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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito da laserterapia no funcionamento
da glandula tiredide, através da mensuragdo dos niveis hormonais de triiodotironina
(T3) e tiroxina (T4) no soro sangilineo de coelhos. Para tanto, foram utilizados 24
coelhos da ragca Nova Zelandia, machos, distribuidos aleatoriamente em trés grupos:
o grupo controle (animais néo irradiados), grupo El (/laser aplicado sobre o alvéolo
pbés-extracdo do incisivo inferior) e grupo EIll (laser aplicado sobre a regido da
glandula tiredide). Todos os animais foram submetidos a exodontia do incisivo
inferior esquerdo, criando uma condig¢ao clinica inicial de igualdade entre os grupos.
Os animais dos grupos experimentais foram irradiados, com o laser GaAlAs (A=830
nm, 40mW), durante 13 dias, a cada 48 horas, com uma dose de 120 Jlem? por
sessao. O protocolo de irradiagéo foi iniciado imediatamente ap6s o procedimento
cirdrgico nos animais. As dosagens hormonais de T3 e T, foram realizadas nos trés
grupos antes da exodontia e no ultimo dia de observacao do experimento (15° dia).
Os resultados obtidos ndo demonstraram diferencas estatisticamente significativas
nos valores de T3 e T4 pré e pos-aplicacédo do /aser entre os grupos estudados.
Conclui-se que a laserterapia, no protocolo de irradiagédo utilizado neste estudo, néo

alterou os niveis hormonais de T3 e T4 circulantes no soro de coelhos.

Palavras-chave': Glandula Tiredide; Terapia a Laser de Baixa Intensidade;

Hormonios Tiredideos.

! Descritores em Ciéncia da Satde (DeCS); disponivel em: <http://decs.bvs.br/>. Acesso em: 30 jun.
2009.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of low-level laser therapy
(LLLT) on the functioning of the thyroid gland, by measuring the hormonal levels of
triiodothyronine (T3) and thyroxine (T4) in the serum of rabbits. Twenty four male New
Zealand rabbits were randomly distributed into three groups: the control group (non-
irradiated animals), group El (laser applied in the dental alveolus of the lower incisor)
and group Ell (laser applied on the region of the thyroid gland). The rabbits were
subjected to extraction of lower left incisor, creating an initial clinical condition of
equality between the groups. The animals of experimental groups were irradiated
with a GaAlAs laser (A=830 nm, 40mW), for 13 days, every 48 hours, with a dose of
120 J/cm? per session. The protocol of irradiation was initiated immediately after the
surgery. The dosages of hormones T3 and T4 were performed in three groups before
the extraction and the last day of observation of the experiment (15" day). The
results obtained showed no statistically significant differences in the values of T3 and
T4 pre and post-application of the laser between the groups. It was concluded that
the LLLT, in the protocol of irradiation used for this study, did not alter the hormone

levels of T3 and T4 circulating in the serum of rabbits.

Keywords?: Thyroid Gland; Laser therapy, low Level; Thyroid Hormones.

2 Medical Subject Headings (MeSH), disponivel em: <http://www.nIm.nih.gov/mesh/MBrowser.html>.
Acesso em: 30 jun. 2009.
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1 INTRODUGCAO

Atualmente, os equipamentos emissores da radiagéo /aser tém sido utilizados
em processos terapéuticos e no auxilio ao diagnéstico, por profissionais que atuam
nas diversas areas da saude. Na Odontologia, o uso do /aser com diferentes
comprimentos de onda e em distintas aplicagbes no campo da saude bucal
possibilitou o uso desta tecnologia nos mais diversos procedimentos clinicos.

A LLLT (Low Level Laser Therapy) tem sido indicada para promover a
regeneracao tecidual, tendo como vantagens: a estimulagdo da cicatrizacao,
reducdo da inflamagdo e o controle da dor pés-operatéria (PINHEIRO; FRAME,
1992). Esta terapia promove mudancgas de carater metabdlico, energético e funcional
nos corpos submetidos a radiagc&o, permitindo a evolugao para a cura em um curto
periodo de tempo (BRUGNERA JUNIOR et al., 2003; CATAO, 2004).

Os lasers de diodo sdo usados com o propoésito terapéutico, em virtude das
baixas densidades de energias usadas e comprimento de onda capaz de penetrar
nos tecidos (CATAO, 2004).

Os efeitos fotoquimicos, fotofisicos e fotobiol6gicos gerados pela luz laser
afetam ndo somente a area sob aplicagdo, mas também regibes mais profundas
(ALMEIDA-LOPES, 2003). Sabe-se a que biomodulagédo promovida pelo /aser em
células no local de sua aplicagdo pode igualmente ocorrer em tecidos a distancia do
ponto de irradiacdo (ROCHKIND et al., 1989). Portanto, quando se realiza a LLLT,
pode-se atingir 6rgaos distantes do local de irradiag&o.

Embora a LLLT tenha se tornado uma pratica comum nas areas biomédicas,
ainda ndo se tem um entendimento claro sobre seus possiveis efeitos colaterais.
Estudos com relagdo a utilizacdo do laser de emissédo infravermelha sobre a
glandula tiredide tém demonstrado um aumento na atividade mitética de células
foliculares, hiperatividade transitéria em alguns foliculos (PEREZ DE VARGAS et
al.,1987; PARRADO et al., 1990) e alteracdes dos niveis hormonais de triiodotironina
(T3) e tiroxina (T4) circulantes no soro sangiiineo (AZEVEDO et al., 2005).

A tire6ide é uma importante glandula do organismo humano e produz
horménios que tem como uma das suas principais fun¢des regular o metabolismo

corpéreo. Quando sua fungédo ndo € adequada, podem ocorrer repercussées no
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organismo em graus variaveis de severidade, desde sintomas que muitas vezes
podem passar despercebidos até formas extremamente graves que podem trazer
risco de vida (GUYTON; HALL, 2006).

Anormalidades estruturais ou funcionais da tiredide podem levar a uma
deficiéncia de producdo dos hormdnios tireoidianos (tiroxina e triiodotironina)
afetando o metabolismo de todos os 6rgédos e sistemas (SONIS; FAZIO; FANG,
1996; GUYTON; HALL, 2006).

Os protocolos para a utilizagdo dos lasers em diversos procedimentos clinicos
estdo sendo investigados, pois nem todas as suas atuacdes e efeitos sistémicos
estédo esclarecidos. A revista de literatura revela que a LLLT pode atuar nas fun¢des
endoécrinas, comprovando os possiveis efeitos do laser sobre as glandulas
secretoras (SMITH-AGREDA et al., 1985; PARRADO et al., 1988; HERNANDEZ et
al., 1989).

Diante do exposto, a presente pesquisa teve por objetivo investigar o efeito da
LLLT no funcionamento da glandula tiredide, através da mensuracéo da quantidade
de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) circulantes no soro de coelhos.

Os objetivos especificos foram:

a) avaliar a atuacéo do /aser GaAlAs (A=830 nm) no funcionamento da
glandula tiredide quando aplicado diretamente sobre a regiao
anatédmica da glandula;

b) avaliar a atuacao do laser GaAlAs (A=830 nm) no funcionamento da
glandula tireéide quando aplicado sobre o alvéolo pds-exodontia do

incisivo inferior esquerdo.
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2 REVISTA DA LITERATURA

2.1 LASER

O acronimo LASER €& composto pelas iniciais de Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation, que significa amplificacdo da luz por emisséo
estimulada de radiagdo (CONLAN; RAPLEY; COOB, 1996; BRUGNERA JUNIOR;
PINHEIRO, 1998).

O laser caracteriza-se por um sistema de sele¢cdo de comprimento de ondas
que permite a obtencdo de um feixe de luz concentrado, monocromatico, paralelo e
coerente. Além de possuir essas caracteristicas peculiares, € uma forma de radiagcao
nao-ionizante, altamente concentrada, que, em contato com os diferentes tecidos,
resulta de acordo com o tipo de laser, em efeitos térmicos, fotoquimicos e nao
lineares (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO; 1998; SCHINDL et al., 2000). Estas
propriedades permitem que o /aser seja utilizado em aplicagcdes especificas e de
grandes resultados na area biologica (NICCOLI FILHO et al., 1993).

As caracteristicas proprias do /aser o diferenciam da luz comum, cujas ondas
possuem diversos comprimentos, orientagdo dispersa no espago e desordenada no
tempo, emitindo a energia em todas as diregbes (ROSENSHEIN, 1997).

Os lasers tém sido classificados de acordo com inumeros critérios. A mais
ampla classificagdo € aquela que os divide em dois grandes grupos, de acordo com
a intensidade de energia do feixe, podendo esta ser alta — sendo chamados de
ablativos ou Hight Intensity Laser Treatment (HILT) — ou baixa — denominados
terapéuticos ou Low Intensity Level Treatment (LILT). O comprimento de onda do
laser € determinado pelo meio ativo que o nomeia, podendo, por sua vez, variar no
espectro do infravermelho ao ultravioleta. O tipo de meio ativo (sélido, gasoso ou
semicondutor) também determina a afinidade ou ndo do /aser com o tecido alvo. De
acordo com a reacéo celular, a terapia com laser € classificada em Hight reactive-
Level Laser Treatment (HLLT) ou laser cirurgico, usado em procedimentos

cirargicos; e Low reactive-Level Laser Treatment (LLLT) ou /aser n&o-cirurgico,
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também chamado de /aser terapéutico, usado em procedimentos terapéuticos
clinicos (BRUGNERA JUNIOR et al., 2003).

A vantagem da luz dos lasers, quando comparada a outros tipos de luz, é que
trata-se de um eixo monocromatico de alta energia, passivel de ser focado e
facilmente manipulado, além de ser capaz de promover efeitos fotobioldgicos
especificos. Parametros da irradiagdo como comprimento de onda, eixo energético,
didmetro do feixe, duragcao do pulso e tempo de exposi¢gdo podem ser combinados
com as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do tecido alvo para que se
obtenham resultados desejaveis (MISERENDINO; PICK, 1995).

A absorcdo e a difusdo do /aser no tecido resultam numa resposta
fotorreativa. Esta é conseqiéncia de uma fotodestruicdo ou uma fotoativagéo
tecidual, determinadas pelo efeito fotoquimico, fotoelétrico ou fototérmico do /laser
(OHSHIRO; FUJINO, 1993). Dentre os efeitos fotoquimicos, pode-se incluir a
biomodulagéo tecidual, a qual corresponde a agao da luz /laser sobre o0s processos
moleculares e bioquimicos nos tecidos (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998).

Os lasers mais utilizados na LLLT sdo o Hélio-Nebnio (HeNe) e os diodos
(BASFORD, 1995; PINHEIRO et al.,, 1998). O HeNe foi o primeiro laser gasoso
desenvolvido e também o primeiro a emitir de forma continua raios com dois
comprimentos de onda: A=632,8 nm (vermelho) e A=543,5 nm (verde), com poténcia
variavel de 1mW a dezenas de miliwats (BASFORD, 1995).

Os lasers de diodo tém o seu comprimento de onda no espectro vermelho e
infravermelho que variam de 620 a 1500nm determinado pelo seu meio ativo. O
GaAlAs € o meio ativo mais utilizado na Odontologia, sendo enquadrado entre 760 e
850nm com poténcia variando entre 20 e 1000mW (BRUGNERA JUNIOR;
PINHEIRO, 1998; ALMEIDA-LOPES, 2003). Segundo Khadra et al. (2004), este
laser possui alta capacidade de penetragcdo em comparagdo a outros tipos,
oferecendo ao profissional um instrumento de comprovada eficacia, especialmente
para as regides mais profundas.

De acordo com Brugnera Junior et al. (2003), o meio ativo determina afinidade
ou nao do /aser com o tecido alvo, o que &€ muito relevante, pois apenas a indicag&o
correta do laser para determinado tecido resultara no objetivo esperado.

Os aparelhos de laser de GaAlAs mais modernos sao apresentados em
unidades portateis, compactas e que se mostram confiaveis. Estes foram

desenvolvidos com consideragdes econdmicas e ergondmicas, que reduziram seu
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custo em comparagao a outros equipamentos de laser (ROMANOS; NENTWIG,
1999).

2.2 LLLT (Low Level Laser Therapy)

Os lasers nao-cirurgicos sao usados para fins terapéuticos desde a década de
1960, por suas caracteristicas de baixa intensidade de energia e comprimento de
onda capaz de penetrar nos tecidos (BRUGNERA JUNIOR; VILLA; GENOVESE,
1991).

A LLLT, na Odontologia, teve inicio com Benedicenti, em 1982, com um
aparelho /aser diodo de Arseneto de Galio (GaAs A=904 nm) (NICCOLI FILHO et al.,
1993). Esta terapia tem sido utilizada com grande sucesso na clinica odontolégica,
podendo ser empregada isoladamente ou como coadjuvante em tratamentos
convencionais (BRUGNERA JUNIOR et al., 2003; CATAO, 2004).

