidtica

A membrana amnidtica (MA) € a camada mais intima da

placenta, com uma estrutura complexa, essencialmente composta por fino
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epitélio com uma delicada membrana basal e um estroma avascular,
ambos contendo diversos fatores de crescimento, citocinas e outras
substancias metabolicamente ativas. Dois tipos celulares, de diferentes
origens embriologicas, estdo presentes na MA: células epiteliais
amniodticas derivadas da ectoderme e células mesenquimais amnidticas
derivadas da mesoderme (Alviano et al, 2007; Dua et al, 2010).

O fator de crescimento transformador-p (TGF-B), e o fator
de crescimento epidermal (EGF) sdo os mais importantes fatores de
crescimento. Porém também ja foram estudados o fator de crescimento
de queratindcitos, fator de crescimento hepético e fator de crescimento de
fibroblasto (Chang et al., 2002; Gomes, 2007, Dua et al, 2010). Citocinas
pro-inflamatorias e antiinflamatoérias, como interleucina 6 (IL-6), IL-10, IL-8
e IL-1ra, metaloproteinases e inibidores das metaloproteinases, entre
outros, também sdo descritos (Dua et al, 2010).

Seu mecanismo de acdo ndo é precisamente conhecido,
mas a maior parte de seus efeitos benéficos pode ser atribuida ao seu
papel como substrato de suporte para crescimento, migragdo e adesao
celular (Dua et al, 2010).

Desde o inicio do século XIX, o uso da membrana
amnidtica (MA) como curativo biolégico tem sido discutido por varios
autores. Diferentes tipos de tecido foram testados como curativo bioldgico
e todos revelaram excelente aceitacdo, comprovadas por meio de analise
histomorfolégica e histomorfométrica. Estudos experimentais e clinicos
demonstram que o transplante da membrana amnidtica promove re-
epitelizacdo, diminui a inflamacdo e fibrose, modula a angiogénese,
previne escaras e também apresenta beneficios a cérnea, sendo
amplamente usada na oftalmologia (Egan et al., 1983; Boc et al., 1985;
Ferreira et al., 1986; Alviano et al, 2007; Dua et al, 2010).

Entre esses estudos podemos citar a utilizacdo da MA,
como: Reconstrucao de bexiga urinaria (Norris et al., 1982; Fishman et al.,

1987), substrato para regeneragao de axonios no sistema nervoso central
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(Gage et al.,, 1988), reparo na formagdo de aderéncia intra-abdominal
(Badawy et al., 1989), reparacdo de feridas cirirgicas em mucosa oral
sublingual em coelhos (Onerci, 1991), em reparo de alvéolos dentarios
cruentos (Gomes et al., 1996), na reparacdo Ossea e técnica de
regeneracdo 0ssea guiada (Gomes et al., 2001a), utilizada sobre feridas
cruentas em areas de biopsias incisional e excisional (Gomes et al.,
2001b) e na reparacéo de lesdo hepatica (Gomes et al., 2007). Todos os
autores citados afirmaram que, em quaisquer dos tecidos utilizados, nao
foram evidenciados sinais de rejeicdo e 0s resultados obtidos foram
satisfatorios.

Koizumi et al. (2000) investigaram a expressao do RNA
mensageiro, fator de crescimento e o nivel de proteinas do fator de
crescimento em membrana amnidtica humana preservada. O PCR-RT
revelou que a membrana amniética humana expressa 0 mMRNA para
codificar o EGF, TGF-alpha, KGF, HGF, bFGF, TGF-betal, -beta2, -beta3,
KGFR e HGFR, enquanto que o teste ELISA mostrou que a membrana
amnidtica humana contem EGF, TGF-alpha, KGF, HGF, bFGF, TGF-
betal, -beta2. A MA sem epitélio também contém todos os sete fatores de
crescimento examinados, porém, os niveis de proteinas de EGF, KGF,
HGF e bFGF encontrados foram significativamente mais baixos do que
membrana amnidtica com epitélio. Os autores concluiram que a
membrana amniética humana contém varios fatores de crescimento que
poderiam beneficiar a epitelizacao de feridas.

Através de estudo in vitro, Alviano et al. (2007)
observaram diferenciacdo condrogénica, osteogénica, adipogénica e
miogénica das células mesenquimais da membrana amniotica. Os autores
puderam concluir que o potencial de expansao e diferenciacdo dessas
células sugere que elas podem ser um importante meio de células
pluripotentes disponiveis para futuros avancos na terapia celular. inclusive

substituindo as mesenquimais da medula 6ssea como de elei¢ao.
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2.3 Laser de Baixa Poténcia

O mecanismo por tras das interacdes do laser com os
tecidos bioldgicos € apenas parcialmente entendido, mas € descrito como
um fenémeno fotobiolégico no qual fotorreceptor priméario (cromoéforo),
como citocromo C, poxidase, flavinas e porfirinas, absorvem ondas
luminosas e transformam a luz laser em energia Util para a célula. Um
efeito cascata no mecanismo respiratério tecidual, resulta na producao de
energia para os processos celulares metabdlicos (Abramoff et al., 2008).

A laserterapia de baixa poténcia (LTBP) consiste na
aplicacdo de luz em energia suficientemente baixa para que a
temperatura tecidual se eleve menos de 0,1°C. Lasers de Hélio-neon ou
lasers diodo (por ex: galio-aluminio-arseneto), sdo frequentemente usados.

Na literatura sdo encontradas doses de energia aplicadas
na mucosite entre 1.8 e 10 J/cm?, normalmente. (Yasukawa et al., 2007,
Simdes et al., 2009; Schartinger et al., 2011). Embora, Lima et al. (2010),
tenham obtido bons resultados usando a densidade de energia de 12
Jlem?,

Lopes et al. (2010) investigaram a resposta tecidual a
leserterapia de baixa poténcia (LTBP) em modelo animal de mucosite oral
induzida por quimioterapia, usando comprimento de onda de 660nm e
poténcia de 35 e 100 mW. Os autores observaram que a severidade da
mucosite foi menor no grupo que recebeu 35 mW do que no que recebeu
100 mWw, clinicamente, no decorrer do periodo estudado.
Histologicamente, a LTBP levou a redug&o no infiltrado neutrofilico,
suportando a hipotese de efeito antiinflamatorio e, no grupo 35 mW, o
tratamento com laser resultou em aumento na organizacdo do colageno e
reparo da mucosite.

Estudo in vitro realizado com células de origem brénquica

(simulando células da orofaringe), fibroblastos e células da linhagem de
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carcinoma escamoso oral usando laser diodo AsGaAl (660 nm) mostrou
gue LTBP induziu aumento significante na proliferacdo fibroblastica e
aumento na fase S paralelamente com decréscimo na fase G1, nédo
significante, dos mesmos. As células epiteliais apresentaram decréscimo,
ndo estatisticamente significante, na proliferacdo ap6s a aplicacdo da
terapia com laser (Schartinger et al., 2011).

Os efeitos terapéuticos do laser sobre os diferentes
tecidos biologicos, in vivo e in vitro, tém sido demonstrados por varios
autores, destacando-se as ac¢0des trofico-regenerativas, antiinflamatoérias e
analgésicas, promocdo de alivio da dor e aumento da proliferacdo e
mobilidade das células epiteliais, além de aumento significativo na
producdo e atividade fibroblastica, acelerando a producéo de colageno.
(Abramoff et al., 2008; Lopes et al., 2010; Yasukawa et al., 2010;
Schartinger et al., 2011), inclusive com aumento da resisténcia a ruptura
da ferida (Yasukawa et al., 2007).

Inclusive na prevengéo da MO, a LTBP tem demonstrado
bons resultados, (Franca et al., 2009).

De acordo com Sandoval et al. (2003) e Simdes et al.
(2009), a irradiacéo do laser de GaAs (Arseneto de Galio) na MO acelera
0 processo de reparacao tecidual, melhorando a qualidade de vida dos
pacientes durante todo periodo de tratamento oncolédgico preconizado.

Além do mais, a terapia é ndo invasiva e nao causa
efeitos colaterais, sendo indicada pela MASCC/ISOO na prevencdo de
mucosite em pacientes pés-transplante de células-tronco hematopoiéticas
(Keefe et al, 2007; Abramoff et al, 2008; Lalla et al., 2008).

O uso do laser de InGaAIP (Indium-Gallium-Aluminium-
Phosphide), no tratamento preventivo e curativo MO radioindizida, tem
promovido resultados significativos. Na diminuicdo na severidade da
mucosite, tem se mostrado mais efetiva que a crioterapia, bem como tem
auxiliado na diminuicdo da incidéncia de xerostomia e dor (Lopes et al.,
2006, Franca et al., 2009).
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Simdes et al. (2009), observaram que a LTBP ¢é eficaz em
reduzir a severidade de mucosite em pacientes com mucosite grau Ill ou
IV, e em manté-la, em pacientes com grau | e Il. Os mesmos ainda
afirmam que a LTBP trés vezes por semana, independente do protocolo
aplicado, atingem os efeitos desejados (como manutencao dos scores de
mucosite e dor).

Abramoff et al (2008), estudaram a terapia com laser
Arseneto de galio-aluminio — 685 nm, 35 mW, 2J por ponto de aplicagéo,
num total de aproximadamente 72 J/cm? , com tempo de exposicdo de 54
segundos por ponto — na prevencdo e tratamento da MO de pacientes
jovens sob altas doses de quimioterapia. Os pacientes foram divididos em
trés grupos: terapia placebo, laser profilatico e laser placebo. Foram feitas
trés avaliacbes, em diferentes periodos, quanto a severidade da MO,
sintomatologia dolorosa, esofagite e de granulécitos no sangue. A LTBP
na proposta profilatica mostrou os resultados mais satisfatérios. Na
aplicacdo terapéutica, todos os pacientes notaram alivio da dor- efeito
mais notavel- e ndo houve piora no quadro da mucosite, mesmo com
niveis de granuldcitos abaixo de 2000/mm?. Os autores concluiram que a
LTBP tem papel tanto preventivo quanto terapéutico na mucosite oral.

Histologicamente, Franca et al. (2009), encontraram
danos menos severos, com maior organizagao do tecido de granulagéo,
paralelismo das fibras de colageno e aumento na angiogénese.em
mucosites induzidas por quimioterapia com 5-FU.

