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RESUMO

A mucosite oral ¢ uma consequéncia da toxicidade gerada pela terapia antineoplasica que
ocasiona ulceragdes de leve a grave, induz dor intensa e afetam a qualidade de vida do
paciente, podendo levar a interrup¢do do tratamento. A prevencdo ou tratamento da
ocorréncia de mucosite oral pode auxiliar no progndstico e qualidade de vida do
individuo. A terapia de fotobiomodulagdo (TFBM) e o plasma de baixa temperatura sob
pressao atmosférica (LTAPP) t€ém apresentado agdes positivas na cicatrizagao de feridas,
contudo a aplicagcdo conjunta das terapias ainda nado foi estudada. No presente projeto,
inicialmente a avaliagdo in vitro de citotoxicidade de queratinocitos (NOK) e fibroblastos
(3T3) sob a aplicagao subsequente de LTAPP e TFBM no tempo de 5 min e 10 seg,
respectivamente serd avaliado por ensaio MTT e o limiar de citotoxicidade de 70% sera
baseado na ISO, 2009. Posteriormente, 108 ratos Wistar (Ratos norvegicus) receberdo 3
doses intercaladas de quimioterdpicos 5 fluororacila (5-FU; 30 mg/kg/dia, via
intramuscular), seguido de indug¢do de tlcera oral por acdo conjunta com solugdo de acido
acético 50%, na regido do fornice vestibular. Os animais serdo divididos randomicamente
em 4 grupos (a- controle (ndo tratado); b- LTAPP; c- TFBM; d- LTAPP ¢ TFBM) ¢ serao
tratados em dois dias consecutivos. Os tratamentos serdo realizados em dois dias
consecutivos no tempo de 5 min para LTAPP e 10 seg para TFBM e avaliados em 3
tempos diferentes correspondentes a 10, 14 e 18 dias apds o tratamento (n = 9/grupo).
Para isso, os animais serdo eutanasiados por dose excessiva de anestésico e coletado o
tecido para analise histoldgica para avaliar o reparo tecidual e as fibras de colageno
através de técnica de coloracao hematoxilina-eosina (HE) e picrossirius red, assim como
analise imuno-histoquimica por marcadores de vascularizagdo por anticorpo Fator VIII e
avaliacdo bioquimica por técnica de ELISA para avaliacdo de fatores pro-inflamatérios
(TNF-a e IL-1B) e hidroxiprolina para quantificagdo de colageno. Os dados quantitativos
coletados serdo avaliados no programa estatistico Graphpad prisma e teste de
normalidade, seguido de teste estatistico adequado. O nivel de significancia de 5% sera
adotado.
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INTRODUCAO

Neoplasia na regido de cabega e pescogo ¢ um complexo problema de saude
publica mundial, dada a sua magnitude de incidéncia e mortalidade, destacando-se
atualmente no ranking da sétima mais frequente neoplasia em todo o mundo (Xie et al.,
2017; Sung et al., 2021; Johson et al., 2020; Bosetti et al., 2020; Gormley et al., 2022).
Ressalta-se que ocorram mais de 600 mil diagndsticos € 300 mil ébitos anualmente no
mundo relacionado a este tipo de neoplasia (Sung et al., 2021; Gormley et al., 2022;
ASCO et al., 2023). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) destaca que no
triénio de 2023 a 2025 ocorrerao mais de 15 mil novos casos (Santos et al., 2023; INCA
et al., 2022). O tabagismo, o consumo de alcool (Gormley et al., 2022), a infec¢do por
virus Epstein Barr (VEB) (Schache et al., 2016) e o papilomavirus sdo fatores de risco
associados aos diferentes tipos de cancer de cabeca e pescogo (CCP) (Mehanna et al.,
2016), sendo frequentemente diagnosticados em estagios avangados podendo
comprometer o tratamento ¢ o prognostico (Creaney et al., 2022). A abordagem de
tratamento unica ou conjunta através de cirurgia, radioterapia e quimioterapia sio
comumente utilizados para CPP, objetivando o aumentar da sobrevida e a qualidade de
vida do paciente (Parmar et al., 2021; Worthington et al., 2023).