O uso clinico da LLLT esta fundamentado em sua capacidade de promover, a
nivel celular, efeitos estimuladores sobre os processos moleculares e bioquimicos,
que ocorrem durante os mecanismos intrinsicos da reparagéo tecidual. Dentre os
efeitos terapéuticos podemos citar: o aumento da proliferagédo epitelial, fibroblastica
e sintese de colageno, acelerando o processo cicatricial; aumento no potencial de
remodelacdo e reparo 0sseo; restabelecimento da fung¢do neural apds injuria;
normalizagdo da fungdo hormonal; regulagédo do sistema imunologico; reducéo da
inflamagdo e edema; modulagdo e atenuacdo da sintomatologia dolorosa; e
analgesia pos-operatoria (TRELLES; MAYAYO, 1987; RIGAU | MAS et al., 1991;
PINHEIRO; FRAME, 1992; DO NASCIMENTO et al., 2004; WEBER et al., 2006;
MOHAMMED et al., 2007; SOARES et al., 2008).

Segundo El Sayed e Dyson (1990), o efeito analgésico da LLLT é resultante
do aumento da concentracao de (B-endorfinas no organismo. Esta terapia promove a
liberacdo dos mastocitos, aumentando a concentragdo de histamina, provoca
vasodilatagdo, com aumento da permeabilidade vascular e atua nas
prostaglandinas, inibindo e bloqueando a acdo da enzima ciclooxigenase,
produzindo, desta forma, um efeito antiinflamatério (TAKEDA, 1988; CATAO, 2004).



35

A compreensdo do mecanismo da interacdo entre os lasers e os tecidos,
baseia-se principalmente no entendimento das rea¢des que podem ser induzidas
nestes tecidos pela luz laser (KARU, 1989). Alguns fatores, como a dosimetria, o
espectro do /aser, a poténcia e a fase de irradiagao, irdo influenciar na modulagao
das respostas biologicas (CONLAN; RAPLEY; COOB, 1996; BRUGNERA JUNIOR
et al., 2003).

A LLLT deve seguir os seguintes parametros: escolha do comprimento de
onda, densidade de energia, densidade de poténcia, tipo de regime de operacgéo do
laser, frequéncia do pulso, numero de sessdes, caracteristicas Opticas do tecido,
como os coeficientes de absorcdo e espalhamento (CATAO, 2004).

O comprimento de onda do /aser € um dos fatores que influenciam na sua
capacidade de penetracdo nos tecidos, uma vez que cada cromoforo tecidual possui
um grau de absorcao especifico para cada comprimento de onda, promovendo
diferentes efeitos biolégicos, de acordo com o tipo de /aser utilizado (THEODORO;
GARCIA; MARCANTONIO JUNIOR, 2002). Os lasers HeNe com A=632,8nm
penetram em torno de 0,5mm, os /asers com maior comprimento de onda, como o0s
infravermelhos, podem penetrar uma maior profundidade, sendo pouco absorvidos
pela epiderme e derme (SCHINDL et al., 2000).

Outro fator a ser considerado é a densidade de energia (DE), também
chamada de fluéncia ou dosimetria, a qual estabelece a relagdo entre a energia
administrada por um emissor laser e a superficie de radiagéo do raio de luz laser ou
spot, sendo expressa em J/cm?. Diversos equipamentos dispdem de calculo direto,
sendo o tempo de exposi¢cao determinado automaticamente através da insercao da
DE, poténcia de emissao e da area do spot (RIGAU | MAS, 1998; ALMEIDA-LOPES;
2003).

O fendbmeno dos bioefeitos do laser estd relacionado com a dose e a
afinidade do tecido com o comprimento de onda especifico (BELKIN; SCHWARTZ,
1989). Segundo Brugnera Junior et al. (2003), ndo se pode definir a exata
profundidade que o laser alcanga nem a dose que atinge os alvos abaixo do ponto
de incidéncia, o que dificulta o conhecimento da dosimetria correta.

Muito sdo os trabalhos in vivo e in vitro, na literatura, que relatam os efeitos
benéficos da LLLT no processo de cicatrizacao tecidual. Embora a terapia com
lasers de baixa poténcia seja utilizada sem o estabelecimento de protocolos clinicos

especificos, varios autores tém reportado os efeitos biomoduladores nos processos
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de cicatrizagdo em modelos animais e em meios de cultura tecidual (AZEVEDO et
al., 2006; CORAZZA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008; SOARES et al., 2008).

O uso potencial dos lasers na biomodulag&o do reparo 6sseo através de suas
propriedades fotoquimicas e fotobiologicas tem sido estudado por diversos
pesquisadores com o objetivo de proporcionar ao paciente submetido a cirurgia, uma
maior rapidez na cicatrizacdo Ossea, menor desconforto poOs-operatorio, menor
quadro de edema poés-cirurgico e melhor cicatrizagéo tecidual (TAKEDA, 1988).

Apods a exodontia, o alvéolo podera ser irradiado com o laser infravermelho
com a finalidade de se obter uma melhor reparacao tecidual, redugcao do edema e
uma analgesia pos-operatéria. A aplicagdo é realizada com a ponteira posicionada
perpendicularmente ao alvéolo remanescente e a dosimetria recomendada esta
situada entre 80 a 120 J/cm? (ALMEIDA-LOPES, 2003).

Takeda (1988) avaliou o efeito da LLLT na cicatrizacao de alvéolos pés-
exodontia em ratos Wistar. No grupo experimental, os alveolos foram irradiados com
um /aser semicondutor de GaAs (A=904 nm), densidade de poténcia de 25 mW/cm?
e DE de 20 J/cm? por um periodo de cinco dias. Os resultados histologicos
demonstraram que a radiagao laser teve um efeito benéfico no processo inicial de
cicatrizagédo 6ssea dos alvéolos dentarios.

No mesmo ano, Mezawa et al. (1988) confirmaram os possiveis efeitos
analgésicos da LLLT, ao aplicar um laser semicondutor de GaAlAs na lingua de
gatos. Esses achados validam o estudo experimental realizado por Maegawa et al.
(2000), no qual os autores justificam o uso deste laser, com A=830 nm, para redugao
da dor, em decorréncia da sua penetracao em maior profundidade nos tecidos.

A influéncia do numero de aplicagcbes do raio laser sobre o reparo de feridas
de extragdo dentaria, em ratos Wistar, foi analisada, histologicamente, por Garcia et
al. (2000). O laser de GaAs, com A=904 nm, 2 mW de poténcia e DE de 0,36 J/cm?,
foi aplicado de forma pontual sobre a mucosa gengival vestibular do alvéolo. Os
animais foram divididos em quatro grupos: o grupo | (controle) n&o recebeu
aplicacao de laser; o grupo |l recebeu uma aplicagdo apdés a exodontia do incisivo
superior; no grupo lll os animais receberam duas aplicagdes, uma apos a extragao e
a outra 24 horas ap6s o ato cirurgico; no grupo |V, além das duas citadas
anteriormente, os animais receberam outra irradiagéo 48 horas ap6s a exodontia. Os

autores observaram que todos os grupos que receberam irradiagao tiveram melhor
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cicatrizagdo 6ssea em relagdo ao grupo controle, e que quanto maior o numero de
aplicacdes do laser, maior a aceleracao do processo de reparo alveolar.

Kucerova et al. (2000) avaliaram o efeito de diferentes frequéncias da
radiacdo com os lasers GaAlAs (A= 670 nm) e HeNe (A= 632,8 nm) no processo de
cicatrizagdo de alvéolos pos-exodontia de molares humanos. Os autores concluiram
que a LLLT melhora subjetiva e objetivamente a cicatrizac&o alveolar, podendo ser
recomendada como um método de escolha clinica.

Silva Junior et al. (2002) demonstraram a importancia do laser GaAlAs (A=
830 nm, 40 mW, 4,8 J/cm?) na biomodulagéo do reparo ésseo, apoés irradiar feridas
cirurgicas realizadas em fémur de ratos. Os resultados evidenciaram que a LLLT
melhorou o reparo ésseo nos estagios iniciais.

Weber et al. (2006) avaliaram a influéncia do laser diodo infravermelho
(GaAlAs, A=830 nm, 50 mW) no processo de reparo 6sseo de feridas cirdrgicas em
fémur de ratos Wistar, submetidas a enxerto &ésseo autdogeno. Os grupos
experimentais tratados com laser receberam radiagées com intervalos de 48 horas,
sendo a primeira realizada durante o ato cirargico. A dosimetria utilizada foi de 10
Jicm? por sessao, divididas em quatro pontos de 2,5 J/cm?. Os autores concluiram
que a LLLT resultou em um efeito biomodulador positivo sobre o processo de reparo
0sseo, sendo esse efeito mais evidente quando o /aser é aplicado diretamente na

loja cirurgica, durante o transoperatoério, antes da adaptac&o do enxerto 6sseo.

2.3 EFEITO SISTEMICO DO LASER

Estudos sugerem que o laser apresenta efeitos sistémicos, por meio de
mediadores metabdlicos liberados na circulagdo, atingindo areas distantes do local
de aplicagdo (OHSHIRO, 1991; MARINO, 2003).

A estimulagdo de efeitos sistémicos causados pela luz /laser é descrita em
uma investigacao de Rochkind et al. (1989), no qual, ao trabalhar com um grupo de
88 ratos submetidos a radiacao de HeNe (A=632,8 nm) constatou tais efeitos sobre
feridas, queimaduras cutaneas e fibras nervosas. Foi utilizado um protocolo de 16
mW de poténcia com doses de 6 a 10 J/cm? por ponto, durante sete minutos diarios,

por 21 dias. Os autores concluiram que o /laser HeNe exerceu um efeito sistémico
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pronunciado, tanto na pele quanto nos tecidos adjacentes, bem como nos nervos
periféricos severamente lesados, e que esses efeitos persistiram por um longo
periodo ap0s a sua aplicagdo. Ressaltam, ainda, que os efeitos sistémicos
observados devem ser considerados na aplicagdo clinica da LLLT e nos
experimentos que investigam os possiveis mecanismos por ela envolvidos.

Schindl et al. (2002) realizaram um estudo para verificar o efeito sistémico da
LLLT na microcirculagdo cutanea de pacientes diabéticos. Para tanto, irradiaram
ulceras ou gangrenas em apenas um dos lados afetados destes pacientes. No grupo
controle, o procedimento foi o mesmo, porém o /laser permaneceu desligado durante
o tratamento (placebo). O /aser utilizado foi de HeNe (632,8 nm e 30 mW), com uma
dose total de 30 J/cm? em uma Unica aplicagédo. Por meio de termografia
infravermelha, os autores mediram a temperatura e a microcirculagdo locais, as
quais foram maiores no local da irradiagao /aser.

Segundo Mikail e Pedro (2006), quando irradiada a corrente sangiliinea com
laser de comprimentos de onda entre 633 e 890 nm, visando o tratamento de areas
distantes ao local em que foi aplicado, o efeito sistémico é atingido. Porém, este
efeito ainda é controverso, requerendo maiores estudos para tal afirmacéo.

Rodrigo et al. (2009) verificou, por meio de andlise histolégica, a agao
sistémica da LLLT utilizando os /asers de GaAlAs (A=904 nm) e Fosfeto de indio-
Galio-Aluminio (InGaAIP A= 685 nm) sobre o processo de reparo tecidual em feridas
cutaneas padronizadas em dorso de ratos. Os resultados obtidos demonstraram o
efeito sistémico do /aser, comparando-se os ferimentos cutadneos diretamente
irradiados com os do grupo controle. Esse efeito foi mais evidente quando associou-
se o laser vermelho e o infravermelho durante o processo cicatricial das feridas

destes animais.

2.4 EFEITO DO LASER SOBRE O TECIDO GLANDULAR

Smith-Agreda et al. (1985) ao irradiar a glandula adeno-hipofise, com laser
HeNe (A=632,8 nm), verificaram que as as células tireoidianas e hipofisarias
demonstraram um aumento de sua atividade metabdlica, comprovando os possiveis

efeitos da LLLT sobre as glandulas secretoras. De acordo com esses autores, deve-
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se evitar a irradiagao clinica em humanos diretamente sobre zonas glandulares,
ainda que néo haja nenhuma evidéncia clinica de que a LLLT possa provocar
hiperfungao glandular.

