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EFEITOS DO LASER EM BAIXA INTENSIDADE EM RATOS WISTAR COM
HIPOTIREOIDISMO INDUZIDO PELO PROPILTIOURACIL.

ANA CLAUDIA SOLDA

RESUMO

A cavidade oral € a Unica area que reflete as injarias do organismo. Seus
tecidos revelam os déficits nutricionais, os disturbios internos e as
manifestacfes de origem enddcrina, através de sinais e sintomas. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos do laser em baixa intensidade em ratos
wistar induzidos ao hipotireoidismo, simulando o grau maximo exposicdao do
laser na glandula hipofuncionante. Foram utilizadas trinta e nove ratas divididas
em 3 grupos: grupo 1, como controle, formado por 18 animais, grupo 2, para
irradiar a glandula com o laser, formado por 18 animais e o grupo 3, formado
por 3 animais sem inducdo da doenca, para o controle dos niveis hormonais.
Foi utilizado propiltiouracil, 0.1%, via intraperitoneal, por 19 dias. O exame que
avalia 0 soro nos grupos 1 e 2 revelou um valor baixo de T3 e T4 em relacéo
ao teste feito no grupo 3, confirmando a presenca da doenca. Nos grupos
irradiados, o laser utilizado foi em baixa intensidade, emisséo infravermelha,
780nm de comprimento de onda, poténcia de 30mW, fluéncia de 4J/cm?
energia de 0,12J por ponto e area do feixe de 0.031cm? Foram realizadas no
trés irradiagbes, cada uma com intervalo de 24 horas. A regidao da glandula
tiredide foi delimitada em uma area de 1cm? A irradiacdo laser foi feita sobre
esta area de forma pontual, 4 segundos por ponto, nhum total de 33 pontos.
Foram realizadas coletas de sangue 24, 48 e 72 horas ap0s as irradiacoes O
laser em baixa intensidade utilizado nessas condi¢des na glandula tiredide, ndo
foi suficiente para reverter o hipotireoidismo.



EFFECTS OS LOW INTENSITY LASER THERAPY IN WISTAR RATS WITH
HYPOTHYROIDISM INDUCED BY PROPYLTHIOURACIL.

ANA CLAUDIA SOLDA

ABSTRACT

The oral cavity is the only area that intensively reflects the organism injuries. Its
tissues show the nutritional deficits, inner disturbs and the endocrine origin
manifestations, through signals and symptoms.The aim of this study was to
evaluate the lasertherapy effects on thyreoidean gland tissue wistar rats
induced to hypothyroidism by propylthiouracil, simulating the maximum laser
exposure levels on the depressed gland. Thirty nine female rats were used and
divided into 3 groups: group 1, the control group, composed of 18 animals,
group 2, the laser group, composed of 18 animals and the group 3, composed
of 3 healthy animals, to control the hormone levels. For both groups, the
propylthiouracil 0,1% was adminstrated intraperitoneally, for 19 days in a
sequence. The sorus test outcomes for groups 1 and 2 revealed a T3 and T4
value lower than group 3, corroborating the disease’s settlement. In both
experimental groups, the low intensity laser was applied with infrared emission,
at wavelength of 780nm, power of 30mW, fluence equal to 4J/cm? energy
equal to 0,12 J per point and spot size area equal to 0.031 cm? It was utilized
three irradiations, each one with a 24 hours gap. The thyroid gland region was
demarcated with 1 cm? and the area was punctually irradiated during 4
seconds per point totalizing 33 points. Drawing blood procedures were
performed at 24, 48 and 72 hours always after irradiations. The low intensity
laser applied in these conditions was not enough to revert the hypothyroidism.
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1- INTRODUCAO

O cirurgido-dentista defronta-se, na clinica diaria, com as mais diversas
doencas, sendo umas como causa primaria das afec¢des dentarias, e outras,
com causa secundaria decorrentes de estados patologicos a distancia, pois a
cavidade oral € a Unica area que reflete, seja de forma precoce ou tardia, as
injurias advindas de outras partes do organismo™.

Cabe ao profissional ter em mente esta situacdo, para poder discernir
entre uma e outra, encaminhando o paciente ao profissional adequado. Tudo
isso, no intuito de prover ao paciente um tratamento completo, bilateral e
eficaz.

A palavra hormdnio vem do grego hormo? que s&o substancias circulantes
que agem a distancia, porém, quando sdo produzidos numa quantidade
diferente da normalidade, podem provocar alteracfes em todo o organismo.

Na odontologia, as alteracdes endocrinas podem afetar os dentes, a
mucosa, bem como a parte 6ssea bucal, porém, a forma com que estas
alteracdes ocorrem ainda ndo sao totalmente conhecidas.

O uso da laserterapia correlaciona a odontologia com a medicina, quando

a estrutura atingida é comum a essas duas areas, neste caso, a glandula
tiredide.