As terapias antineoplasicas realizadas por quimioterapia e radioterapia associadas
ou nao, possuem agao citotoxica para células com alta atividade mitotica, sendo ndo
limitante as células tumorais (Villa e Sonis, 2015; Lalla et al., 2008; Pulito et al., 2020).
Como consequéncia atinge células saudaveis com alta divisdo celular, como a mucosa
epitelial oral que sdo comprometidas por alteracdo na taxa de renovacdo celular do
epitélio e uma resposta inflamatoria ocasionada pela citotoxicidade, gerando efeitos
adversos dolorosos como a mucosite orofaringea (Villa e Sonis, 2015; Pulito et al., 2020).

A mucosite orofaringea ¢ uma condicdo comum debilitante do efeito citotdxico
causado pelo tratamento oncoldgico que ocasiona eritemas, lesdes erosivas e ulcerativas
na regido da mucosa oral (Keefe et al., 2007; Sonis et al., 2010; Treister e Sonis, 2007)
que podem se manifestar apds 5-14 dias da administragdo de quimioterdpico, com
persisténcia por dias a semanas (Brown et al., 2020) e durante o manejo da radioterapia,
podendo ocorrer na terceira semana do tratamento, com duracgdo entre 7 a 98 dias (Maria
et al.,, 2017). Estudos epidemiologicos destacam uma incidéncia de 20 a 80% dos
pacientes em tratamentos por quimioterapia e até 100% dos tratados por radioterapia
associado ou ndo a quimioterapia, na regido de cabeca e pescoco (Kashiwazaki et a., 2012;
Lalla et al., 2014b; Panahi et al., 2010; Rubenstein et al., 2004). Além disso, sua
ocorréncia pode variar em diferentes graus de severidade de leve a grave (Sonis et al.,
2004).

A etiopatologia da mucosite oral € um evento multifatorial que se inicia com o
dano direto ou nao ao DNA da célula, causado pelos radicais livres da terapia que
sinalizam a ativacdo de enzimas e fatores de transcri¢do que estimulam a producdo de
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a (Fatores de necrose tumoral — alpha) e
interleucinas (IL-1B e IL-6) que resultam em dano tecidual na mucosa e epitélio oral.
Consequentemente, a inflamagao e os danos gerados ocasionam a tlcera que € colonizada
pela microbiota bucal residente que amplifica a produgdo de citocinas pro-inflamatorias.



O estagio final ocorre com reparo resultante da migragdo, proliferacao e diferenciagao
celular do epitélio (Georgiou et al., 2012; Yoshino et al., 2013; Peterson et al., 2015).

A ocorréncia da mucosite oral ¢ uma complicacdo preocupante por reduzir a
qualidade de vida e o prognostico do paciente por estar diretamente associada a variados
sinais e sintomas (Lalla et al., 2014a; Pereira et al., 2019; Riley et al., 2016; Ruiz-Pérez
et al., 2016; De Sanctis et al., 2019), além de aumentar os custos com os cuidados ao
individuo (Pulito et al., 2020). Sua ocorréncia pode ocasionar desconforto, dor,
comprometimento das fungdes orais como fala, mastigacao, degluticao, gustacdo, com
consequente perda de peso aliada a incapacidade alimentar, assim como dificultar a
higienizacao oral, aumentando o risco de infeccdo em pacientes imunocomprometidos/
imunossuprimidos pelo aparecimento de lesdes, além de ocasionar interrup¢ao do
tratamentos, e aumento do tempo de hospitalizacdo, que podem gerar altos impactos
econdmicos (Lalla et al., 2014; Pereira et al., 2019; Peterson et al., 2015; Riley et al.,
2016; Ruiz-Pérez et al., 2016; De Sanctis et al., 2019). O efeito desse quadro clinico reduz
significativamente a aderéncia dos pacientes ao tratamento antineopldsico, impactando
na sobrevida do individuo (Riley et al., 2016). Cerca de 90% dos individuos apontam
dificuldade ao ingerir agua e alimentos, 85% perdem peso pela dificuldade durante a
alimentacdo e até 1/3 dos individuos mencionam a dificuldade na fala (Riley et al., 2016;
Yoshino et al., 2013).

