UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE

| :, »COLET|VA Ppg&l
B el : — -
_._I_"__ ‘ - Lok . & O Progmsmo ’dé Pé;ésroﬁu;:_cén
f«..q, . g em savude Coletiva
1 J!H.f!i .‘ 1

I

WWW.posgrauacao.ufrn.br/ppgscol ppgscol@dod.ufrn.br 55-84-3342-2338

MARCELA EMILIO DE ARAUJO

EFEITO DO DIODO EMISSOR DE LUZ (LED) DE
ALTA POTENCIA SOBRE A RETINA DE RATOS

NATAL/RN
2018



MARCELA EMILIO DE ARAUJO

EFEITO DO DIODO EMISSOR DE LUZ (LED) DE ALTA
POTENCIA SOBRE A RETINA DE RATOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Po6s-Graduagdo em
Saude Coletiva, Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, como requisito para a
obtengao do titulo de Mestre em Saude Coletiva.

Orientador: Prof. Dr. Sergei Godeiro Fernandes Rabelo Caldas
Coorientador: Prof. Dr. Ruthnaldo Rodrigues Melo de Lima

Natal/RN
2018



Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFRN
Sistema de Bibliotecas - SISBI
Catalogacdo de Publicagdo na Fonte. UFRN - Biblioteca Setorial Prof. Alberto Moreira Campos -
Departamento de Odontologia

Araljo, Marcela Emilio de.
Efeito do diodo emissor de luz (LED) de alta poténcia sobre a

retina de ratos / Marcela Emilio de AraGjo. - Natal, 2019.
52 f£.: il.

Orientador: Prof. Dr. Sergei Godeiro Fernandes Rabelo Caldas.

Dissertac¢do (Mestrado em Saude Coletiva) - Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, Centro de Ciéncias da Saude,
Programa de Pds - Graduag¢do em Saude Coletiva, Natal, 2019.

1. Luzes de cura dentaria - Disserta¢do. 2. Altas poténcias -
Dissertacdo. 3. Retina - Dissertacdo. I. Caldas, Sergei Godeiro
Fernandes Rabelo. II. Titulo.

RN/UF/BSO BLACK D4

Elaborado por MONICA KARINA SANTOS REIS - CRB-393/15



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a todos que estiveram ao meu lado, apoiando, torcendo e
contribuindo em busca de mais uma etapa de um sonho. Em especial, aos meus pais, Marcelo

Emilio e Adelma Soares pelo apoio constante.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao nosso Pai todo poderoso, por tudo o que tenho e tudo que sou. O nosso
mestre da vida, razao de tudo.

Agradecgo aos meus queridos pais Marcelo Emilio e Adelma Soares pelo alicerce e por
nunca medirem esfor¢os para minha educacao e me apoiarem em tudo que sonhei.

Ao meu amado irmao Arthur Emilio, por ser minha inspira¢do didria e por sempre me
fazer acreditar na realizacao dos sonhos.

Ao meu noivo Rafael Mariz, meu companheiro, obrigada por todo amor, carinho e
incentivo.

A todos os meus amigos, presentes de vida, por todo apoio e amizade. Em especial,
agradeco a minha amiga Ariane Gonzaga por todo apoio e disponibilidade; a minha amiga
Rafaela Monteiro por todo o companheirismo diario durante essa trajetoria; a Marina Paies ¢
Ana Beatriz por assumirem e compartilhar comigo essa pesquisa de forma tdo doce e
entusiasta.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Sergei Rabelo, toda a minha gratidao. Obrigada pela
confianca, amizade e por sempre me fazer acreditar que somos capazes. Obrigada por todos os
conselhos e ensinamentos. Obrigada pela oportunidade de trabalhar ao seu lado. E inspirador.

Ao meu coorientador, Prof. Dr. Ruthnaldo Lima, obrigada por acrescentar e contribuir
de forma grandiosa para o aperfeicoamento e realizacdo dessa pesquisa. Agradeco toda a
disponibilidade e todo o conhecimento que me foi passado.

Ao Departamento de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte e todos os seus funciondrios. Tenho orgulho de fazer parte dessa instituicao.

Ao Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
e seus funcionarios, que também contribuiram para a execucao desta pesquisa.

E a todas as pessoas que de alguma forma me ajudaram na realizagdo dessa pesquisa.