O hipotireoidismo caracteriza-se pela diminuicdo dos horménios T3 e T4,
por ela produzidos®. Portanto, o laser, analisado sob estes dois prismas,
poderd ser empregado tanto pelo cirurgido-dentista (no cavum oral), nas
patologias decorrentes desta estrutura glandular, quanto pelo endocrinologista
(in loco), na biomodulacdo da mesma, principalmente no estagio subclinico da
doenca, quando os niveis hormonais estdo diminuidos e a doenca ainda ndo
se manifestou”.

Um dos fatores que geram controvérsias sobre o uso do laser se explica
pela dificuldade em se estabelecer parametros de uso na area da saude,
devido ao desconhecimento exato de acdo desta fonte luminosa nos tecidos
biolégicos que envolvem a otimizacdo de uma série de no¢des basicas, como
comprimento de onda, fluéncia, taxa de fluéncia, tempo de exposi¢do, numero
de tratamentos, entre outros. Além disso, a luz quando interage com o tecido
biolégico pode ser absorvida, transmitida, absorvida e espalhada®.
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A terapéutica odontolégica convencional preconiza o uso de medicamentos
sistémicos, nas mais variadas formas de administracdo, bem como sua
associacao com terapia localizada na reparacédo dos tecidos bucais.

Na literatura especializada, € possivel encontrar estudos favoraveis ao
uso do laser como mais uma opcdo de tratamento, enquanto outros
guestionam sua validade.

Dentre os varios estudos favoraveis a terapia com luz, encontra-se um
estudo realizado em 1991, que relata a efetividade do laser em baixa
intensidade em uma série de situacgdes clinicas.

Segundo suas pesquisas, a absorcdo da radiacdo infravermelha pode
induzir a rotacdo molecular, ou seja, na rotacdo da molécula sobre o seu eixo,
e com vibracdo molecular, no entanto, ndo podem ser esperadas mudancas
quimicas nas moléculas envolvidas neste comprimento de onda, apesar da
velocidade das reacdes bioquimicas poder ser acelerada devido a producéo de
calor. As respostas fotobiolégicas sdo resultados de alteracdes fotofisicas ou
fotoquimicas produzidas pela radiacéo eletromagnética néo ionizante °.

Ao se fazer fototerapia, existe a possibilidade de que estruturas vizinhas
ao sitio irradiado possam responder ao estimulo luminoso, como por exemplo,
a glandula tiredide.

Portanto, com este estudo, estariamos reproduzindo o grau maximo de
exposicao do laser sobre a glandula hipofuncionante como radiacdo espalhada,
irradiando o laser diretamente sobre ela, ou seja, simulando o quanto esta
estrutura glandular (deprimida pelo medicamento propiltiouracil) podera ser
sensivel ao feixe laser, durante um tratamento odontoldgico.
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2-OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo geral, avaliar os efeitos do laser com
emissao infravermelha em A= 780nm em ratos da linhagem wistar, induzidos ao
hipotireoidismo pelo propiltiouracil (PTU), e, como objetivo especifico, avaliar
0s niveis de T3 e T4.
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3- REVISAO DE LITERATURA

3.1 Glandula tireéide

O conhecimento da glandula tireéide é tdo antigo quanto a histéria da
medicina. A tiredide, a pineal e a hipdéfise foram descritas por Galeno por volta
do ano 131. Em suas pesquisas, ele relatava que a tiredide lubrificava a laringe
para eliminar os venenos do corpo.

As doencas tireoideanas foram encontradas num livro religioso hindu,
chamado “ATHARVA VEDA”, por volta de 1500 a C., e também no
‘“AYURVEDA SUSHRUTA”, por volta de 1400 antes da nossa era.

Os médicos chineses tratavam esta doenga com esponjas e algas marinhas
por serem ricas em iodo’ 2.

No século XVII, os médicos ingleses, membros do Colégio Real, deixando-
se levar pelas propagandas de cunho nada cientifico da época, prescreviam
extratos de glandulas, empiricamente capazes de curar o grande numero de
transtornos.

Na regido dos Alpes, as pessoas acreditavam que, ao beberem a 4gua da
neve, poderiam contrair bocio. O préprio Michelangelo teria sido vitima deste
“‘mal”, e enquanto trabalhava na Capela Sixtina, criando o Juizo Final e
Episodios da Criacéo, escreveu: "Saiu-me um bdécio enquanto vivi neste antro,
como conseqiiéncia das aguas estagnadas da Lombardia™.