Apesar da gravidade, frequéncia e consequéncias relacionadas a mucosite oral, a
falta de cuidados efetivos tem sido considerada um fator de frustragdo para os pacientes
(Villa e Sonis, 2015), devido a falta de um protocolo de consenso para a profilaxia e
tratamento para mucosite oral (Moslemi et al., 2016). Os procedimentos avaliados
buscam oferecer o alivio dos sintomas, controlar a ocorréncia de infegdes e atuar na
aceleragdo do reparo tecidual (Curral et al., 2018).

A terapia de fotobiomodulacao (TFBM) também conhecida com o termo terapia
a laser de baixa intensidade (TLBI), tem sido empregada em estudos clinicos
conjuntamente com tratamentos antimicrobianos fotossensibilizadores ou isoladamente e
tem demonstrado agdo positiva na prevengdo e tratamento da mucosite oral (Daugélaité
et al., 2019; Pires et al., 2020). Sua utilizagdo nos cuidados de mucosite oral tem
demonstrado acdo segura, com beneficios nas fases de inflamagdo, proliferagdo e
maturacao de cicatrizagdo de feridas (Silva et al., 2015), assim como beneficio no alivio
da dor (Anders et al., 2015) . Na atualizacdo de 2020, das Diretrizes da Associagao
Multinacional de cuidados de Suporte em Cancer e da Sociedade Internacional de
Oncologia Oral (Multinational Association of Supportive Care in Cancer e da
International Society of Oral Oncology -MASCC/ISOO), na pratica clinica de mucosite,
a terapia de fotobiomodulac¢do passou de sugestdo para recomendagdo na prevencgdo de
mucosite oral devido a sua eficicia e seguranga crescentemente comprovadas (Elad et al.,
2020).

A técnica de contato da TFBM proporciona uma irradiagdo que reduz a reflexdo e
aumenta a penetracao, facilitando a interacao com o tecido alvo (Mendez et al., 2004).
Contudo, o tipo e a espessura do tecido podem influenciar na atenuacao do laser (Barbosa
etal., 2020). Além disso, o comprimento de onda pode influenciar na penetragao do tecido
alvo. Valores na faixa de 390 — 600 nm sdo indicados para tratar tecidos superficiais,



enquanto para tecidos mais profundos, os comprimentos de onda mais longos, na faixa de
600 — 1100 nm podem ser utilizados (Avci et al., 2013), sendo este o limite recomendado
na diretriz de préatica clinica para protocolos de terapia de fotobiomodulagio de prevencao
de mucosite oral. Entretanto, ndo ha um consenso para um protocolo fixo na prevencao e
tratamento da mucosite oral, pois dentre os protocolos preventivos especificos, diferentes
parametros sdo sugeridos.

O mecanismo de acdo da TFBM tem sido associado a absorcao de luz vermelha
por cromoforos mitrocondriais pelo citocromo C oxidase (CCO) na cadeia respiratoria da
mitocondria e fotoaceptores presentes na membrana plasmatica de células. Essa interacao
ativa uma cascata de eventos moleculares que geram processos bioestimuladores que
sinalizam vias intracelulares e alteram fatores de transcri¢gdes de proliferagdo, reparo
tecidual e regeneragdo celular (Avci et al., 2013). Estudo realizados no tratamento para
mucosite oral demonstram agdes positivas na proliferacao de fibroblastos, na produgao e
organizacdo de coladgenos (Lopes et al., 2010), reducdo de citocinas TNF-a e IL-1B
(Gavish et al., 2006; Simunovic et al., 2010), infiltrado inflamatério ¢ aumento na
angiogénese (Franca et al., 2009).