"A razdo é o passo, o aumento da ciéncia é o caminho,
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RESUMO

Introducio: A evolucao dos fotopolimerizadores quanto a sua poténcia e consequente reducao
do tempo clinico tem se mostrado de grande valia para a otimiza¢ao da rotina de colagem de
braquetes ortodonticos. Contudo, existe uma caréncia na literatura do efeito desses aparelhos
sobre a retina do profissional e/ou do paciente, uma vez que ambos podem receber
indiretamente parte da luz refletida durante os procedimentos clinicos. Objetivo: Avaliar os
efeitos do uso de um aparelho fotopolimerizador LED de alta poténcia nas retinas de ratos
Wistar. Material e métodos: Seis ratos Wistar foram utilizados na pesquisa e suas estruturas
oculares foram os objetos de estudo. Durante a fotoestimulagao de cada animal, o olho direito
do animal, considerado a amostra controle, foi coberto com um tampao removivel em PVC,
enquanto que o olho contralateral, a amostra experimental, foi exposto a luz do LED de alta
poténcia, 3200mW/cm? (Valo Ortho - Ultradent), por 144 segundos a distancia de 30cm. Os
animais foram expostos ao LED trés vezes durante um dia, com o objetivo de induzir possiveis
alteragdes inflamatérias agudas na retina. Decorrido o periodo de sete dias apods a
fotoestimulagdo, os animais foram anestesiados, procedido a eutanésia, removidos os olhos e
processados histologicamente. Em seguida, as ldminas foram digitalizadas utilizando-se uma
camera acoplada a um microscopio Optico e suas imagens analisadas estereologicamente e
histomorfometricamente para afericdo de parametros estudados da retina. Resultados: Houve
um aumento estatisticamente significativo no volume total da retina e no volume das camadas
de células ganglionares (CCG), camada plexiforme interna (CPI), camada nuclear externa
(CNE) e os prolongamentos de cones e bastonetes (PCB) no grupo experimental. Em relagdo a
densidade, ndo houve diferenca estatisticamente significativa. Entretanto, observou-se um
aumento estatisticamente significativo da area nuclear das células em todas as camadas
estudadas no grupo exposto a luz LED de alta poténcia. Além disso, observou-se células
hipercromadas que sdo sugestivas de picnose. Conclusdes: Mesmo com um protocolo agudo e
curto de exposicao do olho a luz LED de alta poténcia, houve uma alteracao nas estruturas
retinianas, especialmente da atividade metabolica das células fotossensiveis e neuronais, o que

ressalta a necessidade de protecdo durante a utilizagdo desses aparelhos fotoativadores.

Palavras-chave: Luzes de cura dentaria; Altas poténcias; Retina; Ratos



ABSTRACT

Introduction: The evolution of light curing units (LCU) in terms of potency and consequent
reduction of clinical time have been shown to be of great value to orthodontists, regarding the
routine of brackets bonding. However, there is a lack in the literature regarding the effect of
these devices on the operator and/or patient retina, as both may receive indirect reflected light
during procedures. Aims: Evaluate the effect of the use of a high potency light emitting diode-
based device (LED) in the retina of Wistar rats. Material and Methods: Six Wistar rats were
used and their ocular structures considered objects of the study. During the photostimulation of
each animal, the right eye, established as the control sample, was covered with a removable
PVC tampon, as the contralateral eye - experimental sample - was exposed to high potency
LED light, 3200mW/cm2 (Valo Ortho - Ultradent) for 144 seconds, at the distance of 30cm.
Animals were exposed to LED light three times per day, aiming to induce possible acute
inflammatory alterations in retina. Seven days after the first photostimulation, all rats were
anesthetized and then euthanized for posterior eye removal and histological processing. The
histological slides were scanned using a camera connected to an optical microscope and their
images analyzed for the measurement of histomorphological and stereological parameters of
the retina. Results: A statistically significant raise was found in the total volume of retina and
in the following layers: ganglion cells layer (GCL), outer nuclear layer (ONL), inner nuclear
layer (INL) and extension of cone and rods (ECR) in the experimental group. Regarding
density, no statistically significant difference was observed. However, the nuclear area of the
cells raised significantly in all layers analyzed after high potency LED exposure. Besides that,
hyperchromic cells suggestive of pyknosis were found. Conclusions: Despite the short and
acute protocol of eye exposure to high potency LED, a significant alteration was found,
especially in the metabolic activity of photosensitive and neuronal cells. These results

emphasize the importance of using eye protection during the use of these devices.