Claude Bernard, fisiologista francés, considerado pai da Endocrinologia,
além de criar o conceito de equilibrio interno (homeostase), usou o termo
“secrecdo” enquanto pesquisava os tecidos glandulares'®. Ernest Henry
Starling, fisiologista inglés, introduziu pela primeira vez o termo “horménio”
numa conferéncia em 1905

Com os avancos da medicina, hoje se sabe que a glandula tire6ide € uma
estrutura enddcrina, localizada no pescoco, anteriormente a traquéia, acima da
incisura supra-esternal, abaixo da cartilagem cricéide. Tem forma de um H,
com dois lobos interligados por um istmo central, sua inervagéo é feita pelo
vago e pelo simpatico cervical, estando em intima relacdo com as quatro
paratiredides, situadas latero-posteriormente, as vezes, sob a capsula da
tiredide, incrustradas no seu parénquima. Com trajeto variavel junto a parede
posterior da glandula, correm os nervos laringeos, ramos do nervo vago.
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Deriva de células endodérmicas do assoalho da faringe, contendo multiplos
foliculos, cobertos por células cuboidais e capilares sanguineos. Nestas, se
observa um espaco, contendo uma substancia coloidal, chamada
tireoglobulina, que serve como armazenadora de hormonios, onde também se
encontra um aminoacido chamado tirosina®?.

A glandula tiredide € regulada por um hormdnio chamado TRH (Thyroid
Releasing Hormone), produzido em quatro nucleos do hipotalamo: nucleo
arcuato, nucleo paraventricular, nacleo dorsal medial e a eminéncia média,
sendo produzido nos trés primeiros e armazenado no Gltimo™2.

Assim, ao ser liberado na corrente sanguinea, chega a porcao anterior da
hipofise, chamada adenohipéfise, onde ele vai estimular a liberacdo de outro
horménio, o TSH (thyroid stimulating Hormone). Este participa do processo de
incorporacdo do iodo, proveniente da dieta alimentar, ao aminoacido tirosina.
Esse processo é chamado organificacdo do iodo e sé acontece na presenca de
uma enzima chamada peroxidase. Desta ligacdo, formam-se duas moléculas: a
moniiodotirosina e a diiodotirosina. Quando duas moléculas de diiodotirosina se
fundem, forma-se o hormonio tetraiodotironia ou T4 (tiroxina), e, quando uma
molécula de monoidotirosina se une a uma molécula de diiodotirosina, forma-se
o horménio triiodotironina ou T3, (FIGURA 1).

\ A
] e 0 =
_. J;;@/.:[_ @,;];«
It"jz .rﬁojit
i H-C-H H-C-H
Hooc—G~NH2 HooC—G~NH2
- -
Tiroxina Triiodotironina
(T4) (T3)

FIGURA 1. Estrutura molecular dos hormonios de T3 e T4%°
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A maior producdo hormonal pela glandula tiredide é o T4, que atinge a
maior concentracao no plasma, o T3 atinge uma concentracdo menor. Cerca
de 40% do T3 é produzido pelo T4. Isto se da na presenca de uma enzima
chamada desalogenase, retirando uma molécula de iodo do T4, dando lugar ao
T3. Essa transformacdo acontece quando o sangue passa pelo figado, pelos
rins e na interacdo com os leucécitos. Ambos sdo considerados bioativos™®,

O hormoénio livre é aquele que pode ser rapidamente utilizado pelos
tecidos, enquanto que ligado a proteina, fica sob a forma de depdésito e, quando
liberado podera se ligar aos receptores intracelulares (nucleo). Esses
horménios tém receptores especificos, porém a afinidade celular € maior pelo
T3 (Kt3>k 14), entretanto, o T4 controla por feedback negativo a producao de
TRHY.

Suas principais funcbes sdo: agem no controle e manutencdo da
temperatura corporal, na renovacdo de quase todas as células do organismo,
no metabolismo de proteinas, lipideos e vitaminas, consumo de oxigénio,
maturacdo do sistema nervoso central e autbnomo, sistema esquelético,
sistema cérdio-respiratério, pele, elementos sanguineos e potencializa a agao
de outros horménios™®.

Em um paciente higido, quando o TSH aumenta, os horménios T3 e T4
também aumentam. No hipertireoidismo isto ndo acontece, o TSH fica
diminuido, e os horménios T3 e T4, aumentados. Em alguns pacientes,
observa-se a presenca de um anticorpo, armazenado na glandula, chamado
LATS (Long Acting Thyroid Stimulating), que compete com o TSH, inibindo-o, e
ao mesmo tempo aumentando aceleradamente a quantidade dos horménios T3
e T4, aumentando também o tamanho da glandula (bécio). O paciente
apresenta nervosismo, irritabilidade, tremores, pouca resisténcia a ambientes
quentes, pele vermelha, Umida e quente, bdcio, mixedema, diarréia e
exoftalmia.

Na cavidade oral as alteracdes observadas séo: erupcao dentaria
precoce, reabsorcao éssea alveolar com molares frouxos, desmineralizacéo
0ssea, polpa edematosa e odontoblastos e dentina irregulares.