Zanin e colaboradores (2010) investigaram o uso do laser diodo de aluminio-galio
(660 nm e 30 mW) em mucosite oral em pacientes sobre tratamento por radioterapia em
aplicacdo pré e pos terapia antineoplésica e observaram melhora na qualidade de vida.
Lopes e colaboradores em mesmo comprimento de onda observaram melhora na
severidade da mucosite, assim como ac¢ao anti-inflamatoria com reducao no infiltrado
neutrofilico, promog¢ado do colageno e reparo tecidual. Estudo in vivo de mucosite oral na
mucosa jugal de hamster com terapia laser no comprimento de 660 nm apresentou
melhores resultados na aplicacdo individual em relacdo a a¢do concomitante com laser
infravermelho. No estudo foi observada a reducgao na severidade da mucosite, cicatrizagao
acelerada, reducdo de niveis de TNF-a e aumento na concentracdo de hidroxiprolina
(Cotomacio et al., 2023). Os niveis elevados e prolongados de IL-1 e TNF-a demonstram
a ocorréncia de inflamagao duradoura. (Braun et al., 2002). A presenca de aminoacidos
como a hidroxiprolina presente na molécula de colageno ¢ um importante estabilizador
das fibras colagenas e biomarcador de ma cicatrizagao de feridas (Srivastava et al., 2016).

Com relagao ao efeito antimicrobiano da TFBM, a ineficacia do efeito bactericida,
principalmente entre a faixa de luz de 660 nm ou 808 nm quando irradiado por mais de 2
min (Andraus et al., 2015). Além disso, o efeito bioestimulador no crescimento de
bactérias foi observado (Jadah et al.,, 2022). Alternativamente, o uso de solugdes
fotosensiblizadoras tem sido empregado conjuntamente a irradiagdo do laser para agir
como um catalisador na produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) causando
efeitos antimicrobianos capaz de causar apoptose, através da desnaturacao de proteinas e
minerais presentes na membrana celular e citoplasma (Luksiene et al., 2003).

O plasma de baixa temperatura sob pressao atmosférica (Low-Temperature
Atmospheric Pressure Plasma — LTAPP) ¢ considerado o quarto estado da matéria, sua
composicdo consiste basicamente em gas ionizado, de elétrons e de particulas neutras
provenientes de atomos e/ou moléculas componentes do gas utilizado na sua produgdo
que sdo gerados apos a aplicagdo conjunta de pulsos elétricos no gas (Reema et al., 2022).
Diferentes gases, como argdnio, hélio, ar e nitrogénio, podem ser usados para a sua



producao. A interagdo do gas plasmatico com ar ¢ capaz de gerar diferentes espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (Reactive Oxygen and Nitrogen Species - RONS)
(Reema et al., 2022), além de nao gerarem residuos toxicos (Reema et al., 2022).

O LTAPP tem apresentado efeito promissor em aplicagdes biomédicas no reparo
de feridas e inativa¢des microbiana (Dubey et al., 2022; von Woedtke et al., 2019), devido
aos seus efeitos anti-inflamatorio, antimicrobiano e reparador tecidual. No caso de
feridas, as RONS geradas pelo plasma tém sido apontadas por terem agdo anti-
inflamatoéria, na angiogénese e na formagao de fatores de crescimento, importantes para
regular a reepitelizagdo e contracdo de ferida, enquanto o efeito antimicrobiano tem
demonstrado a¢dao sobre a membrana celular microbiana, rompendo a estrutura com
consequente extravasamento dos componentes internos e também danos aos DNA (Dubey
et al., 2022).

Em estudo in vivo em animais ¢ humanos a eficacia na estimulagdo do reparo
tecidual foi observado em feridas cronicas (von Woedtke et al., 2019). Modelo murino
em ferida de queimadura infectada demonstrou que o plasma levou a redugao as citocinas
teciduais pro-inflamatérias TNF-a e 1L-6, além de promover coldgeno nas feridas sem
infec¢do e inducdo de macrofagos anti-inflamatdrios (Dang et al., 2021). Estudo realizado
por Amini e colaboradores (2020) em ferida cronica demonstrou a redugdo nos niveis de
citocinas inflamatorias e fatores de crescimento inflamatorios (IL-1, IL-8, TGF-B, TNF-
a ¢ INF-y), assim como na diminui¢do da carga microbiana, ap6s a aplicagdo do plasma,
acelerando o processo de cicatriza¢dao. Alteragdes da carga microbiana durante o curso da
lesdo de mucosite oral pode impactar diretamente na progressao, na profundidade, na
duracdo da ulcera (Bruno et al., 2023) e no risco de infec¢des sistémicas (Katagiri et al.,
2018; Sampaio et al., 2024).