Palavras chave em Inglés: Curing Lights, High Potencies, Retina, Rats
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1 INTRODUCAO

A fixacao dos braquetes na superficie do esmalte dentario ¢ feito por meio da aplicacao
de resina composta polimerizavel em sua base, com ou sem o uso de sistemas adesivos, e pode
ter o auxilio de aparelhos fotoativadores. A fotoativagdo, preconizada por TAVAS e WATTS
(1979), ¢ a etapa primordial da colagem quando utilizada a resina fotopolimerizavel e faz-se
necessaria para poder converter os mondmeros do composto resinoso em cadeias poliméricas,
processo esse descrito como grau de conversdo e que garante a manutengao das propriedades
fisicas, quimicas, bioldgicas e estéticas das resinas (SANTINI et al., 2012; AMATO et al.,
2014). Uma adequada polimerizagdo das resinas compostas ¢ um dos aspectos que contribuem
para o sucesso da adesao do acessorio ao esmalte dentario, o que depende diretamente dos
aparelhos fotopolimerizadores (ACCETTA et al., 2008).

As fontes de luz utilizadas nessa fase podem ser advindas da luz ultravioleta, luz
halégena de quartzo-tungsténio, luz de arco de plasma de xenonio, laser de argonio ou do diodo
emissor de luz, também conhecido pela sigla LED (Light Emitting Diode) (RAHIOTIS et al.,
2010).

Dentre esses aparelhos fotoativadores a base de LED, ha uma grande variagdo quanto a
forma de apresentacdo e, principalmente, com relacdo a poténcia da luz emitida. Para atingir
um nivel adequado de polimerizagao, ja foi comprovado que a intensidade da luz, o seu
comprimento de onda e o tempo de exposi¢ao sdo fatores essenciais, evitando futuras falhas
que ocasionariam propriedades fisicas ineficientes (LEONARD et al., 2002). Com o intuito de
otimizar o tempo clinico e manter o grau de conversdo das resinas dentro dos padrdes
adequados, alguns autores propuseram lancar novos aparelhos apresentando maior poténcia e
com tempos menores de fotoativacao, denominados de LEDs de alta poténcia (YOON et al.,
2002; STAUDT, KREJCI e MAVROPOULOS, 2006; RUEGGEBERG, 2011).

Atualmente, as fontes de luz mais utilizadas clinicamente sdo a luz hal6gena e os LEDs
(GUPTA etal., 2018). Na pratica ortodontica, os resultados das pesquisas mostram que nao ha
diferenca no risco de falha de colagens entre luz halogena e LEDs (FLEMING et al., 2013).
Entretanto, quanto a profundidade da polimerizagdo e o grau de conversdo de mondmeros, o
LED apresentou melhores resultados. (JANDT et al., 2000; CEREKJA, CAKIRER, 2011;
GUPTA, SHRESTHA, 2018).

Além disso, nos testes de resisténcia ao cisalhamento de braquetes fotopolimerizados

com luz LED de alta intensidade também se mostrou tdo adequada quanto a dos braquetes
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colados com luz haldégena, inclusive em tempos de exposi¢ao reduzido (PALOMARES et al.,
2008). Foi observado que mesmo com um tempo de exposi¢do reduzido (3 segundos), hd uma
pequena diminui¢do da conversao de monomeros, porém essa redugao de tempo tem um efeito
positivo com relagdo a melhora da microdureza de superficie (AMATO et al., 2014).

Neste contexto, ¢ importante ressaltar que a otimizac¢ao do tempo clinico é o fator mais
impactante em relacdo ao uso de LED de alta poténcia, visto que h4d uma reducao de 85% do
tempo de fotopolimerizacao (em média) durante uma colagem completa, de primeiros molares
a primeiros molares de ambos os arcos (GUPTA et al, 2018).

Apesar das vantagens ja afirmadas cientificamente, existem estudos que comprovam um
potencial dano ocular proveniente de aparelhos de LED de alta poténcia (PANDIS et al., 2007;
UEDA et al., 2009; LABRIE et al., 2011). As alteragdes oculares, como as maculopatias,
apresentam-se dentre os problemas ocupacionais que afetam o cirurgido dentista e que, na
maioria dos estudos, sdo causadas pela luz azul emitida por fotopolimerizadores, sendo toxica
para estruturas celulares quando transmitida pelos meios oculares até ser absorvida pela retina,
principalmente quando a luz LED nao estd associada a filtros de protecao (PANDIS et al., 2007;
UEDA et al., 2009; LABRIE et al., 2011).