Com o objetivo de avaliar o efeito da LLLT sobre as glandulas
submandibulares, Plavnik, De Crosa e Malberti (2003) realizaram um estudo
experimental em 144 porcos da india. Os animais foram divididos em 2 grupos:
controle (n&do-irradiado) e experimental (irradiado). Cada grupo foi subdividido em 6
subgrupos, com 12 animais cada, de acordo com os seguintes critérios: animais
alimentados e animais submetidos a 2, 4, 8, 10 e 12 horas de jejum apdés o
procedimento cirurgico. As glandulas submandibulares, direita e esquerda, de todos
os animais foram expostas cirurgicamente, entretanto, no grupo experimental, estas
foram irradiadas com /laser HeNe, 7 mW de poténcia e DE 11,2 Jiem? por 2 minutos
em uma unica sessdo. Os autores realizaram bidpsias em ambas glandulas
submandibulares de todos animais e as amostras obtidas foram analisadas por
microscopia 6tica e eletronica de transmissao. Os resultados mostraram que o efeito
do Jaser foi progressivo, promovendo, apdés 2 horas da irradiagdo, uma
vasodilatagdo, congestdo vascular, infiltrado perivascular e necrose celular do
parénquima glandular por um longo periodo. Alteragcdes no reticulo endoplasmatico
rugoso também foram observadas na microscopia eletrénica. Os pesquisadores
propdem que a LLLT, nestes parametros aplicados, dificulta o processo de sintese e
secrecao de proteinas das glandulas submandibulares de porcos da india.

Os efeitos da LLLT sobre os tecidos de glandulas salivares foram observados
por Simdes et al. (2009) apés irradiar, com laser de diodo infravermelho (A=808 nm),
as glandulas submandibular e parétida de ratos Wistar. As dosimetrias aplicadas
foram 4 J/cm? no grupo experimental A e 8 J/cm? no grupo experimental B, a
densidade de poténcia foi de 277 mW/cm? em ambos os grupos. O grupo controle
ndo recebeu irradiagdo. Os animais foram mortos ap6s uma semana da primeira
aplicacao do /aser, tendo suas glandulas parétida e submandibular removidas para
analise histolégica e analise bioquimica da concentragdo total de proteina e das
enzimas salivares. Os resultados histologicos n&o demonstraram altera¢des
morfolégicas nas glandulas irradiadas quando comparadas com o grupo controle, no
entanto, a analise bioquimica revelou um aumento significante da concentracgéo total

de proteina nas glandulas parétidas dos animais dos grupos experimentais.
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2.5 GLANDULA TIREOIDE

A glandula tire6ide é uma estrutura endocrina localizada na regido cervical,
abaixo da laringe, ocupando as regides laterais e anterior da traquéia. A principal
fungdo dessa glandula € a producdo dos horménios tireoidianos (triiodotironina e
tiroxina), importantes na regulagdo do indice metabdlico do organismo (SONIS;
FAZIO; FANG, 1996).

A tire6ide é composta por um grande numero de foliculos tireoidianos
medindo de 0,2 a 0,9 mm de didmetro no ser humano. Estes foliculos s&do revestidos
por um epitélio cubico simples, o qual é responsavel pela sintese e secregao dos
horménios tireoidianos T3 (triiodotironina) e T4 (tiroxina), e preenchidos por uma
substancia glicoproteica denominada de tireoglobulina. A tireoglobulina tem a fungéo
de armazenar os hormdnios da tiredide antes de serem secretados na corrente
sanglinea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O controle da produgédo e secre¢édo dos hormodnios tireoidianos € mediado
pelo hipotalamo que produz o horménio de liberagcdo de tireotropina (TRH) e pela
adeno-hipéfise que estimula a produgao do horménio estimulador da tiredide (TSH).
O TSH ira estimular a produgéo de triiodotironina e tiroxina pela glandula tiredide.
Esses hormbnios podem realimentar negativamente a hipofise e o hipotalamo para
interromper a secre¢cdo de TSH, mantendo o organismo com quantidades
adequadas de T3 e T4 (SONIS; FAZIO; FANG, 1996).

Os horménios tireoidianos sao caracterizados por conterem iodo; a tiroxina
contém quatro atomos de iodo e a triiodotironina, trés. A fungéo principal desses
hormoénios em vertebrados superiores é estimular o metabolismo oxidativo celular.
Uma alta concentragéo de T3 e T4 aumenta a taxa metabdlica corporal enquanto
uma baixa concentracdo destes hormdénios a reduz, sendo acompanhada por
sintomas de outras deficiéncias (SCHMIDT-NIELSEN, 1996).

Cerca de 93% dos hormdnios circulantes secretados pela tirebide consistem
em T4, € 7% em T3. Porém, a triiodotironina € mais potente e exerce a sua agdo com
maior rapidez. Em torno de 50% da quantidade de tiroxina é convertida em
trilodotironina, sendo o T3 o principal horménio tireoidiano utilizado pelos tecidos
(FISHER, 1996; GUYTON; HALL, 2006).
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A glandula tiredide mantém o metabolismo dos tecidos em nivel 6timo para as
suas fungbes normais. Os hormonios tireoidianos aumentam a atividade das
mitocondrias estimulando o consumo de oxigénio da maioria das células do
organismo, auxiliam na regulagdo do metabolismo dos carboidratos e dos lipidios e
s&0 necessarios para o crescimento e maturagdo normais. A glandula tiredide ndo é
essencial para a vida, porém, sua auséncia acarreta menor resisténcia ao frio,
lentiddo fisica e mental e, em criangas, retardamento mental e nanismo. Pelo
contrario, o excesso de secregédo tireoideana produz fadiga corporal, irritabilidade,
diarréia, taquicardia, tremores e sudorese excessiva (GANONG, 1998).

Segundo Young e Wheath (2000), os horménios tireoidianos influenciam no
crescimento do corpo e no desenvolvimento do sistema nervoso durante a vida fetal.

A exposicdo de animais a temperaturas muito baixas e algumas reacgdes
emocionais podem interferir na secre¢cdo dos horménios THR e TSH, afetando
indiretamente a secrecdo dos horménios tireoidianos. A exposi¢cao corporal ao frio
intenso por um longo periodo, estimula os centros hipotalamicos de controle da
temperatura, aumentando a secregéo dos horménios T3 e T4 e, consequientemente,
elevando o metabolismo basal em até 50% (GUYTON; HALL, 2006).

A producdo excessiva ou deficiente dos hormonios tireoidianos podem
ocasionar disturbios no funcionamento da glandula tire6ide (FISHER, 1996). Uma
dieta carente de iodo reduz a sintese de T3 e T4 e promove um aumento na sintese
de TSH pela adeno-hipéfise, com o conseqliiente aumento de volume da tiredide,
chamado de bdcio. O hipotireoidismo no adulto pode desenvolver uma desordem no
tecido conjuntivo conhecido mixedema, cujo sinal clinico mais evidente € o edema
facial, que nédo cede a pressdo. O mixedema € devido ao acumulo excessivo de
substancia fundamental nos espacos intersticiais. A deficiéncia tireoidiana na crianga
pode levar ao cretinismo, caracterizada pela deficiéncia do crescimento corporal e
retardo mental. No hipertireoidismo, o alto nivel de secre¢gdo dos hormoénios Tz e T4
pode desenvolver a doenca de Graves, também chamada de bécio exoftalmico,
devido a protrusdo dos globos oculares causada pelo edema dos tecidos
retroorbitais e alteracées degenerativas nos musculos extra-oculares (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

As concentragdes dos hormoénios tireoidianos no plasma sanglineo
necessarias para regulacao do metabolismo corporal sdo muito pequenas. Os

valores variam de n&do mais que um picograma (bilionésimo de miligrama) por
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mililitro de sangue até, no maximo, alguns microgramas (milionésimos de um grama)
(GUYTON; HALL, 2006).

A faixa de variagao de referéncia para os valores normais de T3 e T4 pode
variar entre os laboratorios, dependendo da populacdo normal usada para os
calculos e do tipo de teste utilizado para medir os horménios. Os horménios
tireoidianos s&o quase exclusivamente ligados a uma proteina na corrente
sangiinea e, como tal, sdo inativos. Menos de 1% destes horménios esta livre e
disponivel para controlar o metabolismo do organismo (CZEPIELEWSKI, 20033,
2003b).

A medida de T3 e T4 total inclui tanto as fragdes ligadas a proteinas como as
fragcOes livres. Alguns laboratorios oferecem a medida dos hormdnios tireoidianos
totais e outros oferecem a medida dos horménios tireoidianos livres, porém ambas
fornecem a mesma informagéo sobre o funcionamento normal, hipo ou hiperativo da
tiredide. (CZEPIELEWSKI, 2003a, 2003b).

Nos ultimos 40 anos, houve uma melhora substancial na sensibilidade e
especificidade dos testes tireoidianos principalmente com o desenvolvimento dos
métodos imunométricos ndo isotépicos. O método radioimunoensaio foi
desenvolvido para a dosagem de insulina por Yallow e Berson, em 1959, sendo
posteriormente utilizado para a quantificagdo de varios outros horménios (MOURA et
al., 2001). Com o avanco dos estudos nesta area, novas técnicas foram
desenvolvidas visando a substituicdo do uso de radioisétopos, por métodos de
imunoensaio enzimaticos, fluorescentes ou quimioluminescentes (STEINBECK;
WYNER, 1993).

2.6 EFEITO DO LASER SOBRE A GLANDULA TIREOIDE

Os efeitos biomoduladores da LLLT na glandula tire6ide tém sido reportados
por alguns autores (PARRADO et al., 1990; LERMA et al., 1991; AZEVEDO et al.,
2005).

Ao realizar um estudo histologico da glandula tiredide apos irradiagdo com
laser infravermelho de A=904 nm, Pérez de Vargas et al. (1981) demonstraram que a

dose total de energia de 46,80 J/cm? produziu um aumento do volume epitelial
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folicular e hiperplasia das células tireoidianas. Os capilares estavam completamente
dilatados apés 24 horas da irradiagao, normalizando-se aos 180 dias ap6s a LLLT.

Pérez de Vargas et al. (1987) investigaram a acdo do /aser infravermelho
sobre a glandula tiredide. Utilizaram um laser com comprimento de onda de 904 nm,
irradiando a glandula com doses totais de 46,8; 93,6 e 140,4 J/cm?. Os resultados
microscopicos mostraram que o /aser infravermelho, aplicado nestas doses,
provocou uma estratificagdo do epitélio folicular, assim como, uma proliferagdo
celular que conduziu a formacao de corddes celulares solidos.

Parrado et al. (1988) realizaram um estudo morfométrico da glandula tiredide
submetida a irradiagdo com o /laser infravermelho (A=904 nm), a fim de explicar as
alteragbes morfologicas descritas por Pérez de Vargas et al. (1987), e relaciona-las
com a fungao tireoidiana. Para tanto, determinaram a densidade do volume epitelial
e o inverso do indice de ativagdo, sendo este paradmetro calculado pela raz&o entre o
volume coloidal e o volume epitelial. Irradiaram a glandula tire6ide de 108 ratas
albinas, com doses diarias de 3,12; 6,24 e 9,36 J/cmz, durante 15 dias. Os animais
foram divididos por grupos de acordo com a dosimetria total recebida e o tempo
transcorrido entre o final da irradiacao e a data da morte dos animais (1, 15 e 60
dias). Os resultados evidenciaram que o /aser infravermelho promoveu um aumento
da densidade do volume epitelial e uma diminuicdo do indice de ativagdo, o que
ratifica os achados morfolégicos encontrados em outros trabalhos, os quais
mostraram uma intensa proliferagcéo celular na glandula.

Os mesmos autores, em outra pesquisa, observaram alteragbes morfologicas
produzidas na glandula tiredide de ratos albinos apés a irradiagdo com o0 mesmo
laser de emissao infravermelha com comprimento de onda de 904 nm e poténcia
maxima de 6,5 W. Dois diferentes niveis de irradiagéo foram aplicados: 3,12 Jlem? e
9,36 J/cmz, de forma pontual, no centro da area demarcada, a qual correspondia a
regiao da glandula. Os animais dos grupos experimentais foram irradiados por um
periodo de 15 dias e todos foram mortos 24 horas ap6s a ultima aplicagao do /aser.
A avaliacao de mudancgas nas densidades dos volumes epitelial, coloidal e folicular e
do indice de ativagdo permitiram quantificar o grau de lesdo na glandula produzida
pela irradiacdo. Os autores concluiram que o /aser infravermelho, aplicado com
estas doses de energia, produziu mudangas significativas no parénquima da
glandula tiredide. Foi constatado uma relagéo direta entre a severidade da leséo e a
energia da irradiagdo aplicada (PARRADO et al., 1990).
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Lerma et al. (1991) avaliaram o efeito do /aser HeNe (632 nm), através de
microscopia otica e eletrénica, aplicado sobre a glandula tiredide de ratos Wistar. Um
total de 96 ratos foram irradiados na regido anterior do pescoco, ao nivel da glandula
tiredide, com dose diaria de energia de 5 J/cm? (dose total de 75 J/icm?), 6,5 mW de
poténcia, durante 15 dias. Apds o periodo de aplicagdo do /aser, os animais foram
mortos e distribuidos em 8 grupos de acordo com os intervalos de tempo: 24 horas,
7 dias, 3 semanas, 2, 3, 6, 12 e 18 meses. Os animais do grupo controle nao
receberam irradiacdo e foram mortos com 2, 8, 14 e 20 meses. Os autores
concluiram que doses terapéuticas da LLLT podem produzir imediatamente
mudancgas teciduais de leve intensidade na glandula tire6ide, as quais regridem ao
normal em menos de trés meses apoés a irradiagdo. No mesmo estudo, os autores
correlacionaram estas alteragdes patologicas com os niveis séricos dos horménios
tireoidianos. As coletas de sangue foram realizadas antes da morte dos animais para
avaliar as dosagens hormonais de T3 e T4, através do método de radioimunoensaio.
A média dos valores de T4 eram normais até 24 horas, diminuindo ao longo do
periodo de observacao. Porém, essa reducdo néo foi estatisticamente significante
em relagdo ao grupo controle no periodo de 2 a 18 meses ap6s a irradiacdo. Os
niveis de T3 se mantiveram com valores normais até 6 meses apos a aplicagao do
laser. Os animais mortos com 12 meses apresentaram uma redug¢do nos niveis de
T3, contudo ndo foi estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle (aos
20 meses). Os pesquisadores relataram auséncia de sinais clinicos e de altera¢des
nos niveis séricos dos hormadnios tireoidianos, relacionando-os com o baixo grau de
severidade das lesdes produzidas pelo laser HeNe neste estudo.