A atividade antimicrobiana promissora do LTAPP tem sido relatada frente a uma
ampla variedade de micro-organismos, incluindo os patégenos multirresistentes (von
Woedtke et al., 2019) e relacionados a infecgdes sistémicas por mucosite oral (Katagiri et
al. 2018; Borges et al., 2018). Estudo recente aponta acdo benéfica do LTAPP na
prevengdo de infeccdo fingica sist€émica, em tratamento de mucosite oral induzida por
quimioterapia associada a candidose (Sampaio et al., 2024)

Considerando que a terapia de fotobiomodulagao fornece analgesia e o plasma de
baixa temperatura sob pressdo atmosférico tem um efeito antimicrobiano, e ambos
possuem modulacao do processo anti-inflamatdrio, o presente estudo tem como objetivo
avaliar o efeito associativo dessas terapias no tratamento de mucosite oral induzida por
quimioterapia em modelo in vivo.



PROPOSICAO

O objetivo geral deste projeto ¢ contribuir para a prospeccdo de uma terapéutica
inovadora, avaliando o efeito associativo do plasma de baixa temperatura sob pressao
atmosférica e a terapia de fotobiomodulag¢do no tratamento de lesdes de mucosite oral
induzida por quimioterapia em modelo murino. Norteando o objetivo geral,
estabelecemos os seguintes objetivos especificos:

a) Avaliar a acdo associativa entre o plasma de baixa temperatura sob pressao atmosférica
e a terapia fotobiomuduladora no tratamento de lesdes de mucosite oral induzida por
quimioterapia;

b) Investigar o estado pré e pos lesdo, e pds terapéutica, para monitorar o estado de
preservagao, dano ou recuperagao do tecido;

c) Classificar o grau de severidade das lesdes de mucosite oral induzida por
quimioterapia;

d) Examinar a proliferacdo celular e vascular as lesdes de mucosite oral induzidas por
quimioterapia;

e) Analisar a estrutura tecidual das regides de lesdes dos grupos de estudo;

f) Investigar a expressao de citocinas nos tecidos das lesdes de mucosite oral dos grupos
de estudo;

g) Dosar os niveis de colagenos das lesdes da regido de mucosite oral induzida por
quimioterapia.



MATERIAIS E METODOS

Aspectos éticos

O presente projeto sera encaminhado para o Comité de ética em experimentacao
animal local para avaliacao e aprovacao.

Jato de plasma de baixa temperatura sob pressio atmosférica

No presente estudo sera utilizado o equipamento de plasma de baixa temperatura
sob pressao atmosférica (Figura 1), desenvolvido no Brasil, e descrito em Nascimento et
al., 2023. O plasma de baixa temperatura sera gerado dentro de um cilindro composto por
um eletrodo de alta frequéncia com fonte de voltagem pulsada, contendo um circuito
elétrico bivolt. O gas hélio (He) de vazao de 2 L/min regulado por controlador digital sera
utilizado. A temperatura do jato de plasma estara sempre abaixo de 40 °C.

Figura 1: Esquema do aparato para a geracao do plasma de baixa temperatura sob pressao
atmosférica.
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Fotobiomodulador - Laser

O tratamento com a terapia fotobiomoduladora sera realizado com o equipamento
comercial de laser vermelho de baixa intensidade do tipo diodo de Arseneto de Galio-
Aluminio (AsGaAl; TWIN Laser - MM optics), com comprimento de onda de 660 nm,
poténcia de 20 mW/cm? e dosagem de 5J/cm?.