A visdo direta da luz LED ¢ comparédvel com a retinite solar, que ¢ a formagao de ponto
cego no centro do campo visual temporario ou permanente, dependendo a intensidade de
exposicdo (NAKAMURA et al., 2018). Além disso, a exposi¢do a luz azul amplifica o
envelhecimento e processos degenerativos no olho (ROLL et al., 2004).

Estudos acerca das injarias oculares causadas por LEDs de alta intensidade ainda sao
limitados, mas acredita-se que a ocorréncia desses danos depende principalmente da dose total
do comprimento de onda que o olho recebe (STAMATACOS; HARRISON, 2012). No que se
refere aos estudos experimentais que simulem de forma mais fiel a situagao clinica vivida pelos
cirurgioes-dentistas, especificamente os ortodontistas, hd uma limitagdo dos estudos com
resultados palpaveis (BASHA et al., 2014, SHANG et al., 2014; JAADANE et al., 2015;
NAKAMURA et al., 2018).

Diante da hipotese que a exposicao da luz LEDs de alta poténcia pode induzir alteragdes
nas estruturas retinianas, torna-se relevante a realizagao de um estudo que simule o atendimento
do ortodontista e avalie os efeitos da luz LED de alta poténcia nas estruturas oculares, visando
avaliar a capacidade de gerar ou ndo lesdo, e identificar alteragdes nos aspectos morfométricos

apos a exposicao da luz.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O sistema de ativagao de resinas compostas passou por diversas transformacoes durante
as ultimas décadas, gracas aos avangos tecnologicos, até chegar a mais recente fotoativagao a
base de LED (REIS e LOGUERCIO, 2007). Apesar das unidades fotoativadoras LED terem
sido inventadas ha mais de 50 anos, somente na década de 90 que essas foram devidamente
consideradas para o uso na polimerizacao dos materiais odontoldgicos (JANDT et al., 2013).

O wuso de luz como iniciadora da fotopolimerizagdo para colagem de braquetes
ortodonticos vem ganhando notoriedade e, com isso, novos modelos destes aparelhos, com
intensidades cada vez maiores vém sendo langados no mercado odontoldgico. Devido a essa
grande variedade de novos aparelhos, ¢ possivel encontrar diversos trabalhos que comparam e
avaliam formas consideradas mais antigas de fotoativagdo - como o caso das luzes haldgenas -
com os LEDs, quanto a seus efeitos e propriedades dos materiais (FLEMING et al., 2013;
USUAMEZ et al., 2004; SWANSON et al., 2004). Para a Ortodontia, as inovagdes referentes
aos aparelhos fotoativadores sao de grande interesse principalmente quanto ao aspecto da
diminui¢do do tempo clinico durante a colagem dos braquetes (OESTERLE et al., 2002), mas
também visando manter propriedades fisicas e mecanicas dos materiais (GUPTA et al., 2018).

As fontes de polimerizagdo de luz haldgenas tém efetividade comprovada, boa
intensidade de poténcia, emitem luz num amplo espectro e sdo de custo relativamente baixo.
No entanto, esses aparelhos podem apresentar aspectos negativos, tais como, o pouco tempo de
vida util dos aparelhos devido ao calor gerado, (MACHADO et al., 2007), o que acaba
aumentando a temperatura pulpar (MILLEN et al., 2007) diminuindo a emissdo de luz com o
tempo e consequentemente, diminuicao do grau de conversao dos monomeros (STAHL et al.,
2000; JANDT et al., 2013).