Parrado et al. (1999) investigaram as possiveis alteragdes morfolodgicas na
estrutura vascular da glandula tiredide de ratos apds a irradiacdo com laser
infravermelho (904 nm). Os animais receberam uma dose diaria de energia de 3,12
Jlcm?, durante 15 dias, totalizando 46,80 J/cm?. A aplicagdo do laser foi realizada
diretamente sobre a regido anterior do pescogo, na qual a area correspondente a
glandula foi demarcada e tricotomizada a fim de expor a pele na regido. Os animais
foram mortos 24 horas ap6s a ultima irradiagcéo, tendo suas glandulas removidas para
analise microscopica dos capilares. Os autores concluiram que o /aser infravermelho
(904 nm) ocasionou mudancas morfoldégicas nas paredes do capilares da tiredide,

aumentando a densidade do volume e o diametro do l[Umen capilar.
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Segundo Vidal, Pérez de Vargas e Mata (2000), a aplicagdo do laser
infravermelho (904 nm) em células foliculares da glandula tiredide durante o
desenvolvimento poés-natal de ratos, induz alteragbes na secregcdo das organelas
celulares. Acreditam que essas alteragdes poderiam modificar o processo de sintese
e secrecado dos hormdnios tireoidianos.

Azevedo et al. (2005) avaliaram o efeito do /aser infravermelho (A=780 nm) na
glandula tire6ide de camundongos Swiss através da mensuragédo da quantidade de
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) circulantes no soro destes animais. Utilizaram 65
animais, os quais foram divididos em 5 grupos de acordo com periodo de tempo em
que foram mortos: grupo 1 — animais mortos antes da aplicagéo do /aser, grupo 2 —
animais mortos 24 horas ap0s a irradiagao, grupos 3, 4 e 5 — animais mortos com 48
horas, 72 horas, e 1 semana ap6s o periodo de aplicagédo do /aser, respectivamente.
A regido correspondente a glandula tiredide foi demarcada e tricotomizada. A
aplicagéo do /aser foi de maneira pontual, seguindo um protocolo de 30 mW de
poténcia, com dosimetria de 4 J/cm? na regido da glandula, por 3 dias consecutivos.
As coletas de sangue, para a dosagem hormonal, foram realizadas antes da LLLT e
apos a irradiacdo de acordo com os grupos acima descritos. A avaliacdo da
quantidade de hormoénios T; e T4 foi realizada através do método de
radioimunoensaio. Os autores concluiram que os niveis hormonais de triiodotironina
(T3) e tiroxina (T4) alteraram-se, sendo estatisticamente significantes entre o 1° dia
de aplicagdo do laser e sete dias ap6s a ultima aplicacdo. Os pesquisadores
ressaltam a necessidade de novos estudos utilizando outros protocolos de
irradiacdo, com um modelo animal de maior porte, a fim de se poder afirmar os

efeitos deletérios ou até mesmo benéficos da LLLT sobre a glandula tiredide.
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3 METODOLOGIA

3.1 RESPALDO ETICO DA PESQUISA

A presente pesquisa foi submetida a avaliacdo e aprovada pela Comissao
Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS) e protocolada sob o numero 0060/05
(ANEXO A) e pelo Comité de Etica e Pesquisa da PUCRS (CEP-PUCRS),
protocolada sob o numero 06/03417 (ANEXO B).

Nesta pesquisa foram observadas as Normas para a Pratica Didatico-
Cientifica da Vivissecgdo em Animais, que constam na Lei 6.638 de Margo de 1979
(GOLDIN, 1995); respeitando-se também os Principios Eticos na Pesquisa
Experimental, determinados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(ANEXOS C e D).

3.2 CARACTERIZACAO

A pesquisa foi realizada junto ao Programa de Pés-Graduagdo em
Odontologia, na area de concentragdo em Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial
(CTBMF), da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade Catoélica do Rio

Grande do Sul, dentro do Grupo de Pesquisa Diagnostico e Terapéutica Aplicada.

3.3 PARADIGMA

Este trabalho foi desenvolvido dentro do paradigma tradicional, quantitativo,

no design de estudo do tipo experimental verdadeiro, com as amostras selecionadas
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de forma aleat6ria, com um grupo de controle com pré e pos-teste (CAMPBELL;
STANLEY, 1979).

3.4 VARIAVEIS

3.4.1 Variavel Dependente

Nivel hormonal de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) circulantes no sangue.

3.4.2 Variaveis Independentes

a) laser diodo Arseneto de Galio e Aluminio (GaAlAs);
b) local de aplicagédo do /aser,
- glandula tiredide;

- alvéolo pés-exodontia do incisivo inferior.

3.5 DEFINICAO CONCEITUAL

3.5.1 Laser Diodo GaAlAs

Laser semicondutor que tem como meio ativo o composto de GaAlAs, com
comprimento de onda de 830 nm, que emite um espectro na faixa do infravermelho,

com poténcias variando entre 20 a 1.000 mW.
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3.5.2 Glandula Tiredide

A tiredide é uma pequena glandula endécrina com formato de borboleta,
localizada no pescogo, acima da incisura supra-esternal e abaixo da cartilagem
cricoide. Tem como fungéo produzir, armazenar e liberar horménios tireoidianos na

corrente sanguinea.

3.5.3 Triiodotironina (T3) e Tiroxina (T4)

Sao hormoénios produzidos pela glandula tireéide capazes de aumentar o
indice metabdlico do organismo, atuando nas células, nos tecidos e nos 6rgaos do

corpo humano.

3.6 PROBLEMA

A aplicagéo do /aser diodo GaAlAs (A=830 nm), sobre a regido da glandula
tiredide ou em regides anatdbmicas proximas a ela, altera os niveis hormonais de
trilodotironina (T3) e tiroxina (T4) circulantes no soro de coelhos, comprometendo o

funcionamento desta glandula?

3.7 HIPOTESES

a)a LLLT (GaAlAs, A=830 nm) aumenta ou diminui a quantidade de
horménios triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) circulantes no soro quando

realizada diretamente sobre a regido anatémica da glandula tireoide;
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b)a LLLT (GaAlAs, A=830 nm) aumenta ou diminui a quantidade de

horménios triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) circulantes no soro quando

realizada sobre o alvéolo pds-exodontia do incisivo inferior.

3.8 CONFIGURACAO DA AMOSTRA

A amostra desta pesquisa foi

constituida de 24 coelhos da ordem

Lagomorpha, género Oryctolagus, espécie Oryctolagus cuniculus, raga Nova

Zelandia, variedade branco, machos, pesando entre 3 e 4 kg, com 3 meses de

idade, clinicamente sadios, selecionados aleatoriamente num plantel com 50

animais®. Os animais foram numerados de 1 a 50 e sorteados, de modo que a

selecédo da amostra da pesquisa validasse um trabalho experimental verdadeiro.

3.9 ORGANIZACAO DOS GRUPOS

Os 24 animais selecionados foram distribuidos de forma aleatéria em trés

grupos distintos constituidos de 8 coelhos cada, sendo entdo dois grupos

designados como experimentais (El e EIl) e um como controle (Quadro 1).

Grupo Controle
(ndo irradiados)

Laser aplicado sobre o
alvéolo pés-exodontia
(EI)

Laser aplicado sobre a
regiao da glandula
tiredide (EIl)

8 animais

Quadro 1 - Organizagéo dos grupos

8 animais

8 animais

®Os espécimes foram adquiridos através da firma Pergoraro & Pergoraro Ltda. Rodovia RS452, Km
9, Arroio Feliz — Feliz/RS. Inscrigdo Estadual 047/0011947.
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Para padronizar os experimentos, todos os 24 animais foram submetidos ao
procedimento cirurgico de exodontia do incisivo inferior esquerdo, criando uma

condicdo clinica inicial de igualdade entre os trés grupos.

3.10 INSTALACOES

A manutengdo dos animais, os procedimentos cirurgicos, as coletas de
sangue, bem como a aplicagéo do /aser foram realizados no biotério do Governo do
Estado do Rio Grande do Sul, Fundacdo Estadual de Produgdo e Pesquisa em
Saude (FEPPS), Coordenagéo de Producdo e Experimentacdo Animal — CPEA
(ANEXO E). Todos os animais passaram, previamente a cirurgia, por um periodo de
5 dias para ambientagcdo no biotério de manutengédo desta Instituicdo. Os coelhos
permaneceram em gaiolas individuais suspensas, evitando o contato direto com
fezes e urina, sob observagdo num periodo de 2 semanas (Figura 1). Os animais
foram alimentados com dieta sélida* e a agua fornecida ad libitum. As instalacdes
eram climatizadas, mantendo-os sob condigdes normais de iluminagédo, umidade e
temperatura. Todas as gaiolas foram devidamente etiquetadas, durante todo o

periodo do experimento, conforme o grupo a que pertenciam os animais.

* Linha Natural, Purina®
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Figura 1 - Alojamento dos coelhos em gaiolas individuais suspensas durante o periodo experimental

3.11 PROCEDIMENTO CIRURGICO

O procedimento cirurgico foi realizado no laboratorio de experimentagdo do
biotério, sendo este ambiente separado do ambiente de criagdo. Assim sendo, os
animais nao ficaram expostos ou sob tensao de ruidos, odores e até mesmo a viséo
dos procedimentos que foram realizados.

Todas as etapas dos procedimentos anestésicos foram supervisionadas por
uma Médica Veterinaria®, que acompanhou o pré, trans e pos-operatorio dos
animais.

Apos a afericdo do peso, os animais foram anestesiados por meio de inje¢ao
intramuscular de Dopalen®(Cloridrato de Ketamina)®, na dose de 20 mg/kg de peso e
de Cloridrato de Xilasina’, 3 mg/kg de peso. Apds dez minutos, sob anestesia geral,

foi realizada a antissepsia da regidao do incisivo inferior esquerdo com digluconato de

®Dra. Luisa Gomes de Macedo Braga, CRMV 2393. Médica Veterinaria da Coordenacao de Producéo
e Experimentacdo Animal da FEPPS.

6 Dopalen®, fabricado por Divisdo Vetbrands Saude Animal. Sdo Paulo.

"Anasedan®, fabricado por Divisdo Vetbrands Saude Animal. Sao Paulo.
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clorexidina a 2%?® (Figuras 2A e 2B). A seguir foi realizada, na regido do alvéolo, uma
infiltracdo de 0,5ml de lidocaina a 2% com epinefrina na proporcao de 1:50.000
visando a vasoconstri¢ado local (Figura 3).

Figura 3 - Infiltracdo de anestésico na regido alveolar do incisivo inferior esquerdo

Procedeu-se, entdo, a sindesmotomia (Figura 4) e ap6s a exodontia do
incisivo inferior esquerdo com o auxilio de um férceps infantil n°5'° (Figuras 5A e
5B). Apbs a exodontia, o alvéolo foi irrigado com solug¢édo salina de soro fisiolégico

8 FGM Produtos Odontolégicos. Joinville, Santa Catarina.
® Probem Laboratério de Produtos Farmacéuticos e Odontolégicos Ltda.
10 Forceps Odontolégico Infantil n°5. EDLO S/A. Canoas/RS. Brasil.
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0,9%"" e a seguir suturado com um fio agulhado mononylon Ethicon®'? 4-0 (Figura

6). A sutura foi removida apds 7 dias em todos os animais.

e ‘

5N

Figuras 5A e 5B - Exodontia do incisivo inferior esquerdo (A); alvéolo pds-exodontia (B)

" Solugéo isotdnica de Cloreto de Sodio a 0,9%, estéril, apirogénica. Industria Farmacéutica BASA
Ltda. Caxial do Sul/RS.