No hipotireoidismo ocorre uma situacao inversa, o TSH fica aumentado e
0os horménios T3 e T4, diminuidos, podendo ser causado por atrofia ou perda
tecidual, defeito de sintese de hormonio tireoideano (0 que causa um aumento
de TSH com formacgédo de bdcio), hipopituitarismo, atrofia idiopatica, tireoidite
de Hashimoto, disgenesias teciduais, caréncia de iodo (cretinismo), falta de
resposta periférica ao hormoénio da tiredide. O paciente apresenta fraqueza
muscular, reflexos lentos, ganho de peso, hipotensao, bradicardia, constipacéo
intestinal, fala lenta e pele fria, grossa e aspera.
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Na cavidade oral as alteracdes observadas sdo: arco dentario pequeno
com coroas normais, mandibula pouco desenvolvida, mordida aberta, retardo
na erupcao dentaria, troca de dentes deciduos protraida, crescimento radicular
lento, canais pulpares amplos, hipoplasias de céndilo, esmalte e dentina®.
Cerca de 40% de pacientes portadores da Sindrome de Down apresentam
hipotireoidismo®. Na periodontia, por exemplo, um quadro de periodontite é
potencializado pelo hipotireoidismo®:. Na estomatologia, o hipotireoidismo pode
provocar ulceragdes linguais e também candidose, degeneracdo muco-cutanea
que ocorre na boca®.
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3.2- Inducéo ao hipotireoidismo pelo propiltiouracil

O 6-propil 2-tiouracil (SIGMA), é um derivado tioamidico considerado um
agente antitireoideano que inibe a sintese dos hormdnios da tiredide,
substratos para a tiredide peroxidase, resultando no desvio do iodo na sintese
dos horménios tireoideanos, inibindo a conversdo de T4 em T3, acédo que pode
contribuir na eficacia do tratamento clinico do hipertireoidismo.

Esta indicado para atenuar o hipertireoidismo na tireoidectomia subtotal
ou terapia com iodo radioativo, quando a tireoidectomia for contra-indicada ou
ndo recomendavel. Tem meia-vida plasmética de 2 horas, sua excrecdo €&
menor que 1% na urina, com biodisponibilidade variando entre 65 a 75%. A
absorcdo ocorre 20 a 39 minutos apos a dose administrada, com ligacdo
protéica alta (80%). As principais reacbes adversas do propiltiouracil séo:
agranulocitose, alteracdo do paladar, inchaco, sonoléncia, nauseas e aumento
das glandulas salivares®.

A utilizacdo do propiltiouracil na agua de beber de ratas prenhas, do 6°
dia de gestacédo até 30 dias do nascimento, permitiu que a prole descendente,
entdo com hipotireoidismo, desenvolvesse uma alteracdo na transmissao dos
impulsos nervosos na regigo CA1 do hipocampo?”.

A administracdo de propiltiouracil via intraperitoneal por 10 semanas
evidenciou pelos cortes histolégicos na mucosa gengival de ratos machos da
linhagem sprague-dawley, uma diminuicdo da sintese das proteinas totais, sem
alteracdo do colageno, hidroxiprolina, DNA e na populacéo celular®.

Células tumorais de pulmao e proéstata, inoculadas em flancos de ratos
tratados com PTU, cresceram de forma reduzida em relacdo aos animais sem
0 uso da medicacdo?®.

Observou-se reducao no stress oxidativo das células do ileo, figado e
estbmago, em queimaduras de 90° C na regido dorsal de ratos induzidos ao
hipotireoidismo?’.

A diminuicdo dos niveis plasméticos de T3 e T4 potencializou o quadro
de periodontite preexistente, devido a um aumento de osteoclastos em ratos
wistar?,

E um farmaco muito utilizado em experimentos com roedores,
diminuindo a atividade metabdlica da glandula tire6ide. Sua administracdo
poderd ser utilizada na agua ad libitum, via intraperitoneal, ou ainda, misturada
a dieta®.
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3.3- O laser em baixa intensidade

A luz tem sido usada como forma de tratamento terapéutico desde a
Antiguidade®. Os gregos preconizavam o uso da helioterapia em doentes na
recuperacéo da salde. Na Idade Média, ela era usada no combate as pragas®..

Atualmente, o uso da luz ainda é recomendado pelos médicos, como por
exemplo, em banhos de sol nos recém-nascidos e na atenuacao da oleosidade
da pele com acne®.

Somando-se 0s conhecimentos antigos com os estudos recentes da
utilizagéo da luz, surgiram os lasers. Essa modalidade de fototerapia tem como
caracteristicas: cromaticidade, sendo pura e colimada, com uma Unica cor, com
as ondas sempre paralelas entre si, coerentes e unidirecionais®.

Varios nomes sao reportados na literatura: laser mole, laser de baixa
reatividade, laser de baixa energia, laser frio, laser de baixa poténcia e laser de
baixa intensidade>*.