Ao contrario da luz haldgena, que gera luz por filamentos incandescentes, os LEDs
convertem energia elétrica diretamente em luz por semicondutores, o que proporciona um
minimo aquecimento. Esses aparelhos apresentam muitas vantagens, dentre elas: ndo emitem
radiacao infravermelha para resina composta e para o dente (PEREIRA et al., 2010), pouco
calor ¢ produzido (PANDIS et al., 2007), reduzindo a possibilidade de degradagdo dos
componentes internos ao longo do tempo, possuindo assim sua vida util relativamente longa e
pequena degradagdo com o seu uso através do tempo, em média, 10 mil horas (KURACHI et

al., 2001).
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Dentre esses aparelhos fotoativadores a base de LED, ha uma grande variagdo quanto a
forma de apresentacdo e, principalmente, com relagdo a poténcia da luz emitida, que € o
resultado da multiplicagdo do tempo de irradiagdio versus a intensidade de luz (mW/cm?). Para
atingir um nivel adequado de polimerizagdo, ja foi comprovado que a intensidade da luz, o seu
comprimento onda e o tempo de exposicdo sdo fatores essenciais, evitando futuras falhas que
ocasionariam propriedades fisicas ineficientes (LEONARD et al., 2002). Com o intuito de
otimizar o tempo clinico e manter o grau de conversdo das resinas dentro dos padrdes
adequados, a industria langou novos aparelhos apresentando maior poténcia com tempos
menores de fotoativacdo, sdo os LEDs de alta poténcia que permitem uma rapida polimerizagao
e maior estabilidade na emissdo de luz (YOON et al, 2002; STAUDT, KREJCI ¢
MAVROPOULOS, 2006; RUEGGEBERG, 2011).

Os LEDs de alta poténcia tém sido alvo de diversos estudos comparativos com as fontes
de luz mais antigas, como a luz halégena. Os resultados dessas pesquisas mostram que a forga
de adesdo do composito resinoso ao substrato dentario quando polimerizado com LEDs de alta
poténcia, se apresenta tdo satisfatoria quanto a polimerizacao realizada com luz haldgena.
(PALOMARES et al.,2008; AMATO etal., 2014). Em relacao a profundidade de polimerizacao
e forga a compressdo, demonstraram desempenho similar e satisfatorio,, tendo como beneficio
adicional a reducdo do tempo de polimerizagao (JANDT et al., 2000; MILLS et al., 2002).

Assim como as preocupagdes anteriores referentes a capacidade dos LEDs de alta
poténcia em manter a qualidade das propriedades fisicas dos materiais, hd também uma gama
de estudos que relatam a questdo do aumento de temperatura da camara pulpar decorrente do
uso de aparelhos de alta poténcia e a capacidade de gerar ou ndo danos a polpa dentaria. Sabe-
se que a temperatura normal da polpa se encontra em torno de 37°C e que traumas biologicos,
como a necrose pulpar, ja podem ocorrer com aumentos de temperatura por volta de 5.5°C
(ZACH e COHEN, 1965; HANNING e BOTT, 1999). Os resultados quanto a esse fator foram
bem distintos, dependendo da proximidade com a polpa — profundidade das cavidades -, falta
de regulamentacao para a fabricagdo e manutencao, tempo de exposi¢do, a marca dos aparelhos
de LED, poténcia da radiacdo e¢ a fase do preparo da superficie, variando o aumento de
temperatura em casos de fotoativagdo do adesivo ou da resina (HANNING; BOTT, 1999;
LEPRINCE et al., 2010; PEREIRA et al., 2010; RUNNACLES et al., 2015). Entretanto, de
acordo com o estudo de MILLEN (2007), a luz halégena demonstrou um aumento de

temperatura significantemente maior quando comparado a luz LED de baixa poténcia. Por isso,
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aconselha-se que se use uma luz LED de menor intensidade para a etapa adesiva e de maior
intensidade para a etapa seguinte de polimerizagao da resina.

A densidade de energia irradiada mostrou-se um fator importante também para a
probabilidade de ocorréncia de danos oculares, onde quanto maior a intensidade, maior o risco
de injarias graves, principalmente quando os LEDs ndo sdo associados a filtros de luz azul
(UEDA et al., 2009). Além disso, estudos acerca das injurias oculares causadas por LEDs de
alta intensidade ainda sdo limitados, mas acredita-se que a ocorréncia desses danos depende
principalmente da dose total de comprimento de onda que o olho recebe (STAMATACOS e
HARRISON, 2012).