No entanto, existe dificuldade em demonstrar os efeitos
benéficos da LTBP nos pacientes oncolégicos com mucosite oral, devido
a variedade nos tipos de doenca e protocolos de radioterapia e
guimioterapia, além de escassez de um sistema de classificacao eficiente
para severidade da MO (Abramoff et al.,2008).

Diante disso, propusemo-nos realizar um estudo
comparativo dos efeitos da membrana amniética e da acdo da radiacdo
laser de baixa poténcia Arseneto de galio-aluminio (AsGaAl) no processo
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de reparacdo tecidual em mucosite oral de ratos submetidos a

guimioterapia com o 5-fluoruracila.

2.4 Antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA)

O antigeno nuclear de proliferagdo celular (Proliferating
Cell Nuclear Antigen - PCNA) é uma proteina nuclear de 36kd, associada
a atividade proliferativa e sintetizada durante a interfase e que
desaparece no final da mitose. Esta proteina € um auxiliar da DNA-
polimerase-delta, a qual atua na replicacdo e também no reparo de
moléculas de DNA lesadas por meio da excisdo de nucleotideos,
formando um complexo quaternario com a proteina P21, a ciclina D e a
CDK (quinase dependente de ciclina). Durante o ciclo celular, a expresséo
imunohistoquimica do PCNA aparece reduzida nas fases G1, G2 e M e
aumentada na fase S10. Geralmente, a demonstragdo da
imunorreatividade do PCNA permite verificar a verdadeira fracao
proliferativa da célula estudada (Bravo, 1987; Bravo, Macdonald-Bravo,
1987; Birchall et al., 1997; Sittel et al., 1999; Oliveira et al., 2000).

O PCNA tem sido utilizado em pesquisas basicas e como
ferramenta prognéstica em patologias cirdrgicas. Contudo, o valor da
deteccdo de células proliferadas com o este anticorpo tem sido
constantemente questionado devido aos niveis de variacdo de PCNA em
diferentes tipos de células e entre células malignas e normais, além das
solucdes fixadoras e antigenos usados. Este também pode estar
envolvido em reparo de DNA, sugerindo a sua expressdo em células que
ndo estao no ciclo de divisdo. Em adicdo, o PCNA tem uma longa meia
vida, causando a sua expressao continua em algumas células que nao
estdo dividindo ativamente e células imunorreativas contendo uma
populacdo nucleoplasmica de PCNA, o que ndo estd diretamente
associado com os sitios de replicacdo do DNA (Muskhelishvili et al., 2003).
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2.5Fator de crescimento vasculo-endotelial (VEGF)

O fator de crescimento de vasos endoteliais € um
importante sinalizador de proteina envolvido na vasculogénese (formacao
do sistema circulatério embrionério) e angiogénese (crescimento de vasos
sangiineos originados de vascularizagcbes pré-existentes), sendo
mediados por dois receptores tirosina quinase, Flt-1 (VEGFr-1) and KDR
(VEGFR-2). A atividade do VEGF é restrita principalmente para as células
do endotélio vascular, embora tenha efeitos no numero limitado de outros
tipos de células (exemplo estimulacdo de mondcitos/migracdo de
macrofagos). In vitro, o VEGF tem mostrado o processo de estimulacdo
da mitogénese de células endoteliais e migracdo celular, bem como
identificado o aumento da permeabilidade microvascular, sendo, por
vezes, referido como um fator de permeabilidade vascular (Ferrara,
Gerber, 2002).

E um sinal quimico produzido pelas células que estimulam
o crescimento de novos vasos sanguineos (Ribatti, 2005). E parte do
sistema que restaura o suprimento de oxigénio aos tecidos, quando a
circulacéo de sangue é insuficiente. Eles sdo importantes sinalizadores de

proteinas envolvidas em vasculogénese e angiogénese (Patan, 2004).

Todos os membros da familia VEGF estimulam as
respostas celulares, mediante ligacdo de receptores tirosina quinase
(VEGFRs) na superficie das células, tornando-se ativados através da

transfosforilagdo (Matsumoto, Mugishima, 2006).

A producdo de VEGF pode ser induzida em células que
nao estdo recebendo oxigénio suficiente. Quando uma célula é deficiente

em oxigénio, produz HIF, fator induzivel por hipéxia, um fator de
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transcricdo. HIF estimula a liberacdo de VEGF entre outras funcgodes
(Loureiro; D"Amore, 2005).

2.6Linfocito T CD4 e CDS8

As células T apresentam trés fases de desenvolvimento
gue ocorrem separadamente. O timo é colonizado pelas células T (12
fase), as quais se dividem duas linhagens afg e yd (22 fase). Em seguida,
ocorre a diferenciacdo das células das referidas linhagens (32 fase). As
células de linhagem af diferenciam-se em células T imaturos (timécitos)
gue ndo expressam receptores para antigenos ou marcadores de
superficie, incluindo CD4 e CD8 (Carpenter, Bosselut, 2010; Lee et al.,
2011).

A regido medular do timo contém a maioria das células T
maduras. Os linfécitos CD4 e CD8 sado responsaveis pelas fungdes helper
(ajuda) e citolitica (lise celular), respectivamente. As células T (CD4) séo
essenciais na resposta imune contra acdo de patdgenos, uma vez que
atuam diretamente no recrutamento de células inflamatorias
mononucleares, principalmente células T (CD8) (Carpenter, Bosselut,
2010; Lee et al., 2011).



3 PROPOSICAO

A proposicao do presente trabalho foi realizar um estudo
para avaliar os efeitos da membrana amniotica e da acdo da radiacao
laser de baixa poténcia Arseneto de galio-aluminio (AsGaAl) no processo
de reparacdo tecidual em mucosite oral de ratos submetidos a

quimioterapia com 5-fluoruracila.



4 MATERIAIS E METODO

Este projeto foi avaliado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S&do José dos Campos e
aprovado de acordo com protocolo N° 034/2007-PA/CEP (Anexo A).

4.1 Animais

Para o presente trabalho, foram utilizados 100 ratos
jovens machos (Rattus norvergicus, albinus, Wistar), de 90 a 100 dias de
idade ao inicio das experiéncias, os quais foram divididos aleatoriamente
em cinco grupos: 1) grupo controle (simulacdo da mucosite oral com
lesé@o induzida por acido acético a 50% na regiao do férnice vestibular de
incisivos inferiores, n=20), 2) grupo 5-FU (mucosite oral induzida pela 5-
fluoruracila + acido acético a 50%, n=20) , 3) grupo 5-FU+laser (mucosite
oral induzida pela 5-fluoruracila + acido acético a 50% na regido do
férnice vestibular de incisivos inferiores + radiacéo laser, n=20), 4) grupo
5-FU+MAH (mucosite oral induzida por 5-fluoruracila + acido acético a
50%, tratado com membrana amniética homogena, n=20); 5) grupo 5-
FU+MAH+Laser (mucosite oral induzida por 5-fluoruracila + acido acético
a 50%, tratado com membrana amniética homogena e irradiado com laser,
n=20).

Aléem dos animais machos, foram utilizadas 15 ratas
prenhes (Rattus norvergicus, albinus, Wistar), com idade de 90 e 100 dias,

com 21 dias de gestacéo, para obtencdo da MAH.
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Estes animais foram fornecidos pelo Biotério da
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos-UNESP.

Antes dos procedimentos clinicos, os animais foram
tratados com dose Unica de vermifugo polivalente (Zentel, S&o Paulo,
Brasil) e com polivitaminico (Vita Gold potenciado, Tortuga Companhia
Zootécnica Agréria, Sdo Paulo, Brasil), na proporcéo de 40 gotas /litro de
solucao durante 15 dias

4.2 Materiais

4.2.1 Laser

Foi utilizado o laser de baixa intensidade do tipo Laser
diodo de Arseneto de Galio-Aluminio (AsGaAl) (TWIN Laser, marca MM
Optics), com poténcia de 20mW/cm? e comprimento de onda de 660 nm e
dosagem de 5J/cm? por 10 segundos, em dias intercalados, até o

sacrificio.

4.2.2 Drogas

5- FLUORURACILA (5-FU) — (Fauldfluor® 2,5g/50mL,
LIBBS Farmacéutica Ltda. Sdo Paulo-SP) doado pelo IOV (Instituto de
oncologia do Vale), administrado em trés doses de 30mg/kg/dia, por via
intramuscular, para a inducdo de mucosite oral; CLORIDRATO DE
KETAMINA - (DOPALEN®, Agribrands do Brasil Industria e comércio

Ltda., S8o Paulo, Brasil) anestésico de uso veterinario, na dose de
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5mg/kg; CLORIDRATO DE 2-(2,6-XILIDINO) - 5,6-DIHIDRO-4H-1,3-
TIAZINA (ROMPUM®, Bayer S.A.-Saude Animal, Sado Paulo, Brasil)

sedativo, analgésico e relaxante muscular, na dose de 10mg/kg.

4.3 Método

4.3.1 Acasalamento dos animais e esfregaco vaginal

Ratas férteis foram acasaladas no periodo noturno e, pela
manha, realizou-se o esfregaco vaginal com o auxilio de uma alca de
platina para a remocdo do muco retido nas paredes da mucosa. Em
seguida, o referido material foi espalhado sobre uma lamina histologica
para posterior andlise microscopica. ApoOs diagnoéstico de prenhes
positivas com a presenca de espermatozoéide na lamina histologica, as
ratas foram separadas e mantidas em gaiolas durante 21 dias, quando
foram submetidas a cesariana para obtencdo das membranas amnidticas
(Figura 1).