Efeito da associacao entre o jato de plasma de baixa temperatura sob pressao
atmosférica e a terapia fotobiomuladora na avaliacao in vitro




Citotoxicidade: A avaliagdo da citotoxicidade de células de mamiferos sera
realizada. Queratinocitos orais de humanos (NOK) e fibroblastos (3T3) serdo avaliados
previamente ao ensaio animal. As células serdo cultivadas em meio Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) suplementado com antibidtico, com incubacdo a 37 °C, em
estufa com 5% de CO> . Posteriormente, as células serdo semeadas em placa de 96 pocos,
na concentra¢do de 8 x 10° cel/ml e incubadas por 24 h em estufa. Posteriormente, as
células serdo expostas ao tratamento conjunto de plasma de baixa temperatura, por 5 min
e laser vermelho, por 10 seg, conforme metodologia previamente avaliada por Borges et
al., 2018 e Lima, 2011. Apds, as placas serdo incubadas por 24 horas a 37 °C. A andlise
de viabilidade celular por ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di- fenil brometo de
tetrazolina) serd realizada e a densidade Optica serd avaliada por espectrofotometria a 570
nm. Grupo controle ndo tratado serd utilizado para normalizacdo dos dados (=100% de
viabilidade). O limiar de toxicidade de 70% sera baseado na ISO 10993-5.

Efeito da associacao entre o plasma de baixa temperatura sob pressio atmosférica e
a terapia fotobiomoduladora no tratamento de mucosite oral

O protocolo experimental para indu¢do de mucosite oral, apds aprovagao do
Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA), ser4 aplicado conforme a metodologia
realizada por Lima et al., 2015.

Delineamento _experimental: Para o ensaio serdo utilizados 108 ratos (Rathus
norvegicus) machos, com idade entre 90 a 10 dias. Os animais serdo mantidos em
condi¢des usuais de biotério em racks ventilados, com controle de temperatura (20-22
°C), ciclo de luz claro/ escuro (12 h/ cada) e alimentagdo com ragao padrao moida e agua
a vontade. Previamente ao ensaio, os animais receberdo polivitaminico (via oral; 2mL/ L
em agua) por 15 dias e vermifugo (albendazol, via oral; 1,5 mL) em dose unica, para
fortalecimento. Os animais serdo divididos randomicamente em quatro grupos
experimentais (n= 9 /grupo) conforme organograma da figura 2, contendo grupo controle
(sem tratamento) e grupos tratado com terapia de LTAPP e terapia fotobiomoduladora e
associagdo das terapias. A analise dos periodos das lesdes sera realizada nos dias 10, 14 e
18 dias apos os tratamentos (Figura 2).

Figura 2: Organograma dos tratamentos de mucosite oral e periodos de analise.
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A mucosite oral serd induzida por quimioterapico 5-fluoruracila (5-FU), por via
intramuscular, administrada em 3 doses intercaladas na concentragdo de 30 mg/kg/dia.
Posteriormente, inducdo da tlcera de mucosite oral sera realizada na regido do fornice
vestibular proximo aos incisivos inferiores, com auxilio de filtro de papel esterilizado na
dimensdo de 9 mm? embebido em 10 pL de solucdo de acido acético glacial (C;H3COOH)
a 50%, preparado em agua deionizada estéril (Figura 3), para delimitacdo da area de
estudo. A aplicacdo sera realizada por 60 seg, seguido de lavagem com swab umedecido
com solugdo salina estéril.

Figura 3: Linha do tempo do ensaio de mucosite oral.
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Acompanhamento dos animais durante o experimento: A regido do fornice vestibular
sera observada apds 3 dias do procedimento de inducdo da tlcera para o diagnostico de
desenvolvimento da mucosite oral. A lesdo serd monitorada e fotografada para avaliacao
da evolucdo da lesdo e avaliacio do grau de severidade da mucosite, conforme
metodologia empregada por Sonis et al., 2004. A analise clinica da gravidade da mucosite
sera avaliada variando em normal (sem anormalidades na mucosa), leve, moderado e
severo. A avaliagdo sera realizada por um avaliador cego calibrado. O grau de mucosite
sera determinado pelo valor médio das classificagdes das mucosas. O peso dos animais
serd monitorado em dias intercalados durante o experimento para avaliar a satde global
dos animais e o peso corporal médio relativo em gramas serd determinado conforme
metodologia empregada por Zhang et al., 2013.