"2 Fio monofilamentado 4.0 (45cm), agulha Ethiplast E-16 com curvatura de 3/8 e comprimento de
1,65cm, fabricado pela Ethicon® - Johnson & Johnson.
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Figura 6 - Sutura do alvéolo com mononylon 4-0

Aproveitou-se a anestesia geral para tricotomizar, por raspagem dos pélos, e
tatuar com violeta de genciana 1% a regido a qual corresponde a glandula tireside
nos animais do grupo experimental Il (Figura 7), para posterior irradiagdo com o
laser GaAlAs.

Figura 7 - Demarcagéo da regido que corresponde a glandula tireéide nos coelhos

¥ Indafarma®.
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Os animais receberam, no pdés-operatério imediato, 20 gotas de Alivium®"*
(Ibuprofeno 50 mg/ml) colocadas no recipiente de agua em que bebiam, para o
controle da dor.

Foram feitos controles diarios de alimentagdo e condicbes de saude dos

animais, ap6s o procedimento cirurgico, pela veterinaria responsavel.
3.12 IRRADIACAO COM LASER

O aparelho utilizado foi o Thera Lase®', laser de diodo infravermelho com
meio ativo GaAlAs (Arseneto de Galio e Aluminio), devidamente calibrado segundo o
teste espectrorradiométrico (ANEXO F), com comprimento de onda de 830nm,

associado a uma fibra ética com area de 0,002827 cm? (Figura 8).

THERA @
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Figura 8 - Aparelho Thera Lase®

De acordo com Almeida-Lopes e Massini (2002), se utiliza a area da secc¢éo
transversal do feixe de luz /aser para o calculo da dosimetria, o que implica na
corregdo das tabelas de fluéncia (dosimetria) através de um fator multiplicador

préximo de 20. Portanto, uma vez que a area da fibra 6ptica do aparelho Thera

" Alivium® - Mantecorp Industria Quimica e Farmacéutica Ltda.
'® Thera Lase®. DMC Equipamentos. Sao Carlos. Sado Paulo.
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Lase® corresponde a aproximadamente 20 vezes menos que a area de 1 cm?, as
dosimetrias recomendadas de 1 a 6 J/cm? foram corrigidas para 20 a 120 J/cm?.
Para o calculo da dosimetria aplicou-se a formula padrao:

DE (J/cm?) = P (W) X t (s)
A (cm?)

onde, (DE) é a densidade de energia a ser calculada ou dosimetria, (P) é a poténcia,
(t) € o tempo de aplicacéo e (A) representa a area da secgao transversal do feixe de
luz laser (ALMEIDA-LOPES; MASSINI, 2002).

Apds a 12 coleta de sangue e ao final do procedimento cirdrgico de exodontia
do incisivo central inferior, os animais dos grupos experimentais (El e Ell) foram
submetidos a primeira sesséo de laser (GaAlAs), 830 nm, na dose de 30 Jicm?, de
forma pontual, com poténcia de 40 mW, no modo de emissao continua, num tempo

de aplicagdo de 2,2 segundos.

3.12.1 Grupo Experimental EIl

Os animais pertencentes ao grupo El receberam 4 doses pontuais de 30
Jicm? de irradiagdo diretamente sobre o centro do alvéolo dentario. A aplicagao foi
conduzida com a ponteira posicionada perpendicularmente sobre o alvéolo,
totalizando 120 J/cm? por sessdo. A irradiacéo foi realizada a cada 48 horas, num
total de 7 sessbes de aplicagao, durante o periodo de 13 dias, totalizando 840 Jiem?
(Quadro 2) (Figura 9).

3.12.2 Grupo Experimental Ell

Os animais pertencentes ao grupo Ell receberam doses de irradiacao iguais
as oferecidas ao grupo El, porém a aplicacéo foi conduzida diretamente sobre a

regido da glandula tiredide (APENDICE A), através da pele tricotomizada e
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desengordurada com gaze embebida em solug&o alcoodlica. Demarcou-se uma area
de 3 cm? na regiao da glandula e aplicou-se o laser em 4 pontos equidistantes, com
a ponteira posicionada perpendicularmente a regido, totalizando 120 Jicm? por
sesséo. A irradiagdo, também, foi realizada a cada 48 horas, num total de 7 sessdes
de aplicagdo, durante o periodo de 13 dias, totalizando 840 J/cm? (Quadro 2)
(Figura10).

Os animais né&o irradiados (grupo controle) foram submetidos a uma
simulacédo da irradiagdo com o aparelho desligado, passando pela mesma rotina dos

animais irradiados.

[ owo [ oo

Grupo Experimental El 840J/cm?
Grupo Experimental Ell 840J/cm?
Grupo Controle 0J/cm?

Quadro 2 - Protocolo de irradiagdo com laser GaAlAs (doses totais por grupo)

Figura 9 - Aplicacédo do laser GaAlAs sobre o alvéolo dentario
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Figura 10 - Aplicagéo do /aser GaAlAs sobre a glandula tiredide

De acordo com as regulamentagdes brasileiras, o laser foi aplicado em local
isolado, com caracteres e simbologia internacionais para area em uso ou presencga
de irradiagao, observando-se os procedimentos de seguranga recomendados para
tratamento com luz /aser.

No décimo-quinto dia, isto é, 48 horas apos a ultima sesséo de LLLT no grupo
El e EIl, realizou-se a 22 coleta de sangue para as dosagens hormonais de

triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) em todos os animais dos 3 grupos.

3.13 DOSAGEM HORMONAL

As dosagens hormonais de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) foram realizadas
em todos os animais dos 3 grupos, antes do procedimento cirurgico de exodontia do
incisivo central inferior esquerdo e no ultimo dia de observacdo (15° dia) do
experimento. Coletou-se 3ml de sangue por puncdo venosa, através da veia
marginal da orelha, utilizando tubos Vacutainer®'® sem anticoagulantes, identificados

para cada animal dos 3 grupos (Figuras 11A e 11B).

'® BD-Vacutainer® Pediatric Systems. Becton & Dickinson Co.



60

Figuras 11A e 11B - Coleta do sangue através da veia marginal da orelha (A) utilizando tubos
Vacutainer® sem anticoagulantes (B)

As amostras coletadas foram encaminhadas, em refrigeragcéo, ao Laborat6rio
de Analises Clinicas' (ANEXO G) para realizagdo das dosagens hormonais de
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) através do teste imunoenzimatico ELISA (do inglés
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) (ANEXO H) que se baseia em reacgdes
antigeno-anticorpo detectaveis através de reagdes enzimaticas.

Apds o experimento, os animais foram destinados a doagéo. Os resultados
obtidos das dosagens hormonais de triiodotironina (Ts) e tiroxina (T4) (APENDICES

B e C), foram anotados em tabelas para posterior avaliagéo e analise estatistica.

3.14 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica deste trabalho foi realizada através de tabelas, graficos, e
pelos testes estatisticos t-student e Kruskal-Wallis.

O teste t-student para dados pareados foi utilizado com o objetivo de
comparar os valores hormonais obtidos pré e poés-aplicagdo do /laser para cada

grupo de estudo.

" LABORVET - Laboratério de Analises Clinicas. Rua Tito Livio Zambecari, n°® 455, POA/RS.
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Com o objetivo de comparar os grupos entre si, foi calculada uma nova
variavel chamada de Diferenga, esta variavel foi criada a partir da subtragdo dos
valores hormonais de T3 e T4 observados no periodo pdés com os valores do periodo
pré-aplicacdo do laser. A idéia desta analise foi verificar se os resultados desta
diferenca seriam significativamente diferentes entre os grupos experimentais quando
comparados com o controle, ou seja, se um grupo apresentaria um aumento ou uma
reducdo dos valores T3 e T4 superior a outro. Para esta analise devido a grande
variacdo nos dados utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

Os resultados dos testes foram considerados significativos em um nivel de
significancia maximo de 5% (p<0,05). O processamento e a analise destes dados foi

realizado utilizando o software estatistico SPSS versdo 10.08.

'8 Statistical Package for Social Science. Versdo 10.0. Produzido por SPSS® Inc. 233 South Wacker
Drive, 11" floor, Chicago, IL 6060.
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A partir da metodologia empregada e anteriormente descrita nesta pesquisa,

foi possivel obter e apresentar os resultados a seguir descritos:

Tabela 1 - Comparagéo dos valores para T; e T4 pré x pos-aplicagédo do /laser nos

grupos estudados.

Comparagéao n Média Desvio-padréo t P
Grupo Controle
T3 (Triiodotironina)ng/ml (A) 8 1,231 0,311 0,046 0,965
T3 (Triiodotironina)ng/ml (B) 8 1,228 0,200
T4 (Tiroxina) ug/dl (A) 8 3,160 0,827 -1,499 0,178
T4 (Tiroxina) ug/dl (B) 8 3,550 1,003
Grupo Laser no Alvéolo (El)
T3 (Triiodotironina)ng/ml pré 8 1,514 0,686 0,663 0,529
T3 (Triiodotironina)ng/ml p6s 8 1,480 0,589
T4 (Tiroxina) ug/dl pré 8 4,110 2,679 0,696 0,509
T4 (Tiroxina) ug/dl pos 8 3,761 1,306
Grupo Laser na Tireéide (Ell)
T3 (Triiodotironina)ng/ml pré 8 0,973 0,293 -1,327 0,226
T3 (Triiodotironina)ng/ml p6s 8 1,079 0,172
T4 (Tiroxina) ug/dl pré 8 2,993 0,622 -0,835 0,431
T4 (Tiroxina) ug/dl pos 8 3,243 1,249

A = pré-aplicacdo do laser nos grupos experimentais
B = pds-aplicacdo do laser nos grupos experimentais

Através dos resultados do teste t-student para amostras pareadas verifica-se

que nao existe diferenca significativa entre os valores pré e pés-aplicagdo do laser

para nenhuma das compara¢des realizadas nos grupos experimentais (El e Ell).

Observa-se que o grupo controle ndo apresentou diferenca significativa entre os

valores de T3 e T4 no periodo do experimento (p=0,965 e p=0,178, respectivamente).
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Graéfico 1 - Comparagédo dos valores para Tz e T4 pré x pos-aplicagdo do /laser nos grupos estudados.

Tabela 2 - Comparagéo da Diferenca dos valores hormonais pos — pré-aplicagdo do

laser entre os grupos estudados.

Diferenga pds - pré

Grupo n Média Desvio-padrdo Rank Medio P

Diferenca T3

Grupo Controle -0,004 0,233 10,875 0,205
Grupo Laser no Alvéolo (El) 8 -0,034 0,144 10,500

Grupo Laser na Tiredide (Ell) 8 0,106 0,226 16,125
Diferenga T,

Grupo Controle 0,390 0,736 15,000 0,454
Grupo Laser no Alvéolo (El) 8 -0,349 1,417 10,750

Grupo Laser na Tiredide (Ell) 8 0,250 0,847 11,750

Através dos resultados do teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis verifica-se

que nao existem diferencas significativas para a comparagdo da Diferenga dos

valores de T3 e T4 entre os grupos estudados (p=0,205 e p=0,454, respectivamente).
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5 DISCUSSAO

A LLLT tem se mostrado um meio efetivo e benéfico em diversos tratamentos
odontologicos. Em virtude da ampla utilizagéo do /aser pelos profissionais, os efeitos
da LLLT em diferentes estruturas anatémicas e em diversas aplicagdes clinicas tém
sido objeto de estudo de muitos pesquisadores.

Alteragdes morfoldgicas e funcionais na glandula tire6ide tém sido relatadas
por alguns autores apds a aplicagéo da irradiacéo /aser sobre esta glandula (PEREZ
DE VARGAS et al., 1987; PARRADO et al., 1990; LERMA et al., 1991; AZEVEDO et
al., 2005). Estes achados impulsionaram a realizacao desta pesquisa, uma vez que
a tirebide esta localizada préxima da regido mandibular, a qual € irradiada em muitos
procedimentos pelo cirurgido-dentista.

Dentre as inumeras indicagdes da LLLT relatadas na literatura, destaca-se a
sua utilizacdo em alvéolos p6s-extragao, com o propésito de promover uma melhor e
mais rapida cicatrizacao alveolar (TAKEDA, 1998; GARCIA et al., 2000; KUCEROVA
et al., 2000).

A fim de se obter uma condicdo clinica inicial para o uso do /aser, neste
experimento, realizou-se a extragcdo do incisivo inferior de todos os animais. A
escolha deste dente, baseou-se no fato de que o /laser ao ser aplicado nesta regiao
poderia incidir indiretamente sobre a glandula tiredide, visto que a aplicagao do /aser
em uma area bem definida pode atingir regides mais profundas, apresentando tanto
um efeito local quanto sistémico (ROCHKIND et al., 1989; ALMEIDA-LOPES, 2003;
RODRIGO et al., 2009).