4.3.2 Obtencéao e preparacao da MAH

Aos 21 dias da gestacdo, as ratas foram submetidas a
cirurgia de cesariana, sendo anestesiadas com cloridrato de ketamina
associada ao cloridrato de 2-(2,6-xilidino) — 5,6-dihidro-4h-1,3-tiazina, na
proporcao 1:2, respectivamente. Em seguida, as ratas foram colocadas
em decubito dorsal e fixadas pelas patas. Realizou-se incisdo abdominal
na linha mediana, de 3-4 cm, préximo ao apéndice xiféide. Por
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compresséo do abdémen houve exposi¢cdo dos corneos uterinos. Os fetos
serdo retirados para obtencdo das membranas fetais, compostas por
membrana amnidtica e coridnica. Apés a remocao da placenta da rata, a
membrana amniética fetal foi assepticamente separada do coério e
submetida a varias lavagens com soro fisiolégico estéril e tampéo fosfato
pH 7,4. Para armazenagem do material bioldgico, a MAH foi imersa em
solugdo de Ringer com lactato de sédio (Equiplex, Goiania, Brasil),
contendo o estabilizador de pH 10mM HEPES (2,38g\L) e os antibidticos
2ml de penicilina 10.000-Ul/mL/estreptomicina-10mg/mL (CULTLAB,
Materiais de Cultura de Células Ltda, Campinas, Sdo Paulo) e estocada
no nitrogénio liquido (Container de Nitrogénio Liquido, modelo Locator JR
Plus, marca Fischer USA) até a sua utilizacdo. No momento da aplicacao
do curativo bioldgico, a MAH foi incorporada na férmula farmacéutica de

orobase (Figura 2).

4.3.3 Indugéo da mucosite oral

A mucosite oral foi induzida por tratamento crénico de 5-
fluoruracila (Fauldfluor® 2,5g/50mL, LIBBS Farmacéutica Ltda, fornecida
pelo I0OV- Instituto de Oncologia do Vale) que foi administrada em trés
doses intercaladas (30mg/kg/dia), por via intramuscular. Apdés o
aparecimento da les&o, utilizou-se um filtro de 9 mm? embebido com &cido
acético (C,H3;COOH) a 50% (10ul), pressionado na regido do fornice
vestibular dos incisivos inferiores por 60 segundos, de acordo com a
técnica preconizada por Fujisawa et al. (2003). O objetivo desse
procedimento foi delimitar a regido a ser tratada e estudada (Figura 3)
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(®)

(d)

Figura 1 — Esfregago vaginal para confirmagéo de acasalamento das ratas. (a) Regido
vaginal da rata; (b) Realizacdo da coleta de material com al¢ca de platina; (c) Esfregaco
em lamina do material coletado; (d) Visualizacdo de células sexuais masculinas em

microscopia 6éptica, confirmando o acasalamento.
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Figura 2 — Obtencéo, limpeza e armazenamento da Membrana Amnidtica Homogena

(MAH). (a) Filhote da rata no saco amniético; (b) Rompimento do saco amniético para

separagdo da membrana amniética; (c) Membranas amniéticas limpas em solucao

fisioldgica e tampéo fosfato; (d) Estocagem das membranas em eppendorfs com solucao

antibidtica; (e) Container de nitrogénio liquido para armazenagem das membranas.

(a)

(b)

(€)

Figura 3 - Indug&o da mucosite oral com papel filtro embebido em &cido acético 50%. (a)

Area de fornice vestibular iiritada sem Ulcera; (b) Colocagéo de filtro de papel de 3 cm?

embebido em acido acético; (c) Fornice vestibular ulcerado.
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4.3.4 Aplicagdo da MAH na mucosite oral

No inicio dos sinais da mucosite oral, os ratos foram
anestesiados com ketamina (5 mg/kg) associada a Xilazina (10 mg/kg).
Em seguida, a MAH, misturada a uma base emoliente (orobase), foi
aplicada na regido da mucosite oral (fornice vestibular dos incisivos
inferiores), com o auxilio de uma cureta metalica estéril. Imediatamente
apols, as bordas do labio inferior eram suturadas com fio de sutura
absorvivel (Vycril 6.0, Ethicon, Johnson & Johnson). Esta técnica
empregada permitiu a permanéncia do curativo biolégico no local (Figura
4).

4.3.5 Irradiacao do laser

Na regido da mucosite oral induzida, os grupos 5-
FU+laser e 5-FU+MAH+Laser foram irradiados com laser diodo de
Arseneto de Galio e Aluminio-GaAlAs (TWIN Laser, marca MM Optics), no
comprimento de onda de 660nm, com poténcia de 20 mW durante 10
segundos. Desta forma, a regido da lesédo recebeu uma densidade de
energia de 5J/cm?. Os ratos foram submetidos & radiacédo por um tempo

de 10 segundos, em dias intercalares, até o sacrificio. (Figura 5)
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Figura 4 — Mistura da MAH com orobase (a)(b); e colocacdo da MAH na regido da

mucosite (c). Sutura da regido marginal & MAH (d).

(@) (b)

Figura 5- Area de mucosite (a). Aplicacéo do laser na regido da mucosite (b).
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4.3.6 Periodos de observacédo e analise microscopica

Decorridos 3, 7, 14 e 21 dias, cinco animais de cada
grupo foram anestesiados e posteriormente sacrificados. As pecas
contendo a regido da mucosite oral foram removidas em bloco, fixadas em
paraformaldeido a 4% (Sigma Aldrich Chemical - Saint Louis, MO, USA)
por 48 horas, bem como processadas e incluidas em Paraplast.
Imediatamente ap6s este procedimento, foram realizados cortes
histolégicos semi-seriados com 5um de espessura. As laminas foram,
entdo, coradas com hematoxilina-eosina e analisadas por meio de

microscopia de luz.

4.3.7 Analise histomorfolégica e histomorfométrica

4.3.7.1 Analise histomorfologica

Analisamos as laminas coradas com hematoxilina e
Eosina de forma descritiva. As caracteristicas histolégicas da mucosa oral
com lesédo, reacdo tecidual frente aos efeitos da membrana amniética
sobre a ferida cruenta e a radiacao de laser, intensidade das reacdes

inflamatorias (presenca e disposicdo dos linfocitos, neutrofilos,
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macrofagos, células gigantes multinucleares, plasmécitos e outras),
alteracOes epiteliais, conjuntivo e muscular em diferentes fases do

processo de reparacao foram observadas e descritas.

4.3.7.2 Anélise histomorfométrica

Para a realizacdo da analise histomorfométrica, foi
realizada contagem das células imunomarcadas pelos anticorpos PCNA,

VEGF, CD4 e CD8, em uma area de aproximadamente 2,41 mm?.

Os fragmentos de mucosa foram submetidos a cortes
histologicos semi-seriados de 3 pm de espessura, obtendo-se trés
laminas com aproximadamente quatro cortes histolégicos, para cada
anticorpo usado, com aproximadamente seis cortes histologicos cada,
para cada rato estudado. Dentre essas laminas, um corte de cada lamina
foi separado aleatoriamente para analise  histomorfométrica.
Imediatamente apds, os campos histolégicos de cada corte da area da
mucosite oral foi encontrado, em aumento de 100X, e, na camada média
da lamina prépria, em aumento de 630X, foi realizada a contagem das
células imunomarcadas em quatro campos aleatérios da area analisada
usando o programa Axiovision 4.7 (Carl Zeiss Vision Imaging Systems,
Carl Zeiss, Alemanha). Para o procedimento de mensuracdo, foram
utilizadas a objetiva 63x/0,80 (ACHROPLAN, Carl Zeiss) e a ocular 10x
(W-PI, Carl Zeiss) de um microscopio de luz (Axioskop 40, Carl Zeiss,
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Alemanha). As imagens foram captadas por uma camera digital (AxioCam
MRc5, Carl Zeiss, Alemanha).

4.3.8 Analise Imunohistoquimica

Os cortes histologicos foram obtidos com 3 um de
espessura e coletados em laminas previamente preparadas com
organosilano (3-aminopropyltriethoxy-silano). Para a imunohistoquimica,
propriamente dita, utilizou-se o método indireto com sistema de
amplificacdo (Peroxidase, Biotina e Estreptavidina), que é extremamente
sensivel, podendo ser utilizadas concentragcdes muito baixas do anticorpo
primario. Previamente, os cortes foram desparafinizados em bandeja
aquecedora a 60 ° C por 30 min e, em seguida com xilol, 20 min, a
temperatura ambiente, hidratados com alcool absoluto, 90%, 80%, 70% e
agua destilada, 5min cada. O protocolo de imunohistoquimica seguido
para 0s anticorpos usados segue no anexo B.

As laminas foram incubadas nos anticorpos primarios:

a) Anticorpo “anti-rato CD4":: Cdédigo: C2255-71,
USBIological, Swampscott, Massachussetts, USA;
b) Anticorpo “anti-rato CD8”: Codigo: C2259-36,
USBIological, Swampscott, Massachussetts, USA;
c) Anticorpo “anti-rato PCNA”: codigo: M0879, Dako
Cytomatiom Norden A/S, Nucleo Trade Coorporation,

Dinamarca;
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d) Anticorpo VEGF: codigo: SC-7269, Santa Cruz
Biotechnology, ALAB’S SUPPLY INC, California,
USA,

4.4 Andlise Estatistica

Os resultados da histomorfometria seréo submetidos a
analise de variancia (One Way-ANOVA) e ao teste de Tukey (GraphPad
Prisma 5, GraphPad Software, San Diego, California, USA). O nivel de
significancia adotada foi de p< 0.05.



5 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram divididos em duas partes,
sendo a primeira descritiva, para a coloracdo em Hematoxilina-Eosina (HE)
e a segunda estatistica, para imunohistoquimica, conforme descrito nos

materiais e métodos.

5.1 Andalise Descritiva

Aspecto microscOpico do processo de reparacdo da

mucosite oral através da coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE).

5.1.1 Mucosa Normal

Na analise microscopica de um corte sagital mediano de
labio inferior de rato normal na regido do fornice vestibular de incisivos
inferiores, observa-se trés planos histolégicos, compostos por mucosa
bucal (epitélio e lamina prépria), camada muscular desenvolvida e pele. A
mucosa bucal €é revestida por epitélio pavimentoso estratificado
ortoqueratinizado exibindo discretas ondulagbes da camada da cérnea e
composto por 5 a 6 camadas celulares. As suas cristas epiteliais sao
curtas e espessas. A lamina prépria € constituida por tecido conjuntivo,
numMerosos vasos sanguineos de pequeno e médio calibre e numerosos
feixes de fibras nervosas. A camada muscular € composta por feixes de
fiboras musculares esqueléticas, permeada por finos feixes de fibras
nervosas. Os feixes musculares estao cortados transversalmente na face
voltada para a mucosa e longitudinalmente na face voltada para a pele. A
pele é delgada e composta de uma camada fina de epiderme e derme. A
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epiderme € comporta por epitélio pavimentoso estratificado
ortoqueratinizado e as projec¢des interpapilares estdo bem representadas.
A derme € pouco desenvolvida e apresenta numerosos foliculos pilosos,
glandulas sebaceas e escassas glandulas sudoriparas. Notam-se

auséncia de camada submucosa e camada hipoderme (Figura 6).