E de suma importancia ressaltar um protocolo especifico para cada
paciente, bem como a escolha do comprimento de onda, densidade de energia,
densidade de poténcia, tipo de operacao do laser, frequiéncia do pulso, numero
de sessOes, caracteristicas 6pticas dos tecidos, coeficientes de absorcdo e
espalhamento, uma vez que seus efeitos sdo dose-dependentes, pois, segundo
a lei de Arndt Schultz: "Pequenas doses estimulam os sistemas vivos, médias
doses impedem e grandes doses destroem”®.

Na odontologia, o laser em baixa intensidade torna a recuperacédo dos
tecidos injuriados mais rapida e menos dolorosa, devido aos seus efeitos
analgésicos, antiinflamatorios e biomoduladores, pois se observa nestes
tecidos, um aumento de beta-endorfinas, alteracbes na microcirculacdo, na
pressdo hidrostatica dos capilares e na reabsor¢cdo do edema com eliminacao
do actimulo de catabolitos®.

Alguns estudos mostram que o mecanismo de biomodulacdo esté ligado
a ativagdo dos componentes da cadeia respiratdria da mitocondria. A
mitocondria seria, entdo, por acdo dos seus cromoforos, receptiva ao laser,
aumentando o0 metabolismo respiratério de algumas células, devido ao
aumento de ATP, estimulando o nucleo na producdo de DNA e RNA,
acelerando o tempo de mitose, promovendo a regeneracéo celular®’.

O laser de baixa intensidade é usado com a finalidade terapéutica, devido
aos seus comprimentos de onda penetrararem nos tecidos biolégicos*®. E uma
modalidade segura de tratamento, devido a sua natureza atérmica, acalorica e
por ndo haver destruicdo dos tecidos®.



-20-

O laser tem sido utilizado no tratamento de varias patologias, entre elas a
estomatite, Ulceras traumaticas, aftas, pericoronarite, hipersensibilidade
dentinaria, parestesia, distarbios da articulacdo temporo-mandibular,

pericementite, alveolite, sindrome da ardéncia bucal, mucosite, cirurgia oral
men0r40,41|42,43,44,45,46,47,48,49,50,51

Em um estudo feito, observou-se que a laserterapia promoveu uma
neoformacdo Ossea no esqueleto, potencializacdo na dsseo-integracdo de
implantes no osso tibial de coelhos, aceleracdo acentuada da mineralizagédo na
calota craniana de ratos e maior atividade na fisiologia dos fibroblastos em
cultura de células gengivais®.

Sua aplicagdo sobre incisdes feitas na pele do escalpo de ratos diabéticos
promoveu uma bioestimulacdo mais rapida do que a observada no grupo
controle®.

Como auxiliar no tratamento da raspagem e alisamento radiculares, o
laser ndo resultou em beneficio clinico aparente em bolsas periodontais rasas a
moderadas>*.

Na sindrome da dor crénica miofascial (fascia muscular), o laser, quando
aplicado a curto prazo, mostrou-se efetivo na recuperacdo dos movimentos do
pescoco em um grupo de pacientes (n=30), quando comparado ao grupo
placebo (laser desligado, n=30)".

Apoés 25 sessbes, 65 a 90% dos pacientes (n=320), obtiveram resultados
benéficos, quando da aplicacdo do laser nos trigger points.>®

Na parte sistémica, acredita-se na acdo do laser, devido a presenca de
prostaglandinas e endorfinas, considerados fotoprodutos que circulam no
sangue e no sistema linfatico, podendo persistir por horas ou semanas no

organismo>’.
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3.4- O laser na glandulatiredide

O profissional da clinica odontolégica, através de estudos detalhados da
homeostase e fisiopatologia da glandula tiredide e conhecedor da parte
sistémica do individuo, podera obter uma maior aplicabilidade do uso do laser.

Alguns estudos em relagcdo a utilizagdo do laser com emissédo
infravermelha tém demonstrado um decréscimo nos niveis de T3 e T4, com
actimulo de material coloidal, aumento do TSH e mudancas no citoesqueleto®.

Em outro trabalho, foram observadas mudancas no parénquima da
glandula tiredide de ratos, com um aumento na atividade mitotica de células
foliculares e hiperatividade transitoria em alguns foliculos da tiredide quando
irradiada pelo laser em baixa intensidade, utilizando-se fluéncias diferentes
(3,12J/cm? e 9,36J/cm?), por quinze dias>®.

Um estudo mais recente revelou que o laser, quando irradiado
diretamente sobre o tecido tireoideano sadio, aumentou significativamente os
niveis de T3 e T4, entre o primeiro dia de irradiacao e sete dias apés a ultima
irradiacdo, utilizando-se 4J/cm2 como fluéncia. O laser foi utilizado por trés dias
a cada 24 horas®.

Outro estudo, comparando a velocidade de corrida realizada em uma
esteira elétrica entre ratos sadios e ratos induzidos ao hipotireoidismo, notou-se
que o segundo grupo correu menos devido a letargia e a lentidao nos reflexos,
caracteristicas desta patologia. Numa outra etapa, foi feita a aplicacdo do laser
em baixa intensidade na regido lombossacra desses animais e uma nhova
corrida foi realizada. Observou-se, entdo, que esses animais conseguiram
atingir a mesma velocidade que o grupo nao irradiado®’.