Tratamento: A terapia individual e conjunta com plasma de baixa temperatura e
fotobiomoduladora serd aplicada ap6s 24 horas e 48 horas (2 dias de tratamento) do
processo de indugdo da lesdo na mucosa. O tratamento serd realizado diretamente em
ponto central do local de indugdo da mucosite oral, perpendicular ao tecido lesionado.
Para o tratamento os animais serdo anestesiados, antes dos procedimentos, com
associacdo de xilazina (10 mg/kg) e ketamina (95 mg/kg). A terapia individual com
plasma de baixa temperatura seré aplicada pelo periodo de 5 min (na distancia de 1,5 cm),
conforme protocolo nao citotoxico estabelecido por Borges et al., 2018 e Oliveira et al.,
2021. A terapia individual fotobiomoduladora sera aplicada durante 10 seg (no modo de
contato), conforme metodologia realizada por Lima, 2011 em tratamento de mucosite
oral. O tratamento conjunto sera realizado com a aplicagdo inicial de plasma de baixa
temperatura (5 min) seguido de laser (10 seg).

Separacio da amostra tecidual e periodos de analise: Apds 10, 14 e 18 dias dos
tratamentos, os grupos dos animais (n = 9/cada) serdo anestesiados por dose excessiva de




anestésico. Os tecidos da area de mucosite e regido adjacente serdo removidos, os
espécimes divididos em corte sagital e separado para as andlises abaixo.

Procedimentos de analise: Oito espécimes do quadrante esquerdo (QE) serdao destinados
a analise histologica e imuno-histoquimica e oitos espécimes do quadrante direito (QD)
serdo destinados para analise bioquimica, dos tecidos tratados e nao tratados do férnice
vestibular.

Analise histoldgica ¢ imuno-histoquimica: Os tecidos removidos do QE serdo
fixados em paraformaldeido 4% e de desidratados em alcool 70%, por 24 horas. Os
espécimes serdo processados em xilol e incluidos em Paraplast, seguido de cortes na
espessura de 5 um colocadas sobre laminas de vidro. Trés laminas serdo coradas com
hematoxilina-eosina (HE) para avaliacdo do infiltrado inflamatorio. A analise descritiva
das estruturas teciduais, presenca, tipo ¢ intensidade da inflamagdo sera realizada. Para
quantificagdo das fibras de colageno, trés laminas serdo coradas por Picrossirius red. O
percentual das fibras de coldgeno serd determinado e os cortes fotografados e
digitalizados. A area de colageno, determinada por coloragdo avermelhada, sera
selecionada no programa AdobePhotoshop (Adobe Systems Incoporated, versao 7.0.1),
seguido de binariza¢do da imagem no programa ImagelJ, versdo 1.31p e a porcentagem
da érea calculada.

Para analise imuno-histoquimica, cortes de espessura de 3 pum serdo posicionados
sobre laminas de vidro silanizadas. Trés laminas serdo utilizadas para identificar e
quantificar a expressdo dos marcadores de microvasos através do Fator VIII. Anticorpos
primarios para Fator VIII serd aplicado através do método da estreptavidina-biotina.

Anélise bioquimica: Os tecidos removidos do QD serdo imediatamente
congelados em freezer -80 °C até a andlise bioquimica de ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay). Posteriormente, a extragdo da proteina sera realizada, através da
homogeneizagdo do tecido da mucosa em 1 ml de tampao fosfato de potassio 20 mM (pH
7,2), centrifugada por 1600 g, por 10 min a 4 °C, seguido de coleta do sobrenadante. O
material coletado sera utilizado para avaliar as concentragdes de fator de necrose tumoral-
alpha (TNF-a), interleucina-1B (IL-1B) e hidroxiprolina. Kits ELISA especificos (Kit
Elisa Quantikine, R&D systems), serdo utilizados para avaliagdes, seguindo as instrucdes
do fabricante. As concentra¢des de proteina serdo determinadas com base na quantidade
total de proteina presente em cada amostra avaliada pelo kit QuantiPro (Sigma). A
quantificagdo sera realizada através de leituras em espectrofotdometro e absorbancia
especifica recomendada pelo fabricante.
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