5.1.2 Aspecto microscopico da Mucosite Oral

Os achados histolégicos mais freqlentes observados nos
espécimes foram analisados em conjunto dentro de cada periodo
considerado no experimento. Na descricdo dos achados microscopicos,
procurou-se ressaltar as diferencas entre os grupos controle (mucosite
oral com leséo induzida por acido acético a 50% na regido do fornice
vestibular de incisivos superiores) e 5-FU (mucosite oral induzida pela 5-
Fluorouracil + &cido acético a 50%).

5.1.2.1 Periodo 3 dias

No grupo controle, a regido da mucosite oral estava
parcialmente recoberta por epitélio pavimentoso estratificado
paraqueratinizado com degeneracado hidrépica, espongiose e exocitose, e
por pseudomembrana serofibrinosa e fibrinopurulenta exibindo tecido
necrotico, fibrina e coldnias bacterianas. A lamina propria, constituida por
tecido conjuntivo fibroso, mostrava intenso e difuso infiltrado de células
inflamatdrias mononucleares, porém respeitando os planos da camada
muscular e da pele. Células polimorfonucleareas, associadas aos

microorganismos, estavam predominantemente limitadas a superficial do
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espécime. Além disso, verificaAvamos a presenca de células inflamatorias
nas areas adjacentes do tecido muscular. Edema e numerosos vasos
sanglineos congestos eram também evidenciados. Nos planos mais
profundos, notavamos difuso e moderado infiltrado de células
inflamatdrias mononucleares permeando os feixes de fibras musculares e
preservacdo dos anexos da pele, tais como: foliculo piloso e glandulas
sebaceas e sudoriparas (Figura 7A).

No grupo 5-FU, observavamos que a regido da mucosite
oral estava totalmente recoberta por uma pseudomembrana
fibrinopurulenta, composta por tecido necrético, fibrina, células
inflamatodrias poli e mononucleares associada aos focos de col6nias
bacterianas. A lamina prépria exibia intenso e difuso infiltrado de células
inflamatdrias polimorfonucleares, localizada principalmente nas areas de
ulceracédo, e mononucleares, com predominancia de linfocitos, nos planos
mais profundos.

Esse processo inflamatério mostrava-se mais exacerbado
neste grupo do que no grupo controle. Verificavamos a presenca de
discretas areas amorfas e hialinas, caracterizando o processo de necrose
de coagulacdo, bem como intenso edema generalizado e numerosos
vasos sanguineos congestos de pequeno e médio calibre. Os feixes de
fibras nervosos, localizados na porgéo central da Iamina propria, estavam
em degeneracdo e em pouco numero quando comparado com O grupo
controle. Os feixes de fibras musculares, tanto nos cortes transversais
guando longitudinais, estavam comprometidos devido ao severo processo
inflamatorio. Em algumas regides, observdvamos a presenca de atrofia
dos I6bulos de feixes musculares e o comprometimento do seu sistema
neuro-vascular. A area de transicdo entre a lamina propria e a camada
muscular mostrava-se mais desorganizada quando comparada com grupo
controle. A camada da pele encontrava-se preservada sem sinais

expressivos de reacédo inflamatéria (Figura 7B).
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Mucosa Bucal
LP

Camada Muscular

Pele

Figura 6 - Corte sagital mediano de labio inferior de rato normal. Presenga de trés planos
histoldgicos, compostos por mucosa bucal (epitélio e lamina prépria), camada muscular

desenvolvida e pele.
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(A) (B)

Figura 7 — 3 dias. Fotomicrografia do corte sagital mediano de labio inferior na regido do
férnice vestibular de incisivos inferiores, exibindo os planos da mucosa bucal (epitélio e
lamina propria) e camada muscular dos grupos controle (A) e 5-FU (B), aumento original:

50x. Coloragéo: Hematoxilina e Eosina.
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No grupo 5FU-LASER, verificavamos fragmentos de
mucosa recoberta por uma pseudomembrana  serofibrinosa,
caracterizando a coloracdo esbranquicada da mucosa, associada a
intensa quantidade de colonias microbianas. Em alguns espécimes,
verificavam-se extensas areas de tecido necrotico (areas amorfas e
hialinas) apoiado em um tecido de granulagéo, composto por denso leito
de macroéfagos, fibroblastos e vasos sanguineos neoformados, o qual se
estendia para a porcéo profunda da lamina prépria até o limite da camada
muscular. Todavia, alguns fragmentos de mucosa exibiam intenso
infiltrado de células inflamatorias polimorfonucleares e mononucleares,
localizado nas adjacéncias da superficie ulcerada e nas regides mediana
e profunda da lamina propria, respectivamente.

Em adicdo, areas de edema e feixes de fibras nervosos,
em processo de degeneracdo e em pouco numero, eram evidenciados,
principalmente, na regido mediana da lamina prépria. Na camada
muscular, alguns feixes de fibras musculares dos cortes transversais
mostravam-se comprometidos devido a extensa area de destruicdo
tecidual e, consequentemente, a intensa reacdo tecidual durante o
processo de reparo. Em algumas regides, observavamos, ainda, discreta
atrofia dos I6bulos de feixes musculares. A camada da pele encontrava-se
preservada sem sinais expressivos de reacao inflamatéria.

No grupo 5FU-MAH, a regido da mucosa estava recoberta
por MAH e pseudomembrana serofibrinosa (superficie desnuda). Além
disso, verificAvamos que a MAH encontrava-se aderida intimamente a
superficie do espécime, atuando, principalmente, como barreira biolégica
protetora para invasao microbiana.

A lamina prépria exibia areas de necrose, localizadas nas
adjacéncias da superficie do fragmento, sendo mais expressivas em
regides de superficie desnuda e, conseqientemente, com invasao de
microorganismos neste plano da mucosa. Havia, ainda, extensas areas de

edema com poucas células e vasos sanguineos dilatados e congestos de
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pequeno, médio e grande calibre dispersos, além de moderado e difuso
infiltrado de células inflamatérias polimorfonucleareas e mononucleares.

Ressalva-se que, nas regides mediana e profunda,
principalmente na area de superficie desnuda e microorganismos,
notavam-se numerosas células inflamatérias polimorfonucleares e
mononucleares, além de vasos sanguineos dilatados. Na transi¢do entre
lamina propria e camada muscular, notavamos infiltrado de células
inflamatorias, predominantemente, mononucleares, vasos sanguineos
congestos, bem como aumento da proliferacdo de fibroblastos e células
endoteliais.

A regido superficial da camada muscular revelava discreto
infiltrado de células inflamatérias mononucleares. O epitélio de
revestimento, adjacente a ferida cruenta, mostrava-se atroéfico, exibindo
discreta degeneracao hidrépica, exocitose e espongiose. A camada da
pele encontrava-se preservada sem quaisquer sinais de reacao tecidual.

O grupo 5FU-MAH+LASER exibia aspectos histoldgicos
semelhantes ao grupo 5FU-MAH. A regido da mucosa encontrava-se
recoberta por MAH e por pseudomembrana serofibrinosa (superficie
desnuda). Esta membrana encontrava-se intimamente aderida a
superficie do espécime, atuando, principalmente, como barreira protetora
contra a invasao de microorganismos.

Notava-se que a reacao tecidual era mais ténue quando
comparado com o grupo 5FU-MAH. Na regido da superficie desnuda, a
lamina propria exibia extensas areas de edema e numerosos vasos
sanguineos dilatados e congestos de calibres variados. Em adicéo, havia
moderado e difuso infiltrado de células inflamatérias polimorfonucleareas
na regiao superficial e mononucleares nas por¢des medianas e profundas
da lamina propria.

Na transicdo entre lamina prépria e camada muscular,
notdvamos infiltrado de células inflamatérias, predominantemente,

mononucleares, vasos sanglineos congestos, discreta hemorragia
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intersticial e intensa celularidade. A porgdo superficial da camada
muscular revelava discreto e difuso infiltrado de células inflamatorias
mononucleares em toda a extensao da lesdo. O epitélio de revestimento
adjacente a ferida cruenta mostrava-se atrofico, exibindo discreta
degeneracdo hidropica, exocitose e espongiose. A camada da epitélio

encontrava-se preservada sem sinais de reacgao tecidual (Figuras 8 e 9)

5.1.2.2 Periodo 7 dias

No grupo controle, notAvamos que a regido da mucosite
oral permanecia recoberta por uma pseudomembrana serofibrinosa e por
epitélio pavimentoso estratificado ora paraqueratinizado ora nao
queratinizado.

As é&reas de ulceracdo exibiam células inflamatorias
mononucleares e polimorfonucleares principalmente onde havia a
presenca de colonias bacterianas. O epitélio adjacente mostrava-se
atrofico, com degeneracao hidrépica, espongiose e discreta exocitose.

A lamina prépria revelava difuso e moderado infiltrado de
células inflamatérias, areas de edema intercelular, aumento da populacéo
de fibroblastos e fibrocitos e da quantidade de vasos sanguineos. O
infiltrado de células inflamatorias estava difuso e estendia-se até os
planos superficiais da camada muscular. Notavamos que havia maior
quantidade de feixes de fibras nervosas quando comparada com o
periodo anterior. No plano da pele, verificAvamos auséncia de quaisquer
sinais inflamatorios (Figura 10A).

No grupo 5-FU, notdvamos a superficie da ferida cruenta
exibia extensas areas de necrose tecidual associada a presenca de
colénias bacterianas. O epitélio adjacente a ferida apresentava alteracdes
histolégicas relevantes quando comparado com o grupo anterior, tais
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como: acantose, alongamento das cristas epiteliais, espongiose,
degeneracdo hidrépica e exocitose.