Apesar de trabalhos na literatura reportarem o uso do laser na glandula
tiredide, ndo ha trabalhos que tenham investigado os efeitos da terapia a laser
em pacientes com hipotireoidismo, durante um tratamento odontoldgico.

Este trabalho abre, portanto, um leque de opc¢des e questionamentos, na
irradiacdo acidental do laser na glandula tiredide induzida ao hipotireoidismo.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os animais provenientes do Biotério do IPEN foram mantidos em gaiolas
individuais com maravalha de pinus, alimentados com racdo e &gua
esterilizados por radiacdo gama e autoclave respectivamente, de forma ad
libitum. As Normas Nacionais e internacionais de Bioética foram cumpridas,
sendo este trabalho aprovado pelo Comité de Etica do IPEN sob o nimero
51/09.

Foram utilizadas 39 ratas da linhagem wistar com quatro meses de idade,
pesando aproximadamente 200 g. Trinta e seis animais foram separados e
divididos em 18 para o grupo controle (GC) e 18 para o grupo laser (GL), e 3
para grupo padrao (GP) os quais foram utilizados para analisar o padréo da
normalidade dos valores de T3 eT4. Foi administrado aos grupos controle e
laser, 0.1% de propiltiouracil (SIGMA) por 19 dias consecutivos (D1 ao D19),
via intraperitoneal, para a indu¢éo ao hipotireoidismo.

A partir dos dias D20, D21, D22 e D23 foram feitas as coletas de sangue
pelo plexo orbitario, no canto interno, com pipeta de Pasteur nos dois grupos
controle e laser, com os animais anestesiados com Xilazina (0.25ml /50g) e
Chetamina (10%, 0.04ml/50g).

O laser utilizado foi o de baixa intensidade, Twin Laser da MMOPTICS,
emissao infravermelha, 780nm de comprimento de onda, poténcia de 30 mW,
fluéncia de 4J/cm, energia de 0,12J e area do feixe de 0.031cm? A regido da
glandula tiredide foi delimitada em uma éarea de 1cm?, que foi irradiada de
forma pontual, 4 segundos por ponto, num total de 33 pontos (2’ e 13”), sempre
apoés as coletas 24, 48 e 72 horas. (FIGURAS 2 e 3).

I :
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FIGURA 2 Area delimitada FIGURA 3 Laser in loco
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O sangue coletado de cada trés animais foi transferido para tubos Falcon,
totalizando seis tubos para o grupo controle, seis para o grupo laser e um para
0 grupo massa, passando pelas seguintes fases:

1. Estufa a 37°C durante 30 minutos para a formacéo do coagulo

2. Geladeira a 4°C durante 10 minutos para a contracédo do coagulo
3. Centrifugacao por 10 minutos a 2000 rpm

4. Pipetagem do soro

5. Obtencdo das amostras em tubos de ensaio sem heparina, tampados e
esterilizados

As amostras foram acondicionadas em caixas de isopor com gelo e
conduzidas ao laboratério de anadlises clinicas CEPAV-Tecnologia em Saude
Animal, onde foi realizado o teste de radioimunoensaio® (RIA), no anexo A,
para obtencgéo dos valores hormonais (T3 e T4). Os animais foram descartados
apés o experimento, utilizando camara de CO,. A figura 4 representa a etapas
do experimento:
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indugao
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Formagao coagulo

(estufa)/

Centrifugacao

Contragao coagulo{geladeira)

Obtencgao soro

 —

Figura 4- Etapas do procedimento para obtencdo do soro.
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4.1 Analise estatistica

Em cada item dos resultados, foi adotado o nivel de significancia de 5%
(0,05), para a aplicacado dos testes estatisticos, ou seja, quando o valor da
significancia calculada (p) for menor do que 5% (0.050), observa-se uma
diferenga ou uma relagao dita “estatisticamente significante”, e, quando o valor
da significancia calculada (p) for igual ou maior do que 5% (0.050), observa-se
uma diferenga ou relagao dita “estatisticamente n&o significante”.

Foi usado o programa SPSS (Statistical Package for Social Sciences),
em sua versdo 17.0, para a obtencdo dos resultados. Os dados foram
analisados e o teste estatistico adequado foi utilizado.
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5-RESULTADOS

TABELA 1 Médiax desvio padrao dos valores hormonais nos grupos controle e
laser durante o experimento.