Para entendermos como os mamiferos processam as informagdes foticas, precisamos
compreender o mecanismo da visdo que foi resumido por TOVEE em 2008. Segundo ele, a luz
possui natureza dual e ora se comporta como onda (que varia em frequéncia e comprimento),
ora como particula (foton). Ambas sdo usadas para explicar como o sistema visual responde a
luz: para determinar a sensibilidade fotica do sistema visual (limiar minimo de deteccao de luz)
¢ usual falarmos em fotdén. No entanto, quando se discute a percepgao da cor, nos referimos a
luz em termos de comprimento de onda situados nas regides entre 380 a 760 nm sdo visiveis ao
olho humano, e essa sensibilidade ¢ determinada pelos fotopigmentos presentes nos
fotorreceptores da retina de cada espécie (DIAS, 2016). Conforme BAILES e LUCAS (2010),
a sensibilidade espectral relaciona-se a resposta a luz de diferentes comprimentos de onda, e
depende da faixa de absor¢ao de cada fotopigmento.

Apos ser focada pela retina, alvo final do olho, a informag¢ao luminosa ¢ codificada em
impulsos elétricos, desencadeando a atividade neural que representard a imagem para o cérebro
(Figura 1). Esse processo ¢ denominado transducdo, e ¢ realizado pelos fotorreceptores da
retina, cones e bastonetes. A luz mais intensa estimula as opsinas, os fotopigmentos dos cones,
responsaveis pela visao diurna ou fotopica, de alta acuidade visual e em cores. Ja os bastonetes
(cujo pigmento € a rodopsina) sdo os responsaveis pela visao noturna ou escotdpica, fornecendo
uma imagem monocromatica (em gradacdes de cinza) e com menor acuidade visual (MOLLON
e BOWMAKER, 1992).

A partir dos terminais sindpticos dos cones e bastonetes, os sinais elétricos sao enviados
para as células bipolares, horizontais e amacrinas da retina, e destas para as células
ganglionares, cujos axdnios constituem o nervo Optico, via responsavel pelo trafego das

informagdes da retina para o cortex visual (TOVEE, 2008).
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Figura 1. Estrutura interna da retina humana (Modificado de Dowling e Boycott, 1966).

A retina possui uma camada de células fotossensiveis (fotorreceptores) e a capacidade
de reconhecimento espectral destas células proporciona a absor¢ao seletiva da energia luminosa
local, transformando-a em outra forma de energia e construindo assim multiplas representagdes
que codificardo as qualidades visuais de luminosidade e contraste de cores (MARGALIT e
SADDA, 2003).

Por ser uma estrutura de facil acesso e por apresentar uma estrutura laminar, fina e
relativamente transparente, permite a visualizacdo de suas células com o tecido ainda integro
ou em cortes histologicos (CEPKO et al., 1996). A sua estrutura laminar apresenta-se com
camadas de diferentes tipos celulares intercaladas por camadas de conexdes neurais. A partir
da superficie externa, sdo organizadas da seguinte forma (Figura 2):

(1) Epitélio pigmentar (EP), que ¢ constituido por uma fina camada, uniestratificada de
células com pigmento melanico em abundancia (SCHELLINI, 1992). Este pigmento tem a
func¢do de impedir a reflexao da luz por todo o globo ocular, sendo de extrema importancia para
a nitidez da visdo. A camada pigmentar também armazena grandes quantidades de vitamina A,
precursora importante das substancias fotossensiveis dos bastonetes e cones. Esta camada
também ¢ responsavel pela adesdo retiniana e pelas trocas metabdlicas entre a retina sensorial
e a coroide (GUYTON e HALL, 2011);

(2) Camada dos fotorreceptores, que contém os prolongamentos dos cones e bastonetes
(PCB) que se projeta para a camada pigmentar. Os cones sdo responsaveis pela visdo em cores
devido sua substancia fotossensivel “coloridas”, geralmente chamadas de pigmentos coloridos.

Os bastonetes, sao responsaveis principalmente pela visdo em preto-e-branco em condigdes de
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baixa luminosidade, sendo sua substancia fotoquimica a rodopsina que se descora ao ser
atingido pela luz e se cora novamente em uma etapa posterior. Quando bastonetes e cones sao
excitados, os sinais sao transmitidos pelas sucessivas camadas de neurdnios na propria retina e,
finalmente, propagam-se pelas fibras do nervo optico, e para o cortex cerebral (JUNQUEIRA
e CARNEIRO, 1982);

(3) Camada nuclear externa (CNE) que contém os corpos celulares dos cones e
bastonetes, que estao dispostos em pseudocamadas. Os cones possuem nucleos maiores que os
bastonetes (SCHELLINI, 1992; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1982);