Em alguns cortes, observavamos também necrose de
liquefacdo representada por uma faixa hialina na regidao subepitelial. Na
lamina prépria, notavamos que o tecido conjuntivo estava mais
organizado e apresentava maior populacdo de fibroblastos, fibrocitos,
endotélio e vasos sangiiineos quando comparado com o periodo anterior.
Células inflamatdrias mononucleares encontravam-se principalmente nos
planos mais profundos e células inflamatérias poli e mononucleares nos
planos superficiais Além disso, feixes de fibras nervosas eram bem
evidenciados nas areas de transicdo, entretanto algumas estruturas
mostravam-se em processo de degeneracdo devido a reacao inflamatorio
no local. Os planos superficiais da camada muscular também mostravam

pouco representativos (Figura 10B).
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A SUPERFICIE DESNUDA
|

A 5FU+MAH

Figura 8 - 3 dias. 5-FU+MAH (a) e 5-FU+MAH+LASER (b). Aderéncia da MAH na
superficie da regido da mucosite oral (setas) em ambos o0s grupos tratados com
membrana. Aumento original: 400x, H.E.

5FU+MAH |

Figura 9 - 3 dias. 5-FU+MAH (a) e 5-FU+MAH+LASER (b). Infiltrado de células
inflamatérias, dispostas em faixa e subjacente as extensas areas de necrose tecidual

(setas pontilhadas) em ambos os grupos com membrana. Aumento original: 400x, H.E
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(A) (B)

Figura 10 — 7 dias. Fotomicrografia do corte sagital mediano de labio inferior na regiao do
férnice vestibular de incisivos inferiores, exibindo os planos da mucosa bucal (epitélio e
lamina propria) e camada muscular dos grupos controle (A) e 5-FU (B), aumento original:

50x. Coloracao: Hematoxilina e Eosina.
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No grupo 5-FU+LASER, a superficie encontrava-se
revestida por epitélio neorformado (regido periférica da lesédo) e ulcerada
recoberta por espessa pseudomembrana serofibrinosa (regido central da
leséo), composta por rede de fibrinas e células. Intensa concentracao de
colénias de microorganismos, principalmente, sobre a superficie desnuda.

A lamina propria (LP) exibia intensa proliferagdo celular,
composta por fibroblastos, fibrécitos, células endoteliais, e vascularizacao.
Em adicdo, notavamos intenso infiltrado de células inflamatérias
polimorfonucleares e mononucleares nas regibes superficiais e
mononucleares, predominantemente, na regido profunda da LP.
Ressalva-se que, em alguns espécimes, havia destruicdo de feixes de
fiboras nervosas na lamina prépria, provavelmente, comprometendo as
funcdes neurovasculares da regido, além de atrofia e atresia dos feixes de
fibras musculares nos cortes transversais da camada muscular. Os feixes
de fibras musculares ou mioblastos, presentes dos cortes transversais e
longitudinais, apresentavam aspectos histomorfolégicos normais, porém
havia discreto infiltrado de células inflamatérias mononucleares
permeando este tecido, originado do mesoderma (Figura 11).

No grupo 5-FU+MAH, todos os planos da mucosa bucal
(epitélio e lamina propria) e camada muscular estavam representativos e
bem definidos. A regido, onde se localizava a lesao, estava parcialmente
re-epitelizada, porém, em algumas cortes, era evidenciada superficie
ulcerada (desnuda).

O epitélio neoformado, localizado nas adjacéncias da
superficie desnuda, mostrava atréfico, camada basal retificada, exocitose
e discreta espongiose. Colonias de microorganismos na superficie,
também, eram observadas. A lamina propria era constituida por tecido
conjuntivo neoformado ricamente celularizado e vascularizado,
estendendo-se até as regifes profundas deste plano. Em adicdo, havia
desorganizacdo da matriz extracelular devido a distribuicdo irregular dos
feixes de fibras colagenas, além de difuso infiltrado de células
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inflamatdrias, predominantemente, mononucleares, e feixes de fibras
nervosas preservadas.

Ressalva-se a presenca de fragmentos de MAH, de
aspecto vitreo e homogéneo, na regido superficial da lamina propria e
incorporacdo dessa membrana no tecido conjuntivo neoformado. Estes
fragmentos encontravam-se em intimo contato com células inflamatérias
(polimorfonucleares e mononucleares), fibroblastos, endoteliais e
capilares sanguineos. Além disso, havia fragmentos de MAH em processo
de degradacédo, sem presenca de células gigantes multinucleadas de tipo
corpo estranho. Este estrutura biolégica foi denominada, neste estudo, de
“tecido amnio-mesenquimal”’, podendo ser revestido por epitélio
neoformado, principalmente, quando localizado nas regides periféricas da
leséo.

Na camada muscular, verificavamos feixes de fibras
musculares dos cortes transversais e longitudinais com aspecto normal,
porém havia discreto infiltrado de células inflamat6rias mononucleares
permeando este tecido.

No grupo 5-FU+MAH+LASER, a superficie da regido da
lesdo mostrava-se revestido por revestida por epitélio neoformado,
entretanto havia é&reas ulceradas recoberta por pseudomembrana
serofibrinosa, além de discreta colonizagdo de microorganismos. A lamina
propria exibia aspectos histolégicos semelhantes ao grupo 5-FU+MAH,
sendo, portanto, composta por tecido conjuntivo neoformado, ricamente
celularizado e vascularizado. Em alguns fragmentos, a camada muscular
exibia fibras musculares em processo de degeneragéao e discreto infiltrado
de células inflamatérias mononucleares. Nas adjacéncias da lesdo deste
mesmo fragmento, a intensidade do referido processo era mais ténue no

tecido muscular (Figura 12).
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Figura 11 - 7 dias Exibindo lamina prépria com intensa proliferacdo celular e camada

muscular do grupo 5-FU+LASER (a); superficie revestida por espesso material amorfo e

eosinofilico, composto por rede de fibrinas e numerosas células, denominado de

pseudomembrana serofibrinosa (b) e exibindo propriedade de barreira bioldgica

(asterisco). Aumento original: 200x e 400x, H.E.

(@)

5FU+MAH

(b)

5FU+MAH+Laser

Figura 12 - 7 dias. 5-FU+MAH (a) e 5-FU+MAH+LASER (b). Fotomicrografia da regido
superficial da lamina prépria: fragmentos de MAH, de aspecto vitreo e homogéneo,

incorporados no tecido conjuntivo neoformado e permeados por numerosas células e

vasos sanguineos: “tecido amnio-mesenquimal” (asteriscos). Aumento original: 200 e

400x, H.E.
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5.1.2.3 Periodo 14 dias

No grupo controle, notdvamos que a regido da mucosite
oral estava quase que totalmente re-epitelizada, uma vez que exibia
discretas areas de ulceracdo em alguns cortes histologicos. Além disso,
verificavamos a presenca de discreta degeneracao hidrépica e exocitose
em algumas areas do epitélio. Na lamina prépria, observavamos tecido
conjuntivo em organizacdo com aumento da celularidade, infiltrado difuso
de células inflamatdrias predominantemente mononucleares e presenca
de vasos sanglinea congestos. Houve aumento do nimero de feixes de
fibras nervosas quando comparado com periodo anterior. Na camada
muscular, notdvamos discreto infiltrado de células inflamatérias
permeando o tecido muscular (Figura 13A).

No grupo 5-FU, a regido da mucosite oral estava re-
epitelizado, exibindo discretas areas com degeneracdo hidropica e
exocitose. Na lamina propria, observavamos também tecido conjuntivo em
organizacdo com aumento da celularidade e difuso e moderado infiltrado
de células inflamatdrias predominantemente Vasos sangliineos congestos
de pequeno e médio calibre, discreta hemorragia intersticial e aumento do
namero de feixes nervos eram evidenciados. No plano superficial da
camada muscular, notdvamos infiltrado de células inflamatoérias

permeando o tecido muscular (Figura 13B).
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(a) (b)

Figura 13 — 14 dias. Fotomicrografia do corte sagital mediano de labio inferior na regido
do férnice vestibular de incisivos inferiores, exibindo os planos da mucosa bucal (epitélio
e lamina prépria) e camada muscular dos grupos controle (a) e 5-FU (b), aumento

original: 50x. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina.
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No grupo 5-FU+LASER, a maioria dos espécimes
mostrava recoberta por epitélio neoformado, apresentando discreta
exocitose e degeneracao hidropica. A lamina prépria (regides superficial,
mediana e profunda) era constituida por tecido conjuntivo frouxo, exibindo
intensa celularidade e, conseqientemente, acentuada desorganizacao
dos feixes de fibras colagenas com distribuicdo irregular, além de
numerosos vasos sanguineos dilatados e congestos de pequeno e médio
calibre.

Em adicdo, havia moderado infiltrado de células
inflamatdrias, predominantemente, mononucleares na regido subjacente
da superficie re-epitelizada e polimorfonucleares e mononucleares nas
subjacéncias das superficies desnudas. Poucos feixes de fibras nervosas
eram evidenciados. Na regido profunda da lamina propria, poucos
espécimes apresentavam fibras colagenas distribuidas uniformemente e
longitudinalmente, caracterizando-se a fase de organizacéo tecidual. Na
camada muscular, notavam-se escassas células inflamatérias permeando
este tecido nos cortes transversais e auséncia nos cortes longitudinais.

No grupo 5-FU+MAH, todos os fragmentos de mucosa
encontravam-se revestidos por epitélio neoformado, exibindo discreta
exocitose. Na regido superficial da LP, notava-se a presenca de tecido
conjuntivo frouxo exibindo intensa celularidade, numerosos vasos
sanguineos dilatados e congestos de pequeno e médio calibre e
desorganizacao dos feixes de fibras colagenas com distribuicéo irregular,
além de infiltrado de células inflamatdrias mononucleares.