Variavel  Grupo n  Média B:Z\r’;— Minimo Maximo Perzcgntll Mediana Per7c§ntll S|gn|I:;)anC|a

CTRL 6 007 0,01 0,06 0,08 0,06 0,08 0,08

DOT3 LASER 6 0,07 0,01 0,06 0,08 0,06 0,07 0,07 0. 498
Total 12 0,07 0,01 0,06 0,08 0,06 0,07 0,08
CTRL 6 0,31 0,03 0,27 0,33 0,27 0,32 0,33

DOT4 LASER 6 0,31 0,03 0,29 0,36 0,29 0,31 0,33 70,999
Total 12 0,31 0,03 0,27 0,36 0,29 0,31 0,33
CTRL 6 0,08 0,01 0,07 0,09 0,07 0,08 0,08

D1T3 LASER 6 0,08 0,02 0,03 0,09 0,07 0,08 0,09 0. 399
Total 12 0,08 0,02 0,03 0,09 0,07 0,08 0,09
CTRL 6 034 0,03 0,31 0,38 0,32 0,34 0,37

D174 LASER 6 037 0,02 0,34 0,40 0,35 0,37 0,40 0. 064
Total 12 0,36 0,03 0,31 0,40 0,33 0,36 0,38
CTRL 6 0,04 0,01 0,03 0,05 0,04 0,04 0,05

D273 LASER 5 0,04 0,01 0,03 0,05 0,04 0,04 0,05 0.922
Total 11 0,04 0,01 0,03 0,05 0,04 0,04 0,05
CTRL 6 0,17 0,02 0,15 0,20 0,15 0,17 0,20

D2T4 LASER 5 0,29 0,28 0,13 0,80 0,15 0,18 0,50 0.7
Total 11 023 0,19 0,13 0,80 0,15 0,17 0,20
CTRL 6 0,04 0,01 0,03 0,05 0,03 0,03 0,05

D3T3 LASER 6 0,04 0,01 0,02 0,06 0,03 0,03 0,05 0.720
Total 12 0,04 0,01 0,02 0,06 0,03 0,03 0,05
CTRL 6 0,17 0,03 0,13 0,21 0,15 0,16 0,21

0,333

D3 T4 LASER 6 0,17 0,06 0,12 0,27 0,12 0,14 0,22
Total 12 017 0,05 0,12 0,27 0,13 0,15 0,21
Grupo padrio (GP): T3 =3,80ng/d|; T4=16,33pg/dI

Da tabela 1, observa-se que os grupos controle e laser foram induzidos ao
hipofuncionamento glandular, pela diminuicdo constatada nos valores
hormonais quando comparados ao grupo padrdo que nao recebeu o farmaco,
porém, nota-se que os valores hormonais do grupo laser quando comparados
aos valores do grupo controle ndo foram significativamente aumentados em
todos os momentos da fase experimental.
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No gréfico 1, tem-se:
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GRAFICO 1 Média desvio + padrdo dos valores hormonais dos dois
grupos estudados

Observa-se do grafico 1 que nao ha diferenca estatisticamente significante
entre os grupos. Podemos afirmar, entdo, que ambos 0s grupos sao
estatisticamente semelhantes.
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6- DISCUSSAO

Os efeitos do laser em baixa intensidade na glandula tiredide tém sido
mostrados na literatura®. Por isso, o que motivou este trabalho foi a
preocupacdo em utilizar o laser em baixa intensidade no tratamento
odontoldgico de pacientes com hipotireoidismo e o quanto este tratamento
pudesse atuar nesta afeccao pela proximidade da tiredide com a cavidade oral.

No melhor de nosso conhecimento, estudos com o laser em baixa
intensidade em hipotireoidismo sdo escassos. Para tal, buscamos na literatura
modelos que pudessem auxiliar na conducdo deste estudo e verificamos
apenas a utilizacdo de ratos submetidos a irradiacdo a laser em baixa
intensidade apresentando a glandula tire6ide sadia.®.

Um fato que pode ser questionado € o motivo pelo qual o grupo padrao
(GP) foi citado no método, uma vez que os valores de T3 e T4 ndo estdo
claramente definidos na literatura para as diversas linhagens de ratos
normotireoideos. Por este motivo, julgamos conveniente buscar ao menos uma
média de valores de T3 e T4 que pudessem ser interpretados como valores
padréo.

Pelo alto custo das dosagens e que certamente aumentaria
acentuadamente os gastos neste estudo, acreditamos que a analise de T3 e T4
de apenas trés animais pudesse ser satisfatoria ou suficiente, além das
dosagens obrigatoriamente realizadas nos outros trinta e seis animais.

No entanto, nesta analise de trés animais, foram encontradas médias de
valores de T3 com 3,80 ng/dl e T4 com 16,33ug/dl. Afortunadamente, estes
valores parecem sugerir realmente que a andlise estatistica, neste grupo,
talvez seja realmente dispensavel, quando comparado aos outros dois grupos,
ou seja, controle e laser. (TABELA 1)

Na analise comparativa dos valores hormonais entre 0s grupos,
observamos que ndo houve diferencas estatisticamente significantes. Podemos
afirmar, entdo, que ambos 0s grupos sao estatisticamente semelhantes.
(Gréfico 1).