Nesta investigacao, foi empregado o /aser diodo GaAlAs (A=830nm) pela sua
propriedade de penetragcédo tecidual maior que o HeNe, o qual trabalha com uma
comprimento de onda na faixa de 632,8 nm. Os /asers infravermelhos possuem uma
maior penetracao nos tecidos subcutaneos devido a sua baixa absorg&o na agua ou
nos pigmentos da pele (BASFORD, 1995; KOLAVORA; DITRICHOVA; WAGNER,
1999). Além disso, em concordancia com Romanos e Nentwig (1999), estes
aparelhos sao de facil manuseio, apresentam-se disponiveis no mercado e possuem
baixo custo em relagdo a outros tipos de /aser desta categoria. Ao avaliar o efeito da

LLLT na regido da glandula tire6ide de camundongos, Azevedo et al. (2005) também
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utilizaram um /aser diodo infravermelho, porém com um comprimento de onda de
780nm.

Com relacdo a dosimetria da LLLT administrada nesta pesquisa, optou-se por
utilizar a dose maxima recomendada pelo fabricante do aparelho para o uso em
alvéolos pds-extracdo, ou seja, 120 J/cm? por sessdo (ALMEIDA-LOPES, 2003).
Esta mesma dose igualmente foi aplicada diretamente sobre a regido da glandula
tireGide para que fosse possivel comparar o efeito local e sistémico da radiagao laser
sobre esta glandula.

E importante ressaltar que foi utilizado o calculo de dosimetria defendida por
Almeida-Lopes e Massini (2002), ja que o aparelho utilizado preconiza essa
conversdo. Portanto, as doses utilizadas em alvéolos péds-extragdo foram
multiplicadas por 20, em virtude de uma conversao relativa a area de aplicagao e ao
tamanho da fibra. Especificamente nesta pesquisa, teriamos uma dose de 6 J/cm?,
estando de acordo com a maior parte dos protocolos de /aser que objetivam
alcancar uma melhor cicatrizacdo tecidual, proporcionando um estimulo na
proliferacdo das células osteoblasticas e consequiente diminuigdo na modulagdo da
dor e inflamacao. Schindl et al. (2000) relataram que a maioria das reagdes
bioldgicas induzidas pela LLLT situam-se com as doses entre 1 a 50 J/cm?.

Quanto aos demais parametros da irradiagdo utilizados, como poténcia,
numero de aplicacdes, duracao e freqiiéncia do tratamento basearam-se em outros
trabalhos anteriormente desenvolvidos na PUCRS (SILVA JUNIOR et al., 2002;
GUIMARAES, 2006; WEBER et al., 2006). O laser nos grupos experimentais foi
aplicado a cada 48hs, totalizando sete irradia¢des, considerando-se que os efeitos
biomoduladores da LLLT sdo melhores quando se utilizam multiplas aplicagbes e
ndo aplicagdes unicas com dose total (KHADRA et al., 2004).

A escolha do coelho como modelo animal para a realizagdo desta pesquisa
baseou-se em seu porte, o qual permitiu a retirada de uma quantidade de sangue
suficiente para analisar os niveis de T3 e T4. Azevedo et al. (2005) relataram
dificuldades na obtengcdo do soro sanglineo para mensuragdo dos horménios
tireoidianos, quando da utilizagdo de animais de porte inferior como ratos, em virtude
da pequena amostra de sangue obtida.

A exposigao a temperaturas elevadas causa alteragdes no equilibrio hormonal
de diversas espécies animais e, em particular, no funcionamento da glandula tire6ide

(ANDREAZZI| et al., 2004). Portanto, os animais permaneceram em instalagbes
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climatizadas, mantendo-os sob condi¢gdes normais de temperatura durante todo o
periodo do experimento, evitando dessa forma alteragdes fisiolégicas nos hormonios
tireoidianos.

Assim como nos estudos de Parrado et al. (1990); Vidal, Pérez de Vargas e
Mata (2000) e Azevedo et al. (2005), a aplicacao do /laser sobre a glandula tiredide
foi precedida pela tricotomia da regido, com o propésito de garantir que um maximo
de energia emitida pelo aparelho fosse absorvida pelo tecido glandular.

A funcéo da glandula tiredide é normalmente avaliada pela mensuragéo da
concentragao sérica basal de seus horménios (LERMA et al.,1991; AZEVEDO et al.,
2005; GUYTON; HALL, 2006). Os testes T4 total e T3 total foram realizados, nesta
pesquisa, em virtude de que técnicamente é mais facil mensurar as concentragbes
totais dos horménios tireoidianos do que as fragbes né&o ligadas as proteinas
(MOURA et al., 2001).

O radioimunoensaio (RIE) € um dos métodos que podem ser empregados
para dosagem hormonal, tendo sido utilizado por alguns pesquisadores para
mensurag¢ao da quantidade de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) circulantes no soro
sangiineo (LERMA et al., 1991; AZEVEDO et al., 2005). Entretanto, o RIE esta
sendo substituido, em muitos laboratorios clinicos, por outros métodos mais precisos
e que nao necessitam de materiais radioativos para sua realizacdo. O ensaio
imunoenzimatico ELISA comprovou ser um método sensivel para quantificar os
niveis séricos de T3 e T4 em coelhos, visto que possibilitou a obtencdo destes
valores hormonais antes e depois da aplicagédo do /aser em todos os animais.

Os testes estatisticos empregados, neste estudo, ndo demonstraram
diferencas significativas nos niveis hormonais da glandula tiredide ap6s a aplicagcéao
da LLLT nos grupos experimentais estudados. No entanto, percebe-se que o grupo
que recebeu a aplicagdo do laser sobre a regido da glandula tiredide, em média, foi
0 que apresentou um maior aumento do nivel sérico de T3, porém, este aumento,
nao foi significativo. A explicacao para tais resultados baseia-se no fato de que nao
houve um padrdo comportamental dos animais dentro dos grupos, os quais
apresentaram uma grande variabilidade dos valores hormonais mensurados.

Os resultados desta pesquisa corroboram os achados de Lerma et al. (1991)
que, ao analisarem os efeitos do laser HeNe sobre a glandula tiredide de ratos
Wistar, ndo encontraram evidéncias de alteragdes nos niveis séricos dos hormoénios

tireoidianos.
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Estes resultados, entretanto, ndo foram compartilhados por Azevedo et al.
(2005), apos a aplicagdo da LLLT (A=780 nm) sobre a glandula tireéide de
camundongos Swiss. Estes autores observaram diferengas significativas nos niveis
hormonais de Tz e T4 entre o 1° dia de aplicagcdo do /aser e sete dias apos a ultima
aplicagéo. Contudo, nota-se que néo foram realizados testes hormonais de T; e T4
prévios nos animais que receberam a aplicagao do /aser, deixando duvidas de que
0s niveis hormonais apresentados pelo animal apdés a LLLT estariam realmente
alterados.

A fim de verificar a variabilidade individual do espécime estudado, 0 mesmo
animal foi submetido ao teste hormonal de T3 e T4, com e sem a terapia /laser, em
momentos distintos. Tal metodologia possibilitou a comparagdo dos valores
hormonais obtidos pré e pos-aplicagcao do /laser para cada grupo de estudo.

Os diferentes protocolos utilizados na LLLT dificultam a interpretacéo do efeito
do laser no funcionamento da glandula tire6ide, bem como, a comparacado dos
resultados entre os estudos.

Concorda-se com Belkin e Schwartz (1989), Basford (1995) e Schindl et al.
(2000), os quais apontam a necessidade de se empregar protocolos mais bem
definidos na metodologia dos trabalhos, para que comparagdes mais fidedignas
ocorram, proporcionando assim a realizagdo correta de estudos que verifiquem a
real atuagao do /aser sobre os tecidos.

Embora os resultados obtidos no presente estudo sejam motivadores,
viabilizando o uso do /aser com seguranga em regides proximas a glandula tiredide,
novas pesquisas variando o numero de animais, a dosimetria e poténcia do /aser,
bem como o periodo de radiagdo, devem ser realizadas, no intuito de melhor

conhecer os efeitos da LLLT no funcionamento desta glandula.



i

-
=5

CONCLUSOES



72

6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e nos parédmetros do /aser utilizado nesta
pesquisa, pode-se concluir que a LLLT ndo alterou os niveis hormonais de
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) circulantes no soro de coelhos. Em relacdo aos

objetivos especificos verificou-se que:

a) o laser GaAlAs (A=830 nm) ndo comprometeu o funcionamento da
glandula tiredide quando aplicado diretamente sobre a sua regido

anatdémica;

b) o laser GaAlAs (A=830 nm) ndo comprometeu o funcionamento da
glandula tiredide quando aplicado sobre o alvéolo pds-exodontia do

incisivo central inferior de coelhos.
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APENDICE A - Anatomia interna do coelho

F16. 233. — Le Cobaye, organes en place, male ; ce., cacum
lage thyroide : d., diaphragme ; ., estomac
i, intestin gn’*lc 3 Ly larynx ; 0., oreillette ; a., cesophage 3 ¢. g. u., orifice génito-
urinaire male ; f., poumon ; #¢., pénis ; ff., pharynx ; &, testicule ; ., thymus ;
thy., glande thyreide : fr., trachée ; v., ventricule : v. b., vésicule biliaire, :

3 ; € th, carti-
i+ S foie 5 gl 5., glande salivaire ;

Fonte: TIXIER, A.; GAELLARD, J.M. Anatomie Animale et Dissection. Paris:
Vigat Freres Editeurs, 1957.
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APENDICE B- Resultados das dosagens hormonais pré-aplicagdo do laser

T N
(Triiodotiroilina)ng/ml Ta (Tiroxina) ug/di
COELHO

C1 1,56 3,47
C2 1,66 3,39
C3 1,43 3,6
C4 0,71 1,33
C5 1 3,1
C6 1,22 4,2
C7 1,14 3,12
C8 1,13 3,07
A1 2,07 4,54
A2 1,48 3
A3 2,86 10,55
A4 1,56 2,87
A5 1,35 3,1
A6 1,12 3,6
A7 1,02 2,69
A8 0,65 2,53
T1 1,41 3,94
T2 1,19 3,31
T3 1,25 3,6
T4 0,88 2,59
T5 0,98 3,27
T6 0,81 2,55
T7 0,54 2,51
T8 0,72 2,17

COELHOS C: GRUPO CONTROLE
COELHOS A: GRUPO EXPERIMENTAL | (LASER APLICADO NO ALVEOLO)
COELHOS T: GRUPO EXPERIMENTAL Il (LASER APLICADO NA TIREOIDE)
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APENDICE C - Resultados das dosagens hormonais pés-aplicagdo do laser

T N
(Triiodotiroilina)ng/ml Ta (Tiroxina) ug/di
COELHO
C1 1,49 4,36
C2 1,41 3,74
C3 1,24 4,61
C4 1,17 2,64
C5 0,84 2,43
C6 1,25 4,91
C7 1,1 3,26
C8 1,32 2,45
A1 1,8 4,3
A2 1,36 3,04
A3 2,67 6,77
A4 1,61 3,14
A5 1,38 3,46
A6 1,27 3,41
A7 1,09 3,35
A8 0,66 2,62
T1 1,05 5,82
T2 1,27 3,22
T3 1,29 3,65
T4 1 1,86
T5 1,26 3,11
T6 0,95 2,63
T7 0,97 3,68
T8 0,84 1,97

COELHOS C: GRUPO CONTROLE

COELHOS A: GRUPO EXPERIMENTAL | (LASER APLICADO NO ALVEQLO)
COELHOS T: GRUPO EXPERIMENTAL Il (LASER APLICADO NA TIREOIDE)
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ANEXO A - Protocolo da Comissio Cientifica e de Etica da Faculdade de
Odontologia da PUCRS

Comissdo Cientifica e de Etica
Faculdade da Odontologia da PUCRS

Porto Alegre 11 de  julho de 2005

O Projeto de: Tese

Protocolado sob n°: 0060/05

Intitulado: Efeito do laser de baixa poténcia (GaAlAs) no
funcionamento da glandula tireéide: estudo em coelhos

do(a) aluno(a): Bruna Rodrigues Fronza

Programa de: - Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial

do curso de: Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial

Nivel: Doutorado

Orientado pelo(a):  Prof. Dr. Jodo Batista Blessmann Weber

Foi aprovado pela Comissao Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia
da PUCRS em 08 de julho de 2005.

Profa. Dra. Maril
Presidente da Comis
Faculdade de Od

Gerhardt de Oliveira
Cientifica e de Etica da
tologia da PUCRS

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 Fone/Fax: (51) 3320-3538
Porto Alegre /RS — Brasil — Cx. Postal: 1429 e-mail: odentologia-paf@pucrs.br
90619-900
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ANEXO B - Protocolo do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Oficio 1450/06-CEP Porto Alegre, 18 de dezembro de 2006.

Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS
apreciou e aprovou seu protocolo de pesquisa registro CEP 06/03417, intitulado:
“Efeito do laser de baixa poténcia (GaAlAs) no funcionamento da glandula
tiredide: estudo em coelhos”.

Sua investigagdo esta autorizada a partir da
presente data.