Nenhum “tecido @mnio-mesenquimal”’, denominado nesta
pesquisa, foi encontrado nesta regido dos espécimes analisados. Nas
regides mediana-profunda deste mesmo plano da mucosa, verificava-se
tecido conjuntivo fibroso exibindo matriz extracelular organizada com
feixes de fibras coldgenas distribuidas uniformemente e longitudinalmente,
além de feixes de fibras nervosas preservadas. A camada muscular

apresentava aspecto de normalidade.
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O grupo 5-FU+MAH+LASER exibia aspectos morfoldgicos
semelhantes ao grupo 5-FU+MAH. Os fragmentos de mucosa
encontravam-se revestidos por epitélio neoformado, exibindo discreta
exocitose. A lamina prépria era constituida por tecido conjuntivo frouxo
(regiBes superficial - mediano) e fibroso (regides mediana — profunda), de
modo que a desorganizagcdo da matriz extracelular, com distribuicdo
irregular de fibras colagenas, era evidenciada no tecido conjuntivo frouxo,
além da preservacao de feixes de fibras nervosas. Em adi¢éo, notava-se
infiltrado de células inflamat6rias mononucleares, permeando os tecidos
conjuntivos frouxo e fibroso. A camada muscular apresentava aspecto de

normalidade (Figura 14).
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Figura 14 - 14 dias. Fragmentos de mucosa dos grupos 5-FU+MAH (a) e 5-

FU+MAH+LASER (b), exibindo epitélio neoformado (EN) e tecidos conjuntivos frouxo,

com intensa celularidade, veeméncia vascularizagdo e pouca quantidade de fibras

colagenas, distribuidas irregularmente, (asterisco), e fibroso com poucas células e

grande quantidade de fibras colagenas, distribuidas uniformemente e longitudinalmente

(setas), ambos localizados nas regides superficial e mediana da lamina prépria — LP

(setas pontilhadas), respectivamente. Aumento original: 200x e 400x. H.E.
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5.1.2.4 Periodo 21 dias

No grupo controle, a regido onde foi induzida a mucosite
oral estava totalmente re-epitelizada, apresentando aspecto de
normalidade em toda a sua extensdo. A lamina propria mostrava—se
predominantemente mais organizada, porém em algumas regifes
notdvamos que o tecido conjuntivo neoformado apresentava pequenas
areas bem celularizadas e estava ainda em fase de organizagdo. A
camada muscular apresentava aspecto de normalidade. A camada
muscular apresentava aspecto de normalidade (Figura 15A).

No grupo 5-FU, observavamos que a regido estava
totalmente re-epitelizada, apresentando aspecto de normalidade em toda
a sua extensdo. A lamina propria mostrava—se predominantemente
organizada, porém em poucas regides notavamos ainda pequenas areas
bem celularizadas. A camada muscular apresentava aspecto de
normalidade (Figura 15B).

No grupo 5-FU+LASER, observavamos que a regido
estava totalmente re-epitelizada. A lamina propria mostrava—se
desorganizada (tecido conjuntivo frouxo) na regido superficial-mediana e
organizada (tecido conjuntivo fibroso) na regido mediana-profunda da LP.
A camada muscular apresentava aspecto de normalidade.

Nos grupos 5-FU+MAH e 5-FU+MAH+LASER, a maioria
dos espécimes exibia mucosa de aspecto normal, todavia raros
fragmentos mostravam, ainda, pequenas areas de tecido conjuntivo
frouxo, bem celularizado e com desorganizagdo em sua matriz
extracelular, na regido subepitelial

Ressalva-se, ainda presenca de fragmento de MAH,
permeado por células do tecido conjuntivo frouxo com intensa
celularidade e vascularizacdo na regido subepitelial dos animais do grupo
5-FU+MAH+LASER (Figura 16).
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(@) (b)

Figura 15 — 21 dias. Fotomicrografia do corte sagital mediano de labio inferior na regido
do fornice vestibular de incisivos inferiores, exibindo os planos da mucosa bucal (epitélio
e lamina propria) e camada muscular dos grupos controle (a) e 5-FU (b), aumento

original: 50x. Coloracao: Hematoxilina e Eosina.
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Q)

Figura 16 - 21 dias. (a) Mucosa bucal exibindo aspecto normal, porém ainda discreta
area exibindo intensa celularidade (asterisco); (b) remanescente de MAH (seta preta),
permeado por células (fibroblastos, células endoteliais e raras células inflamatérias
mononucleares) e capilares sanguineos de pequeno calibre (setas azuis), localizado na
regido subepitelial (seta). Aumento original: 400x, H.E.
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5.2 Anélise Imunohistoquimica

Para analise imunohistoquimica foi usado o teste One
Way ANOVA e teste de Tukey para pareamento dos pares.

Nesta andlise, realizou-se a mensuracdo de células
imunorreativas para os anticorpos PCNA, VEGF, CD4 e CD8, localizadas
na regiao mediana da mucosa bucal de ratos induzidos com 5-Fluoruracil
(5FUV), tratados com membrana amniotica homégena (MAH) associada ou
nao a irradiacdo laser de Arseneto de Galio-Aluminio (AsGaAl), sendo a
analise de variancia (Anova-One Way) com teste de Tukey e os dados

histomorfometria demonstrados nas Tabelas 1 e 2 respectivamente.
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Tabela 1 — Resultados da Analise de variancia (ANOVA) com Teste de
Tukey das células imunorreativas para PCNA, VEGF, CD4 e CDS,

localizadas na regido mediana da lamina prépria da mucosa bucal de

ratos induzidos com 5FU, tratado com MAH e Laser

Periodo

GRUPO PCNA(*) VEGF (*) CD4 CD8 (*)
Controle vs 5FU-MAH (***,") ns P<0,001 P<0,05 ns
Controle vs 5FU-LASER (**,***) P<0,01 P<0,001 ns ns
Controle vs 5FU-MAH+LASER (**,) P<0,01 ns P<0,05 ns
5FU vs 5FU-MAH (*, ) ns P<0,05 P<0,01 ns
3 dias 5FU vs 5FU-LASER (***) ns P<0,001 ns ns
5FU vs 5FU-MAH+LASER(**, ) ns P<0,01 P<0,01 ns
5FU-MAH vs 5FU-LASER (*,***) P<0,05 P<0,001 ns ns
5FU-MAH vs 5FU-MAH+LASER (**,***) P<0,01 P<0,001 ns ns
5FU-LASER vs 5FU-MAH+LASER (**) ns P<0,01 ns ns
Controle vs 5FU (***) P<0,001 ns ns ns
Controle vs 5FU-MAH (**,** x** =) P<0,01 P<0,01 p<0,001 P<0,001
Controle vs 5FU-LASER (**, ) ns P<0,01 P<0,001 ns
7 dias Controle vs 5FU-MAH+LASER (**** ') P<0,01 ns P<0,05 P<0,01
5FU vs 5FU-MAH (*/*** xxx =) P<0,05 P<0,001 P<0,01 P<0,001
5FU vs 5FU-LASER (***, ) P<0,001 ns P<0,001 ns
5FU vs 5FU-MAH+LASER (*) P<0,05 ns ns ns
5FU-MAH vs 5FU-LASER (*,***) P<0,05 P<0,001 ns ns
5FU-MAH vs 5FU-MAH+LASER (**,**) ns P<0,01 ns P<0,01
Periodos GRUPO PCNA ()  VEGF (%) CD4 CD8 (*)
5FU vs 5FU-MAH (*,*) P<0,05 P<0,05 ns ns
5FU vs 5FU-MAH+LASER (*) ns P<0,05 ns ns
14dias 5y MAH vs 5FU-LASER () P<0,05 ns ns ns
5FU-LASER vs 5FU-MAH+LASER (*) ns ns ns P<0,05
Controle vs 5FU-MAH+LASER (***) P<0,001 ns ns ns
5FU vs 5FU-MAH (*) ns P<0,05 ns ns
21 dias 5FU vs 5FU-LASER (¥) ns ns ns P<0,01
5FU vs 5FU-MAH+LASER (***,*) P<0,001 P<0,05 ns ns
5FU-MAH vs 5FU-LASER (*) ns ns ns P<0,05
5FU-MAH vs 5FU-MAH+LASER (***) P<0,001 ns ns ns
5FU-LASER vs 5FU-MAH+LASER(***) P<0,001 ns ns ns
ns= N&o Significante; , P<0,05 (*), P<0,01 (**) e P<0,001 (**)
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Tabela 2 - Dados histomorfométricos do numero de células
imunorreativas para PCNA, VEGF, CD4 e CD8 de ratos dos grupos
Controle, b5FU, 5FU-Laser, 5FU-MAH e 5FU-MAH+Laser,nos
diferentes periodos observado. Valores expressos por MédiatDP
(Desvio Padréao) para cada grupo (n=3)

Periodos
Grupos 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
PCNA
Controle 30,11+1,25 16,20+3,88 9,14+0,38 2,14+0,57
5FU 23,22+2,22 37,53+1,40 7,91+2,67 1,75+1,75
5FU-MAH 27,25+6,47 27,25+4,55 20,17+7,72 7,00+4,88
5FU-Laser 15,6710,14 18,25+0,00 8,67+0,38 5,25+0,25
5FU-MAH+Laser 14,17+4,04 27,08+2,52 14,75+4,75 20,00+2,05
VEGF
Controle 13,5840,60 15,58+1,91 6,25+0,87 6,25+0,87
5FU 17,58+1,81 9,58+3,62 9,33+1,47 9,33+1,47
5FU-MAH 22,92+1,94 26,08+1,01 4,75+2,61 4,75+2,61
5FU-Laser 4,58+2,02 5,92+0,88 8,17+1,51 8,17+1,51
5FU-MAH+Laser 11,00£2,00 14,92+4,16 5,00+0,66 5,00+0,66
CD4
Controle 3,25+0,75 1,68+0,52 1,92+0,63 1,83+1,01
5FU 2,33+0,88 1,50+0,66 2,25+0,66 1,83+0,14
5FU-MAH 4,92+0,14 5,17+1,38 3,42+0,88 2,50+0,66
5FU-Laser 3,58+0,38 5,50+0,00 2,42+0,29 2,7510,50
5FU-MAH+Laser 4,92+0,58 3,50+0,87 3,33+0,52 2,75+0,50
CD8

Controle 5,5+1,32 3,08+1,01 3,67+0,58 2,42+0,38
5FU 2,58+0,88 2,83+0,80 2,25+1,09 1,17+0,38
5FU-MAH 4,92+1,44 6,92+0,29 3,08+0,38 1,42+0,52
5FU-Laser 2,67+0,72 3,17+0,38 1,83+0,63 3,67+0,76
5FU-MAH+Laser 5,50+1,39 6,08+1,01 3,83+0,76 2,67+0,95
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Os resultados estatisticos da andlise imunohistoquimica
(Tabelas 1 e 2), referentes aos anticorpos PCNA, VEGF, CD4 e CD8 e
respectivos periodos de observacédo, estdo demonstrados nos gréaficos a

seqguir:

Figura 17 - Comparacao entre o nimero de células imunorreativas para o anticorpo

PCNA nos diferentes periodos de observacéo estudados.
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Figura 18 - Comparagdo entre o numero de células imunorreativas para o anticorpo

VEGF nos diferentes periodos de observacao estudados.
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Figura 19 - Comparacédo entre o nimero de células imunorreativas para o anticorpo CD4

nos diferentes periodos de observacao estudados
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Figura 20 - Comparagéo entre o numero de células imunorreativas para o anticorpo CD8

nos diferentes periodos de observacao estudados
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As figuras 21, 22, 23 e 24 mostram a imunomarcagao na
area mediana da lamina prorpia da mucosite oral, nos periodos de 3 e 7
dias para os anticorpos PCNA, VEGF, CD4 e CD8, respectivamente.
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Figura 21 - Imunomarcacédo para o anticorpo PCNA no periodo de 3 e 7 dias nos grupos
estudados (400X).
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VEGF
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Figura 22 - Imunomarcacéo para o anticorpo VEGF no periodo de 3 e 7 dias nos grupos
estudados (400X).
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CD4
3 DIAS 7 DIAS
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Figura 23 - Imunomarcacéo para o anticorpo CD4 no periodo de 3 e 7 dias nos grupos
estudados (400X).
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CD8
3 DIAS 7 DIAS

CONTROLE
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SFU-
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SFU-
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Figura 24 - Imunomarcacédo para o anticorpo CD8 no periodo de 3 e 7 dias nos grupos
estudados (400X).