(4) Camada plexiforme externa (CPE), que contém os terminais axonicos dos cones e
bastonetes e os dendritos das células horizontais e bipolares que sdo vistas a0 microscopio
optico como uma faixa eosinofilica rendilhada. E o local onde ocorre a primeira sinapse entre
cones ¢ bastonetes com as células bipolares ganglionares (SCHELLINI, 1992);

(5) Camada nuclear interna (CNI), que contém os corpos das células horizontais, cujos
prolongamentos colocados horizontalmente estabelecem contato entre varios fotorreceptores;
células bipolares, que possuem morfologia variavel, que podem estabelecer sinapse com dois
até seis fotorreceptores, ou que possuem contato apenas com o axonio de uma célula cone em
uma extremidade e com uma célula ganglionar em outra extremidade, enviando seus impulsos
por um trajeto simplificado; contém também as células amacrinas que estabelecem contato com
as células ganglionares (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1982);

(6) Camada plexiforme interna (CPI) que contém os terminais axdnicos das células
amacrinas e bipolares e dendritos das células ganglionares. E o local onde ocorre a segunda
sinapse, processando informagdo de movimento. Ao microscopio Optico mostrou-se semelhante
a CPE, entretanto maior em espessura (SCHELLINI, 1992);

(7) Camada de células ganglionares (CG), que contém os corpos das células
ganglionares, identificadas em microscopio Optico por seu nticleo grande com cromatina frouxa
(SCHELLINI, 1992), sdo responsaveis por transmitir sinais eferentes da retina através do nervo
optico para o cérebro (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1982). Pode ainda estar presentes nesta
camada algumas células amacrinas deslocadas;

(8) Camada de fibras Opticas (CFO), representada pelos axonios das células
ganglionares apresentando-se com aspecto fibrilar eosinofilico, constituindo o nervo 6ptico
(SCHELLINI, 1992);

(9) Membrana limitante interna, membrana ténue que delimita o final da retina e o inicio

da cavidade vitrea (SCHELLINI, 1992).
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Figura 2. Constituig@o histologica da retina.
Adaptado: ARTHUR, A.M.; IANO, Y.; TURUDA, P.D.; LARICO, R.F.; ARTHUR, R. Técnicas de analise da retina humana: revisiao

breve sobre os recursos e as renovagoes propedéuticas disponiveis a prevencio e o diagnéstico precoce das complicagdes vasculares
da retina associadas as doengas sistémicas. Ensaios e Ciéncia, Ciéncias Biologicas, Agrarias e da Satde. Vol.15, n. 4. 2011.

A fisiologia da retina pode ser alterada se for exposta a luz. Especificamente, a
exposicdo a luz artificial durante a noite causa maior quantidade de danos quando comparada a
luz diurna. Além de alterar a fisiologia da retina, gera efeitos locais cumulativos, como o
aumento da incidéncia de doencas oculares (WALLS et al., 2011), provoca alteragdes
sist€émicas, como: alteragdo na secrecdo de hormodnios, perturbacdo do sono e enxaqueca
(NOSEDA et al., 2010). Com o advento dos LEDs, que sdo luzes de longa duracdo, baixa
geracdo de calor e exigem pouca eletricidade, seu uso vem se tornando constante, inclusive em
displays eletronicos, e, por isso, a preocupagdo com efeitos nocivos a retina vem aumentando
(NAKAMURA et al., 2017).

As luzes utilizadas na Odontologia oriundos aparelhos de fotopolimerizagdo, emitem
uma intensidade de luz muito maior que os dispositivos eletronicos. Os LEDs convencionais
fornecem uma faixa de luz azul visivel relativamente estreita, entre 420 ¢ 500 nm. No entanto,
os LEDs de alta intensidade contém luzes adicionais que aumentam a luz violeta emitida por
estes aparelhos. O uso frequente destes equipamentos que fornecem uma luz muito brilhante

nos comprimentos de onda entre 380 e 500 nm, o que significa que profissionais da odontologia
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podem ser expostos diariamente a quantidades perigosas de luz azul e violeta (SOARES et al.,
2017). Estudos que comprovem os possiveis efeitos danosos a exposicao aos LEDs de alta
poténcia, simulando a realidade do consultério odontolégico sdo inexistentes, apesar de

extremamente importantes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do uso de um aparelho fotopolimerizador LED de alta poténcia nas
retinas de ratos Wistar.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar os efeitos da exposicao aguda ao LED sobre a morfologia da retina de ratos:
a. Estimar o volume total da retina;
b. Estimar a densidade das camadas da retina;
c. Estimar o volume das camadas da retina.
b) Identificar as possiveis alteragdes de pardmetros morfométricos da retina em geral e
seus elementos constituintes:
a. Densidade numérica;

b. Area nuclear das células.
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4 METODOLOGIA