Relatérios parciais e final da pesquisa devem ser
entregues a este CEP.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Jgsé RoHerto Goldim
COORDERNA 7CEP-PUCRS

/

limo(a) Sr(a)
Dr(a) JoZo Batista Blessmann Weber
N/Universidade

Campus Central
PLICRS Av. Ipiranga, 6690 - 3%andar - CEP: 90610-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs.br
www.pucrs.br/prppg/cep
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ANEXO C - Normas para a Pratica Didatico Cientifica da Vivissecgdo em
Animais?

Art. 01 — Fica permitida, em todo o territério nacional, a vivissec¢ao de animais, nos
termos desta lei.

Art. 02 — Os biotérios e os centros de experiéncias e demonstragdes com animais
vivos deverdo ser registrados em oOrgao competente e por ele autorizados a
funcionar.

Art. 03 — A vivissecgdo n&o sera permitida:
| — sem o0 emprego de anestesia;
Il — em centros de pesquisa e estudos nao registrados em 6érgao competente;
lll — sem supervisao de técnico especializado;
IV — com animais que ndo tenham permanecido mais de 15 dias em biotério
legalmente autorizados;
V — em estabelecimento de ensino de 1° e 2° graus e em quaisquer locais
freqlientados por menores de idade.

Art. 04 — O animal s6 podera ser submetido as intervengbes recomendadas nos
protocolos das experiéncias que constituem a pesquisa ou os programas de
aprendizagem cirurgica, quando, durante ou ap0s a vivissecgéo, receber
cuidados especiais.

Paragrafo 1° — Quando houver indicagéo, o animal podera ser sacrificado sob
estrita obediéncia as prescrigdes cientificas.

Paragrafo 2° — Caso ndo sejam sacrificados, os animais utilizados em
experiéncias ou demonstracdes somente poderdo sair do biotério 30 (trinta)
dias apés a intervencédo, desde que destinados a pessoas ou entidades
idéneas que por eles queiram responsabilizar-se.

Art. 05 — Os infratores da lei estaréo sujeitos:
| — as penalidades cominadas no artigo 64, caput, do Decreto-lei 3.688 de
03/10/1941, no caso de ser a primeira infragéo;
Il — a interdicdo e cancelamento do registro do biotério ou do centro de
pesquisas, no caso de reincidéncia.

20 BRASIL. Lei 6638 de 08 de maio de 1979, que estabelece normas para a pratica didatico-cientifica
da vivissecgdo de animais e determina outras providéncias.
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Art. 06 — O poder Executivo, no prazo de 90 (noventa) dias, regulamentara a
presente Lei, especificando:
I — o 6rgédo competente para o registro e a expedicdo de autorizagdo dos
biotérios e centros de experiéncias e demonstracbes com animais vivos;
Il — as condi¢cbes gerais exigiveis para o registro e o funcionamento dos
biotérios;
lll - 6rgdo e autoridades competentes para fiscalizacdo dos biotérios em
centros mencionados no inciso I.

Art. 07 — Esta Lei entra em vigor na data da sua publicagao.

Art. 08 - Revogam-se as disposi¢cdes em contrario.
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ANEXO D - Principios Eticos na Pesquisa Experimental®’

Art. | — Todas as pessoas que pratiquem a experimentacao biolégica devem tomar
consciéncia de que o animal é dotado de sensibilidade, de memoéria e que sofre sem

poder escapar a dor;

Art. Il — O experimentador &, moralmente responsavel por suas escolhas e por seus

atos na experimentac&o animal;

Art. lll — Procedimentos que envolvam animais devem prever e se desenvolver
considerando-se sua relevancia para a saude humana o animal, a aquisicdo de

conhecimentos ou o bem da sociedade;

Art. IV — Os animais selecionados para um experimento devem ser de espécie e
qualidade apropriadas a apresentar boas condicbes de saude, utilizando-se o
numero minimo necessario para se obter resultados validos. Ter em mente a
utilizacdo de métodos alternativos tais como modelos matematicos, simulagé&o por

computador e sistemas biologicos “In vitro”;

Art. V — E imperativo que se utilizem os animais de maneira adequada, incluindo ai
evitar o desconforto, angustia e dor. Os investigadores devem considerar que os
processos determinantes de dor ou angustia em seres humanos causam o mesmo

em outras espécies, a ndo ser que o contrario tenha se demonstrado;

Art. VI — Todos os procedimentos com animais, que possam causar dor ou angustia,
precisam se desenvolver com sedagdo, analgesia ou anestesia adequadas. Atos
cirurgicos ou outros atos dolorosos ndo podem se realizados em animais nao

anestesiados e que estejam apenas paralisados por agentes quimicos e/ou fisicos;

Art. VIl — Os animais que sofram dor ou angustia intensa ou crénica, que nao
possam se aliviar e os que nao serao utilizados devem ser sacrificados por método

indolor e que n&o cause estresse;

21 Colégio Brasileiro de Experimenta¢ao Animal.
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Art. VIII — O uso de animais em procedimentos didaticos e experimentais pressupde
a disponibilidade de alojamento que proporcione condi¢cdes de vida adequada as
espécies, contribuindo para sua saude e conforto. O transporte, a acomodacao, a
alimentagao e os cuidados com os animais criados ou usados para fins biomédicos

devem ser dispensados por técnico qualificado;

Art. IX — Os investigadores e funcionarios devem ter qualificagéo e experiéncia
adequadas para exercer procedimentos em animais vivos. Deve-se criar condi¢cdes
para seu treinamento no trabalho, incluindo aspectos de trato e uso humanitario dos
animais de laboratorio.
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ANEXO E - Declaracao da Coordenagéao de Producgdo e Experimentagao Animal
da FEPPS para realizagao da pesquisa

Centro de Desenvolvimento g

Sk

| FEPP . Cientifico e Tecnolégico — CDCT R e

PandicAn Sradanl e ol

Rl Coordenagéo de Produgio e Experimentagao Animal

AUTORIZAGAO

A COORDENACAO DE PRODUCAO E
EXPERIMENTACAO ANIMAL, da Fundacdo Estadual de Producdo e
Pesquisa em Saude, informa que a pesquisadora Bruna Rodrigues Fronza
solicitou nosso apoio para a realizagéo de sua pesquisa intitulada “EFEITO
DO LASER DE BAIXA POTENCIA (GaAlAs) NO FUNCIONAMENTO DA
GLANDULA TIREOIDE: ESTUDO EM COELHOS” que, uma vez aprovada
pelo Comité de Etica de sua instituicdo, podera ser desenvolvida em nossas

instalagdes.

Porto Alegre, 29 de junho de 2005.

N

o ‘ =
Luisa Matia Gomes de Macedo Braga
Chefia da CPEA

Luisa Macedo Braga
Médica Velerinana
CRMY-1-2393 Matr.: 12178233



ANEXO F - Laudo da intensidade do aparelho Thera Lase® realizado pelo
Departamento de Fisica da PUCRS

_o# LABORATORIO DE IRRADIACAO E RADIOMETRIA 13
GRUPO DE FiSICA DAS RADIACOES - GFR
NUCLEO DE PESQUISA EM INTERACAO DA RADIACAO COM A MATERIA
CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM FiSICA - PUCRS

Data 13/09/05

MEDIDA DE IRRADIANCIA ESPECTRAL E IRRADIANCIA

1. REQUERENTE

Razao Social/Nome: Faculdade de Odontologia da PUCRS — Marilia Gerhardt de Oliveira
Enderego: Av. Ipiranga, 6681 — Prédio 6

Cep: 90619-900

Cidade: Porto Alegre — RS

Telefone: 3320-3538

2. DESCRICAO DOS ITENS ENSAIADOS '
A tabela 2.1 identifica as duas fontes lasers ensaiadas do seguinte equipamento:

- Marca: DMC.

- Modelo: Thera Laser.

- Tensao: 127 V. /
- Numero de série: TLSR0391.

2.1 Tabela de Identificacio:

Cédigo | Tipo Poténcia Obs.
0006IE1/05 — 01 Fonte LaserVis . 35mW
00061E1/05 — 02 |-/ Fonte Laser IR 1,4(‘)0 mW -

[1] Informagoes fornecidas pelo requerente.

3. INSTRUMENTO DE MEDIDA

- Espectrorradidmetro: Deteccao espectralentre 250-1100 nm em intervalos de 1 nm, com largura
de banda nio excedendoa.2,5 nm.

- Certificado de Calibragio n® 506074717 de 07/06/05.

4. METODO DE MEDIDA

Método realizado de acordo com o Procedimento Técnico Interno de Medida de Irradiancia
Espectral Difusa.

- Distancia fonte - detector: (2,5 £0,1) cm.
- Intervalos de medida: 400 - 800 nm ¢ 750 - 1100 nm.

N _—
Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 96A / 104 Fone: (51) 3320-3682
CEP 90619-900 - Porto Alegre - RS — Brasil Fax: (51)3320-3616

Home-page: www.pucrs br/gfr  E-mail: gfri@pucrs.br CNPJ 88630413/0002-81
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% LABORATORIO DE IRRADIAGAO E RADIOMETRIA 23
, GRUPO DE FiSICA DAS RADIACOES — GFR
| NUCLEO DE PESQUISA EM INTERAGAO DA RADIAGAO COM A MATERIA
CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM FiSICA - PUCRS

Continuagao Data 13/09/05
5. RESULTADO DAS MEDIDAS &

Tabela com Valores da Irradidncia Difusa e Espectros das fontes identificadas pelo codigo da
Tabela 2.1.

5.1 Tabela de Irradidncia Difusa e Comprimento de Onda:

e Comprimento Irradiancia
Codigo de Onda Difusa
0006IEI/05 — 01 683 nm 287 Wm™
0006IEI/05 — 02 829nm |~ 1322Wm’
/ . N\ .
5.2 Anexo I: Espectros da Irradidncia Espectral Difusa x Comprimento de Onda, para as fontes de
radiacio identificada pelo c6digo da Tabela 2.1. x’ 4 *‘"..A‘L )
[2] Observacoes: \‘.}""‘ '.':"3 4 —

- Incerteza das medidas: 251400 nm : 4.0 %;400-900fm: % 3:3.%%; 900-1000: + 5.1%; 1000-1100: +8.0%.
- Para as medidas de irradiancia de barreiras (filtros, oculos, tecidos, entre outxocr se?ﬁ”’aqgrscida a0 c(')i‘gn

da fonte
empregada a seguinte identificagio: letra A para a primeira barreira, lef‘!a\ B para segunda e assim, sucessiyamente.

- Esse relatorio espectrorradiométrico€ vilido exc!yﬁvamem'cﬁpara as amgostras identificadas na Tabela 2.1, niio sendo
extensivo a quaisquer lotes, mesmo/que similares.” ' N

- O relatorio espectrorradiométrico o deve ser reproduzido sem prévia autorizacio. N
u_.’\ "\\’;"“ _/.7 N \ ‘(;'
‘:.\‘;. & ‘..'\ ,'f'
T
Hsclarecimento: B N N

V, - N N

O presente Relatério Espectropadiométrico n® 00061H1/05 — GFR esti inserido na rede de convénio-
cooperacio desse Laboratério ¢ém o solicitante desse servico. Combo, conseqiiéncia toda divulgacio dessas medidas
devera ser #ompanh da com a descrigio: “Resultados"concedidos pelo Grupo de Fisica das Radiacoes (GFR-
PUCRS)”. | { \

\ § ‘ﬁ,‘ \\‘,_ \r.N V4
\ N A Y v
\ W 4 Y |
‘!;. \(\‘_ ' :/"/
N / Porto Alegre, 13 de setembro de 2005.
V":‘»_.\ q"%*;, A:,_v’;: ;
Dra. M. R. Rizzatti
Coordenadora do GFR-PUCRS

Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 96A / 104 Fone: (51) 3320-3682
CEP 90619-900 - Porto Alegre - RS — Brasil Fax: (51)3320-3616
Home-page: www.pucrs br/gfr  E-mail: gfr@pucrs.br CNPJ 88630413/0002-81
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_ o LABORATORIO DE IRRADIACAO E RADIOMETRIA 3/3
GRUPO DE FiSICA DAS RADIACOES — GFR

NUCLEO DE PESQUISA EM INTERAGCAO DA RADIAGCAO COM A MATERIA

CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO EM FiSICA - PUCRS

Continuacao

Data 13/09/05

ANEXO I (3/3)

o 30 — T Tty
g2 | [ ooo6IEI05-01
o Medida de Irradiancia Difusa
E 244 -
=
§ 184
I
g' B
9 1.2 :
E /
5 L 4
E 0,6 N
= "\\1\
0,

b Y
so” 600 6% 700

.0 A T T v -
400 ?/ 500 7‘§\\ 800
/ Comprimento de Ondali N \*w’
/
£

N\
“ N T e O
N \// ,> R
V4
\
30

2'4’<; -

1.8

750 850 soo'séo'w'oo'lt;so'ﬁoo
Comprimento de Onda[nm]

SRR

Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 96A / 104
CEP 90619-900 - Porto Alegre - RS - Brasil
Home-page: www_pucrs.br/gfr  E-mail: gfr@pucrs.br

Fone: (51) 3320-3682
Fax: (51)3320-3616
CNPJ 88630413/0002-81
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ANEXO G - Autorizagao do Laboratoério Veterinario - Laborvet para realizagao

da pesquisa

Porto Alegre, 30 de junho de 2005.