6 DISCUSSAO

A mucosite € um grande problema clinico na oncologia
gue se manifesta devido aos efeitos citotoxicos de radioterapia e
guimioterapia, podendo afetar a mucosa da cavidade oral e o trato
gastrointestinal, promovendo dores na boca e garganta, ulceragdes, dores
abdominais, inchacgo, vomitos, e diarréias, dependendo da regiéo atingida.
Esta condicdo patoldgica € resultante de uma interacdo de complexos
danos teciduais locais, ambiente oral, imunossupressao do paciente, além
de predisposi¢cdo genética intrinseca do paciente para desenvolver esta
condicao (Treister, Sonis, 2007; Gibson et al., 2008; Treister, Woo, 2010).

Baseados na farmacogenética, que estuda a variabilidade
genética dos individuos com relacdo as drogas especificas, e
considerando a capacidade do paciente em metabolizar e eliminar drogas,
avaliagOes para identificagdo de pacientes com risco de toxicidade severa
e prolongada, tém sido muito utilizadas. Por exemplo, as deficiéncias da
desidrogenase dihidropirimidina, enzima que cataboliza a 5FU no figado,
estdo associadas com os niveis da toxicidade (Gibson et al., 2008). Se
considerarmos estas hipoteses para este trabalho, isto poderia justificar,
em parte, as diferentes respostas metabdlicas de cada animal, apos a
administracdo do 5FU, manifestando-se em sinais e sintomas clinicos de
grau de intensidade variada. Assim, alguns animais apresentaram diarréia
de consisténcia pastosa e liquida, melanorréia, calafrio devido a
hipertermia severa, queda e perda de brilho dos pélos, perda de reflexo e
anorexia severa. Além disso, devemos considerar que estes fatos devem
estar relacionados com alteragdes do sistema imunoldgico do animal, o
que explicaria as significativas variacbes no numero de células
imunorreativas para PCNA, VEGF, CD4 e CD8 de mucosites orais,

induzidas pelo 5-FU, nos animais do mesmo grupo.
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Na analise histologica do processo de reparacao tecidual
de mucosite oral deste estudo, constatamos que o referido processo
apresentou fases bem distintas, interdependentes e em sincronia, sendo
consequéncias de uma série de acdes imediatas por fatores de
crescimento e citocinas. De acordo com Sonis (1998), as principais
citocinas liberadas apds o efeito da quimioterapia e radioterapia, sdo as
Interleucina-1 (IL-1) e Fator de Necrose Tumoral - Alfa (TNF-a). O TNF é
capaz de causar danos teciduais e pode ser um fator iniciador e
acelerador do processo de mucosite. A IL-1 estimula aumento de resposta
infamatdria. Ademais, outros aspectos relevantes sdo a presenca de
colénias bacterianas e as altera¢des do sistema imunoldgico.

Alguns estudiosos sugeriram que a quimioterapia atua em
células de rapida proliferacdo da camada basal do epitélio, causando a
perda da habilidade do tecido em renovar-se. A atrofia e ulceracdes da
mucosa, que esta associada com a mucosite oral, s&o uma consequéncia
desses eventos (Sonis, 2004; Logan et al., 2007). Portanto, sugere-se que
referido processo € facilitado pelo trauma e acdo de microorganismos
patogénicos bucais. Estes autores descrevem que, embora o
desenvolvimento de mucosite seja um processo dinamico, a patogénese
desta lesdo pode ser dividida em cinco estagios: iniciacdo, resposta de
danos primarios, amplificagédo de sinal, ulceragdo e reparacgéo.

Quebras na cadeia de DNA podem resultar em danos
celulares diretos, tanto das células da camada basal quanto da lamina
propria. Simultaneamente, moléculas de oxigénio reativo (Reactive
Oxygen Species — ROS) sédo produzidas em nivel mitocondrial. Esses
mediadores sdo compostos resultantes da ativacao e reducdo do oxigénio
molecular e, funcionalmente, decisivos para a ocorréncia de eventos
biolégicos (Sonis, 2004, Sonis, 2007; Treisler, Woo, 2007; Gibson et al.,
2008; Lalla et al., 2008; Logan et al., 2007).

Em nossos estudos, sugerimos que a presenca excessiva

dessas moléculas poderia promover danos oxidativos nos tecidos da
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mucosa bucal, causando aumento de suscetibilidade das células T (CD4 e
CD8) a apoptose, e, consequentemente, dificultando a resposta
imunoldgica frente aos microorganismos presentes na regiao estudada.
Este processo foi comprovado nos estudos de Mosca et al. (2002), o qual
foi ratificada em nossos achados devido ao limitado da células
imunorreativas para células T (CD4) e (CD8) presentes na regido mediana
da lamina propria. Além disso, acreditamos que os efeitos da acao do 5FU
nas ceélulas T poderiam, também, corroborar para a diminuicdo da
guantidade das células imunorreativas para os anticorpos CD4 e CDS,
uma vez que pode ter sido afetado o processo de replicagdo em novas
células T, repercutindo diretamente na deficiéncia da resposta
imunolégica do animal, estando de acordo com os achados de acordo
com Xiong, Bosselut (2011). Esta deficiéncia pode ser evidenciada, de
forma indireta, devido as graves manifestacées gerais de saude destes
animais.

Com embasamento na sequéncia de eventos da
patofisiologia da mucosite oral, ja descrita na literatura (Sonis, 2004), e na
confluéncia dos aspectos histomorfolégicos, encontrados nesta pesquisa,
padronizamos quatro fases sequénciais da dinamica do processo de
reparacdo de mucosite oral, induzida pelo 5-FU, tais como: inflamatoria,
proliferacéo celular, organizacéo tecidual e reparo tecidual. Essas fases
estao, também, correlacionadas com os periodos de observacgéo (3, 7, 14
e 21 dias) analisados, independentemente da aplicacdo da MAH sobre a
superficie cruenta da mucosite oral.

Destarte, fase | ou fase inflamatéria (3 dias) foi
caracterizada pela presenca de extensas areas de edema e necrose
tecidual, além de numerosas células inflamatorias, predominantemente,
polimorfonucleares. A fase Il ou proliferacdo celulares (7 dias)
apresentava intensa proliferacdo celular, composta por fibroblastos e
fibrécitos, células endoteliais, vasos sanguineos neoformados e células

epiteliais neoformadas, objetivando a reepitelizacdo da superficie cruenta.
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Isto caracteriza o tecido de granulagdo com evidente neovascularizacao.
A fase Ill ou organizagéo tecidual (14 dias) exibia intensa celularidade,
deposicao de fibras colagenas com arranjo irregular, regressdo de
capilares e superficie totalmente re-epitelizada. A fase IV ou reparacao
tecidual (21 dias) mostrava maturacdo tecidual, exibindo grande
guantidade de fibras colagenas com arranjo regular e remodeladas, além
de poucos vasos sanguineos. O quadro histolégico mostrou extensas
areas de mucosa oral (epitélio e lamina propria) e camada muscular
subjacente, com aspecto normal.

Frente ao tratamento da mucosite oral com MAH (grupo 5-
FU+MAH), constatamos  similaridade na  padronizacéo do
desenvolvimento da mucosite oral em relagdo ao grupo controle. Embora,
no grupo 5-FU+MAH, no periodo de 21 dias, verificamos ainda pequenas
areas de tecido neoformado em fase de organizacdo, sendo considerado
Fase lll, onde foram observadas numerosas células imunorreativas para
PCNA. Todavia, em comparacdo com o grupo 5-FU, houve uma reducéao
expressiva da severidade dos aspectos imunohistoquimicos da mucosite
oral durante todos os periodos.

Na andlise imunohistoquimica, houve significancia
estatistica de diferentes niveis em relacdo ao numero de células
iImunorreativas para os anticorpos PCNA, VEGF nos grupos estudados
dos periodos de 3 e 7 dias, confirmando as fases de formacéo tecidual
propostas, inflamatéria (fase 1) e de proliferacdo celular (fase |Il),
respectivamente. Estas fases estdo diretamente relacionadas com a
quantidade de danos teciduais (grupos controle e 5FU) associadas aos
efeitos da MAH e da irradiacdo laser (grupos 5FU-MAH, 5FU-Laser e
5FU-MAH+Laser).

Apesar do numero de células imunorreativas para CD4 e
CD8 apresentar pouca significancia entre os grupos estudados nos
diferentes periodos, evidenciou-se células imunorreativas na regido

analisada, principalmente, onde havia presenca de tecido de granulagéo.
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Este tecido, muitas vezes, ndo estava presente na regido mediana da
|lamina propria da mucosa, mas em areas de transicdo com a camada
muscular. Este fato foi devido a muitos espécimes exibirem extensas
areas de necrose tecidual. Observavamos que este quadro diminuia com
a evolucao do processo, independentemente do tratamento preconizado.