Era nossa expectativa que houvesse efeito do laser na normatizacéo dos
niveis de T3 e T4. Sabe-se que o laser em baixa intensidade tem efeitos de
biomodulacdo em outras situacdes®**"8 porém isto ndo ocorreu no nosso
estudo. No entanto, talvez ndo seja prudente, do ponto de vista cientifico,



-29 -

afirmar que o laser ndo teve efeito sobre o tecido tireoideano. Na andlise das
condicdes deste estudo, algumas hip6teses podem explicar tais resultados:

-Tempo de observacao

-NUmero da amostra (n)
-Parametros do laser

-Artefato de técnica do laboratério

Porém, em um estudo realizado em 1989, foram observadas mudancas
morfoldgicas produzidas na glandula tiredide de ratos albinos ap0s a irradiacao
com laser de emisséao infravermelha, no comprimento de onda de 904nm, com
diferentes fluéncias: 3,12J/cm? e 9,36J/cm?, por quinze dias. Pela avaliacdo
final nas mudancas verificadas na densidade dos volumes epitelial, coloidal e
folicular, mostrou-se que o laser produziu mudancas no parénquima da tiredide
normorreativa, provando uma relacdo direta entre a severidade da leséo e a
energia de irradiacdo aplicada™®.

Neste estudo, a partir do sexto dia de inducdo do farmaco, observamos
clinicamente que os animais apresentaram um comportamento letargico com
dificuldade de deambulacdo quando estimulados manualmente, caracterizando
o hipofuncionamento glandular.

Este estudo, sem duavida, abre perspectivas para este tipo de
investigacgdo, considerando a importéancia da terapéutica com o uso do laser em
baixa intensidade, o qual tem se mostrado promissor e determinante no
prognc’)stico de diversas afecgc")es4°'41’42'43'44'45'46’47'48'49’50'51'52'53'54'55'56'57.
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7- CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados neste trabalho podemos

concluir:

1- O hipofuncionamento glandular foi constatado pelos resultados dos exames
de radioimunoensaio, comprovando a eficacia do propiltiouracil, através dos
baixos niveis de T3 e T4 nos grupos controle e laser.

2- Nao houve efetividade biomodulatéria do laser na glandula tiredide
hipofuncionante no grupo irradiado.

3- Os parametros utilizados no laser em baixa intensidade ndo foram
suficientes para reverter o hipotireoidismo.

5- Um estudo mais prolongado se faz necessario, para a obtencédo de dados
adicionais sobre o assunto.
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ANEXO A

Radioimunoensaio

Para quantificar uma substancia X, num meio complexo contendo muitas impurezas, é
necessario isolar uma substancia X e medi-las por um processo quimico.
Alternativamente, se a substancia X reage especificamente com algum reagente R,
entdo pode-se reagir X com quantidades substequiométricas de R e quantificar X
usando uma curva padrdo ou curva de dose versus resposta. Este principio sempre foi
amplamente usado em quimica convencional.

Técnicas substequiométricas sdo aquelas que a concentracdo de um dos reagentes é
fixa e em quantidade limitada no contexto da reacdo. Geralmente a substancia teste X
varia, enquanto o niumero de moléculas do reagente especifico R é fixo. Apds X reagir
com R a fragado livre de X e a fragao complexada ou reagida sdao separadas por algum
processo fisico-quimico adequado. Agentes precipitantes, acdo de centrifugacao,
eletroforese e métodos cromatograficos sdo utilizados para separar X de RX.

As substdncias dos fluidos bioldgicos sdo complexas, por exemplo, as proteinas,
enzimas e hormonios sdo moléculas muito complexas tanto em numero de atomos
como no aspecto funcional. Até o inicio da década de 60 ndo se conhecia um reagente
R capaz de reagir especificamente com cada tipo de proteina e com os hormonios
peptideos ou protéicos.

No final de 1959, dois pesquisadores do NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH em
Bethesda-EUA, Berson (médico) e Rosalyn Yallow (fisica), estudavam a biocinética da
insulina em seres humanos. Nessa época era muito comum o uso da insulina bovina ou
humana. Eles perceberam o potencial de usar anticorpos como aquele agente
especifico que estava faltando para reagir com as moléculas bioldgicas complexas,
descobrindo uma das ferramentas mais importantes da analise clinica: os ensaios
imunorreativos. Na época ,os tracadores radioativos eram praticamente a alternativa
mais sensivel para acompanhar as reacGes quimicas e dai terem usados os tracadores
radioativos com '*°| ou 3H. Por isso os ensaios imunométricos foram denominados de
radioimunoensaios.

Mais recentemente, o tracador radioativo vem sendo substituido por moléculas com
produtos fluorescentes ou com terras raras, como o Eurdpio, entretanto, o principio
fundamental é o mesmo.

O cerne do ensaio é a descoberta do reagente especifico: o anticorpo com associacao
do principio substequiométrico ou ensaios por saturagao. 60
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