A Comissao Cientifica e de Etica
Faculdade de Odontologia
PUCRS

Prezados Senhores

Vimos, por meio desta, informar que a pesquisadora
BRUNA RODRIGUES FRONZA solicitou nosso apoio para a realizac&o de sua
pesquisa intitulada Efeito do laser de baixa poténcia {GaAlAs) no
funcionamento da glandula tireéide: estudo em coelhos, que sera
desenvolvida no Doutorado em Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial, que
uma vez aprovada pelo Comité de Etica de sua instituicdo, podera ser

desenvolvida em nossas instalagdes.

LABORVET — LABORATORIO VETERINARIO LTDA

i 7
. /)

GUSTAVO LORENZINI L4

LABORVET.

LABORATORIO VETERINARIO
www.laborvet.com.br
(51)3330.7710

Méd. Veterinério, M. Sc. RICARD

Resp. Técnico - CRMV/RS 5508

O UINDSTAEDT
CRMV-RS 5434



97

ANEXO H - Teste imunoenzimatico — ELISA?>%3

Kit para teste imunoenzimatico para determinagcéo quantitativa de triiodotironina em
soro ou plasma. Somente para uso diagnostico in vitro.

INTRODUCAO

A quantificacdo da concentragdo de triiodotironina no soro geralmente é
considerada como uma valiosa ferramenta no diagnostico das disfungbes da
tire6ide.O teste de T3 total quantifica a concentragao de triiodotironina no soro. O T3
aumenta em quase todos os casos de hiperiroidismo e normalmente aumenta antes
dos niveis de T4. Assim o T3 é um indicador mais sensivel de hipertiroidismo que o
T4 Total. No hipotiroidismo o T3 se apresenta até mesmo normal quando o T4 esta
baixo. O T3 diminui durante a fase aguda da doencga, e € afetado por doses severas
de medicamentos incluindo Inderal, esterbides e o amiodarone.

Este teste quantifica as duas formas do hormdnio livre e a ligada. Somente o
hormonio livre é biologicamente ativo, mas é somente 0.5% do total. Nada que afeta
as concetragbes de TBG ou albulmina ira afetar o T4 total, porém, ira afetar o T3
livre.

PRINCIPIO

As microplacas estdo recobertas com anticorpos anti-T3. Ao misturar o
anticorpo imobilizado com o T3, conjugado enzimatico e o soro contendo T3 nativo,
uma reagao de competicdo entre o T3 nativo e o T3 conjugadoa enzima se inicia,
por um numero limitado de locais de ligagao.

Quando o equilibrio é atingido, a fragdo de anticorpo livre ndo ligada ao
antigeno sera separada por decantacdo ou aspiragdo. A atividade da enzima
presente na superficie do pogo sera quantificada através da reagédo com o substrato
devido a produgéo de cor. A atividade de enzima na fragéo né&o ligada do anticorpo é
inversamente proporcional a concentragao de antigeno nativo.

Através da utilizagdo de varios soros referéncias com diferentes
concentragcdes conhecidas de antigeno, uma curva padrdo pode ser gerada no qual
a concentragao de antigeno de uma amostra desconhecido pode ser determinada.
Através da comparagdo com a curva padrdo, a atividade de uma amostra
desconhecida pode ser correlacionada com concentrag&o de triiodotironina total.

REAGENTES

1- Microplaca: Uma microplaca com 96 pocgos (12 strips x 8 pogos quebraveis)
recoberto com anticorpo de cabra anti-Triiodotironina e embalada em uma bolsa de
aluminio com um agente dessecante. Trazer a temperatura ambiente antes do uso
para prevenir qualquer formacdo de umidade no interior da bolsa. Recoloque os
micropogos ndo utilizados na bolsa com dessecante e armazene a 2- 8°C.

2- Enzima conjugado 1.5ml/frasco.

2 Teste imunoenzimatico para determinagéo quantitativa de triiodotironina (T3), em soro ou plasma,
utilizado pelo Laboratério LABORVET — Analises Clinicas Veterinarias.

® O mesmo método com um kit de teste para T, foi utilizado para determinagdo quantitativa de
tiroxina.
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Um frasco de triiodotironina conjugada a peroxidase (HRP) de Horseradish ao HRP
com estabilizante de proteina. 11 x conc.

3- Diluente de Conjugado: 1 x 22ml

Um frasco contendo inibidores de proteinas ligadas e Kathon como preservativo.
4- Curva padrao. 6 x 1.0ml/frasco. Pronto para uso. Os valores dos padrbes séo:
Ong/dl - Onmol/l (amarelo)

50ng/dl - 0.77nmol/l (azul)

100ng/dl - 1.54nmol/l (verde)

250ng/dl - 3.85nmol/l (laranja)

500ng/dl - 7.7nmol/l (vermelho)

750ng/dl - 11.55nmol/l (purpura)

Contém thimerosal e sulfato de gentamicina como preservativo.

FATOR DE CONVERSAO
Mg/L x 1.54 = nmol/L
Nmol/L x 0.649 = ug/L

5- Solugéo de Lavagem 1 x 50ml

20x Concentrado.Contém tampao fosfato e detergente (Tween 20). Antes do uso
diluir para 1.000ml com agua destilada. Algumas vezes, cristais podem estar
presentes quando a solugao é armazenada a uma temperatura de 2 — 8°C, mas se
dissolvem a temperatura ambiente, ou quando a solugao concentrada é diluida.

6- TMB-Substrate

Um frasco contendo Um frasco contendo tetrametilbenzidina (TMB) em tampéao.
Precaucgéo, armazenar protegido da luz.

7- Solugéo de Parada : 1x 15ml. Pronto para uso. Contém 0.3 M H2S04. Precaucéo:
Manuseie com cuidado

8- Cartdo de selagem: 2 cartbes de selagem para serem usados na protecdo da
placa durante a incubacéo.

9- Instrugdes para o uso

Nota: Todos os produtos que contém soro humano apresentam-se nao reativos para
o antigeno de Superficie da Hepatite B, HIV 1&2 e Anticorpos do HCV ensaiados
com testes aprovados pelo FDA. Como nenhum teste conhecido pode oferecer
garantia completa que os agentes infecciosos estdo ausentes, todos os produtos
que contém soro humano deve ser manipulados como sendo potencialmente
perigoso e capaz de transmitir a doenca. Procedimentos de boas praticas de
laboratério podem ser encontrados centro para controle de doencgas/instituto
nacional de saude, “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”,
segunda edi¢do, 1988, HHS publication (CDC) 88-8395.

COLETA E PREPARAGCAO DA AMOSTRA

Colete 10 ml da amostra(s) através da puncao venosa em tubos siliconizados de
10ml. As precaugdes usuais de coleta por pungédo venosas devem ser observadas.
Separe as células vermelhas por centrifugagédo e utilize o soro ou plasma para o
procedimento de T3. A(s) amostra(s) pode ser refrigerada(s) a uma temperatura de
2-8°C por um periodo maximo de 48 horas. Se a(s) amostra(s) nao puder(em) ser
analisada(s) dentro de 48 horas, a(s) amostra(s) pode(m) ser armazenada(s) a uma
temperaturas de -20°C por até 30 dias.
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PREPARO DOS REAGENTES

1-T3 enzima conjugado

Dilua o Triiodotironina Enzima conjugado com o diluente de conjugado em recipiente
adequado. Por exemplo, dilua 160ul de conjugado com 1.6ml do diluente para 16
pocos. Este reagente deve ser utilizado dentro de vinte e quatro horas no maximo
para garantir o bom desempenho do ensaio. Armazenar a 2-8°C.

Foérmula geral:

Quantidade de diluente necessaria = numero de pogos X 0,1

Quantidade de enzima necessaria = numero de pogos X 0,01

2-Solugao de Lavagem

Dilua o conteudo da Solugao de Lavagem concentrada para 1000ml com agua
destilada ou deionizada e armazenar em recipiente adequado.

A solugao diluida é estavel até 1 semana quando armazenada a temperatura
ambiente ou por 2-3 semanas se armazenada a 2-8-C.

PROCEDIMENTO DO TESTE

Antes de iniciar o procedimento de ensaio traga todos os reagentes, soros de
referéncia e controles a temperatura ambiente (20 — 30°-C).

1. Formate os pogos da microplaca para cada soro de referéncia, controle e amostra
de paciente a ser ensaiado em duplicata.

2. Pipete 50 ul do soro de referéncia apropriado, e amostra de paciente no interior do
poco determinado. Pipete cuidadosamente na regido central do poco.

3. Adicionar 0.100 ml (100pul) a solugdo de Triiodotironina conjugada a enzima ja
preparada (Ver preparacao de reagentes).

4. Agitar a microplaca gentilmente for 20-30 segundos e cobrir.

5. Incubar por 60 minutos a temperatura ambiente.

6. Descarte o conteudo da microplaca por decantagdo ou aspiragdo. Se for
decantac&o seque a microplaca com papel absorvente.

7. Adicionar 300ul do tampé&o de lavagem (ver Preparacao de Reagente), decante
(tape e seque) ou aspire. Repita duas (2) vezes para obter no final um total de trés
(3) lavagens. Uma lavadora de microplaca automatica ou manual também pode ser
utilizada. Seguir as instru¢gbes do fabricante para a utilizagédo apropriada. Se uma
garrafa squeze for utilizada, preencha o conteudo de cada pogo evitando a formagao
de bolhas. Realize a decantagéo e repita a operagdo por mais duas vezes.

8- Adicione 100ul da solugédo substrato TMB em todos os pogos. Sempre adicionar
0s reagentes na mesma ordem para minimizar os diferentes tempos de reagéo entre
0S pPOGOS.

9- Incubar a temperatura ambiente por quinze minutos (15) minutos.

10- Adicionar 100yl da solugao de parada em cada pocgo e gentilmente agitar por 15-
20 segundos Sempre adicionar os reagentes na mesma ordem para minimizar os
diferentes tempos de reagao entre os pogos.

11- Ler a absorbancia de cada pogo a 450nm em uma leitora de microplaca. O
resultado deve ser lido dentro de trinta (30) minutos ap6s a adi¢gdo da solugéo de
parada.

Nota: Para um novo ensaio de amostras com concentragdes superiors a 750 ng/ml,
pipete 25ul da amostra e 25ul de soro referéncia nos pogos (para manter uma
concentagdo uniforme de proteinas). Multiplique o resultado por 2 para obter a
concentracg&o de triiodotironina .
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RESULTADOS

A curva de referéncia é usada para determinar a concentragdo de triiodotironina das
amostras desconhecidas.

1.Registre as absorbancias obtidas através da impressao da leitora de microplacas.
2.Plote a absorbancia para cada duplicada dos soros de referéncia versus a
concentragéo correspondente de triiodotironina em ng/dl ou nmol/L no papel grafico
linear (n&o calcule a média das duplicatas do soro de referéncia antes de plotar).
3.Puxe a curva de mellhor ajuste através dos pontos plotados.

4 .Para determinar o nivel de concentragcéo de triiodotironina para um desconhecido,
localize a média de absorbancia das duplicatas de cada desconhecido no eixo
vertical do grafico, determine o ponto de intersec¢ao da curva e leia a concentragao
(em ng/dl ou mmol/L) no eixo horizontal do grafico.

PARAMETROS DO CQ
A relacéo entre a absorbancia de cada calibrador e os anteriores devem ser > 1.1.

INTERVALOS DE VALORES ESPERADOS

Estudo de uma populacdo de adulta com eutiredide foi utilizada para determinar
valores esperados para o Sistema Teste T3 EIA.

Valores Esperados para o Sistema Teste T3 EIA

Média (ng/dl)= 118.5

Desvio Padrao= 33.4

Intervalos Esperados (x2SD)= 52 - 185

E importante se lembrar de que estabelecimento de um intervalo e valores que
podem ser esperados que foi encontrado por um determinado método para uma
populagéo de pessoas "normais" é dependente de inumeros fatores: a especificidade
do método, a populacao ensaiada e a precisdao do método nas méaos do analista. Por
estas razbes cada laboratério deve determinar o seu intervalo de normalidade
levando se em consideragéo a area geografica que o laboratorio esta situado.

Sensibilidade

O procedimento de ensaio do sistema da triiodotironina tem uma sensibilidade de
0.04 ng/ml. A sensibilidade foi determinada averiguando a variagéo de 20 réplicas do
soro calibrador 0 ng/dl - (95% certeza) para calcular a dose minima.
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