Portanto, nos grupos tratados com MAH (P<0,01),
independentemente da laserterapia, havia presenca de tecido de
granulacdo na regido mediana da lamina propria no periodo de 3 dias
sendo foi observado significAncia no nimero de células imunorreativas
para CD4 quando comparado com o grupo 5-FU, caracterizando com
énfase a fase inflamatoria (Fase I) neste periodo. Acreditamos que isto
ocorreu devido ao efeito protetor da MAH sobre a regido cruenta,
promovendo a preservacao tecidual da regido mediana lamina propria e,
consequentemente, a aceleracdo do processo de reparo. No 7° dia,
constatamos que houve significancia no numero de células imunorreativas
para CD4 em todos os grupos tratados, enquanto que as células
imunorreativas para CD8 apresentaram significancia nos grupos 5FU-
laser e 5FU-MAH+laser em relacdo aos grupos controle e 5-FU. Diante
disso, evidenciamos que a associacdo dos tratamentos preconizados foi
imprescindivel para a melhor resposta imunoldgica dos animais. Ratifica-
se que a MAH atuou como barreira mecéanica bioldgica e preservagao de
suas propriedades antiinflamatérias frente a acdo dos microorganismos e
a irradiacao laser como bioestimulador celular.

E importante salientar que as células imunorreativas para
PCNA e VEGF encontravam-se, principalmente, em areas de proliferacao
e migracdo celular. Nas &areas de ulceracgédo, principalmente no periodo de
3 dias, os referidos aspectos histoldgicos eram raramente observados nos
grupos controle e 5-FU, mas, sim, no grupo 5FU-MAH e 5FU-MAH+Laser.

Isto poderia ter ocorrido devido a acdo efetiva da
preservacdo de fatores de crescimento e funcdo de barreira bioldgica da
MAH, favorecendo, positivamente, os mecanismos de proliferacéo celular
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(PCNA) e de sinalizacdo da proteina envolvida na angiogénese e
vasculogénese (VEGF).

A permanéncia e, posteriormente, aderéncia da MAH na
superficie cruenta da mucosa oral dos animais tratados com 5-FU foi
imprescindivel para impedir a entrada de microorganismos patégenos e a
acdo de suas citotoxinas na lamina prépria, atuando como uma barreira
biol6gica e mecanica.

A partir do conhecimento da patofisiologia da mucosite
oral, bem estabelecido na literatura (Sonis, 2004; Sonis, 2007; Treisler,
Woo, 2007), acreditamos que este fato preservaria os danos as estruturas
teciduais, uma vez que, haveria redu¢do na producdo de citocinas pro-
inflamatérias, que sdo extremamente prejudiciais aos tecidos do epitélio e
conjuntivo, quando em concentracdo elevada. Em adicdo, baseado nos
relatos da literatura, as atividades antiinflamatérias e angiogénicas da
MAH poderiam ser os fatores coadjuvantes na aceleragao do processo de
reparacao tecidual, uma vez que expressam proteinas antagonistas ao
receptor de Interleucina-1 (IL-1) e inibidores teciduais de metaloproteinase
-1,-2,-3,-4 e de IL-10 (Hao et al., 2000) e da atividade quimiotatica de
neutroéfilos e macréfagos (Kamiya et al., 2005).

Outros efeitos benéficos da MAH, atribuidas nesta
pesquisa, foram as funcbes de substrato e “andaime” de suporte para
intensa proliferagéo celular.

Na superficie ulcerada, em destaque no periodo de 7 dias,
remanescentes de MAH, de aspecto vitreo e homogéneo, encontravam-se
incorporadas no tecido conjuntivo neoformado, bem como havia
numerosas células imunorreativas para PCNA e VEGF em permeio a esta
estrutura. Portanto, esta estrutura foi denominada, neste estudo, de
“tecido amnio-mesenquimal”.

Estes achados poderiam ocorrer devido as acdes de
alguns constituintes quimicos, presentes na membrana amniética. De

acordo com o Dua et al. (2010), suas concentracbes exatas e
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biodisponibilidade ainda sao desconhecidas. Este autor reforgca que a MA
tem sido valiosamente utilizada para promover reparacdo tecidual,
prevenir cicatrizes, inibir vascularizagdo e facilitar a reepitelizagao.
Ademais, outros estudos descrevem que a MA € uma fonte abundante de
células-tronco (Kim,Tseng., 1995; Alviano et al., 2007; Toda et al., 2007;
Dua et al, 2010), as quais poderiam melhorar as suas propriedade
biolbgicas.

Dentre os fatores de crescimento mais relevantes da MA,
encontrados na literatura, o TGF-B executa funcdo importante na
reparacgao tecidual de feridas cruentas e o EGF influencia na migracéao e
regeneracdo de células epiteliais. Ademais, fator de crescimento de
gueratinécitos (KGF), fator de crescimento hepatico (HGF) e fator de
crescimento de fibroblasto (FGF), dentre outros presentes na MA, também
foram relatados na literatura, todavia com menor enfoque (Koizumi et al.
2000, Chang et al., 2002; Gomes, 2007, Dua et al., 2010). Em adicéo,
citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias, como IL-6, IL-10, IL-8 e IL-
1ra (Interleukin 1 receptor antagonist), metaloproteinases e inibidores das
metaloproteinases, dentre outros, também s&o encontrados nesta
membrana (Dua et al, 2010).

Baseados nestes achados, acreditamos que estas
proteinas, preservadas na MAH, influenciaram a dinamica do processo de
reparacdo do tecido epitelial e da lamina prépria das mucosites orais dos
grupos 5FU-MAH e 5FU-MAH+Laser, mostrando-se mais rapida, quando
comparada com o grupo 5-FU.

Em relacdo a auséncia de rejeicdo da MAH no tratamento
de mucosite oral, provocada pela inducdo de 5-FU, 0os nossos resultados
coincidem com os resultados de Norris et al. (1982), Badawy et al. (1989),
Fishman et al. (1987), Gage et al. (1988), Kim e Tseng (1995), Gomes et
al. (2001 a, 2001 b), Paridaens et al. (2001), Stangogiannis-Druya et al.
(2004), Elieser et al. (2006), Carvalho-Rego et al. (2008), Fallah et al.
(2008), Seitz et al. (2009).
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Em relacdo a atividade angiogénica, constatamos que
houve aumento significante do numero de células imunorreativas para
VEGF nos animais do grupo 5FU-MAH, 5FU-Laser e 5FU-MAH+Laser,
em 3 e 7 dias (fases de inflamacéo proliferacdo celular), quando
comparado com o0s grupos Controle e 5-FU. Todavia, ndo houve
significancia para células imunorreativas para VEGF dos grupos controle
e 5FU, reforcando os achados de extensas areas de necrose tecidual na
lamina propria. Este fato caracteriza a atividade angiogénica, tanto da
MAH e da irradiacdo Laser, entretanto foi constatado que os animais
tratados com MAH, associados ou n&o com irradiacdo laser, exibiam
maior nimero de células imunorreativas para VEGF na |amina propria
guando comparada com os demais. Este fato corrobora com a afirmacao
de Faulk et al. (1980), Gage et al. (1988), Gomes et al. (2001b), Alviano et
al. (2007) e Fallah et al. (2008), em relacdo a capacidade da membrana
amnidtica de estimular e promover a neovasculariza¢cdo de um tecido e/ou
orgao.

O presente estudo mostra que este modelo experimental
oferece uma variedade de oportunidades terapéuticas, os quais poderiam
atuar em quaisquer fases histomorfologicas da mucosite oral,
estabelecidas neste trabalho. Com o uso freqliente de protocolos
guimioterapicos agressivos, a importancia da mucosite, como uma
toxicidade limitante, é extremamente relevante, sendo, portanto, seu
controle uma prioridade na oncologia clinica.

Além disso, mais avancos para o melhor entendimento
dos efeitos das propriedades biolégicas da MAH na patobiologia da
mucosite oral, em relacdo ao conjunto de complexos de ocorréncia de
interacbes entre muitas moléculas e vias, reforcardo a utilizacdo desta
membrana em feridas cruentas, como curativo bioldgico, incluindo-a,
principalmente, nos protocolos de tratamentos efetivos das mucosites

orais de pacientes oncoldgicos gravemente imunossuprimidos.



7 CONCLUSOES

Dentro das condicbes experimentais deste trabalho,

podemos concluir que:

e A Membrana Amniética Homégena (MAH) foi
biocompativel, uma vez que promoveu boa aderéncia no
local de sua aplicacdo e incorporou com o tecido
hospedeiro, além de apresentar atividades mitogénica e

angiogeénica,

e A MAH, independentemente do tratamento com
laserterapia, acelerou o processo de reparacéo tecidual,
entretanto a laserterapia teve um papel de extrema
relevancia como tratamento coadjuvante da mucosite oral
de ratos induzidos pelo 5FU, mediante analises histologica

e imunohistoquimica.
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ANEXO B- Protocolo da Imunohistoquimica

Desparafinizacdo dos cortes em bandeja aquecedora a 60°C,
por 30 minutos.

Desparafinizacdo com xilol por vinte minutos

Hidratagc&o dos cortes com alcool (absoluto, 90, 80, 70 e 50) por
5 minutos cada. Para o anticorpo CD4 foi usada sequéncia
(absoluto, 70 e 50), duas vezes cada, por 3 minutos.

Passagem dos cortes na agua destilada

Recuperacdo antigénica com tampao Tris em microondas, na
poténcia 8, dois ciclos de 10 minutos. Para o anticorpo CD4,
recuperacdo em tampao Tris-EDTA em camara de Pascal
(panela de pressdo) a 95°C por 30 minutos e 125°C por 3:30
minutos.

Resfriamento dos cortes em temperatura ambiente e posterior
disposicdo em camara escura umidecida, propria para
imunohistoquimica.

Duas lavagens de 5 minutos com Tris

Inibicdo da peroxidase enddégena com H202 a 1%, por 30
minutos

Incubagao em Tris-Triton por 15 minutos

10) Lavagem com Tris por 5 minutos

11)

Incubagdo em BSA por 30 minutos

12) Lavagem com Tris
13) Incubacdo em anticorpo priméario por 2 horas (PCNA 1:100;

VEGF 1:20; CD4 e CD8 1:50).

14) Lavagem com Tris por 5 minutos
15) Incubacdo em anticorpo secundario (Kit LSAB) por 10 minutos

cada.

16) Lavagem com Tris por 5 minutos

17) Revelacdo com DAB por 1 minuto. Para CD4, 2 minutos.
18) Contracoloracao dos cortes com Hematoxilina de Mayer
19) Montagem das laminas
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