4.1 - NATUREZA DO ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

O presente estudo, experimental, controlado, prospectivo, com base descritiva e
inferencial, teve como unidade de experimento as retinas de ratos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus albinus). O protocolo experimental empregado neste estudo foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (CEUA-UFRN), sob o protocolo n° 007012/2017 (anexo 1) e foi executado seguindo as
recomendacdes apresentadas no Animal Research: Reporting In Vivo Experiments (ARRIVE)

guidelines (anexo 2) para uso de animais experimentais (KILKENNY et al., 2010).

4.2 - AMOSTRA

Foram utilizados 06 animais adultos jovens, machos, com massa corporea
aproximadamente de 300 gramas de peso, com 8 semanas de vida. Os animais foram oriundos
do biotério de experimentacdo do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e transferidos para o biotério
experimental do Departamento de Morfologia da UFRN (DMOR-UFRN), lotado no Museu de
Ciéncias Morfoldgicas, onde foram mantidos em caixas de polipropileno com as dimensdes
(41x34x16cm) na proporg¢do de 03 (trés) animais por caixa (Figura 3A).

Os animais receberam ragdo padrao extrusada (ad [libitum) e agua mineral natural
(Figura 3B) conforme a Resolucdo RDC n° 274, de 22 de setembro de 2005 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. Permaneceram em regime de claro-escuro 12/12h em ciclo
invertido em relagdo ao ambiente natural, com intensidade luminosa no interior da gaiola de 60

lux e temperatura ambiente média de 22 °C + 2°C durante todo o experimento.

D e e R LY e ’,,; 2 A —_— s J
Figura 3. Alojamento e alimentacdo dos animais. A) Animais mantidos em caixas de polipropileno

(na propor¢do de 3 animais por caixa); B) Racdo padréo extrusada (ad libitum) e agua mineral natural.
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4.3 — DESENHO EXPERIMENTAL

A amostra foi composta por 12 olhos, sendo 06 esquerdos e 06 direitos. Como forma de
padronizagdo do estudo, o olho esquerdo de cada animal foi considerado como experimental e
o direito como controle.

Os animais utilizados no estudo foram avaliados ap6s uma exposi¢ao aguda ao LED,
consistindo de 3 aplica¢des durante 01 (um) dia, com intervalos de 04 (quatro) horas entre elas,
simulando um protocolo clinico de colagem de braquetes em cada um dos turnos do dia.

O tempo de exposi¢ao a luz LED foi de um total de 144s por aplicagdo. Esse tempo
simula o procedimento clinico da colagem de 24 braquetes ortodonticos, de primeiro molar a
primeiro molar, inferior e superior, considerando um tempo total de fotoativagao de 6 segundos
(3 segundos na face mesial e 3 segundos na face distal) por elemento dentério.

Para fotoestimulagdo, foi utilizado um fotopolimerizador de luz LED (VALO®, Ortho,
Ultradent, South Jordan, Utah, Estados Unidos) (Figura 4) no modo de alta poténcia (Xtra
3200mW/cm?). Esse aparelho foi calibrado ao inicio do experimento, garantindo uma
intensidade de luz padrdao. A iluminancia do fotopolimerizador foi aferida com o uso de um
luximetro digital (Minipa® MLM-1010, Houston, USA) (Figura 5), atingindo aproximadamente
35001ux.

Figura 4. Fotopolimerizador de luz LED. Figura 5. Luximetro digital.
(VALO®, Ultradent) (MLM-1010, Minipa®)

Para a realizagdo do experimento os animais foram contidos e anestesiados por via
inalatéria contendo uma mistura de isoflurano (4-5%) e oxigénio 100% (11/min) como dose de
indugdo e para manutencao a concentragdo foi de 1,5-3% durante 11 minutos. Em seguida, o
olho direito (amostra controle) foi fechado e coberto com um tampao opaco circular removivel
(3cm?) de PVC na cor preta (Figura 6A) com o intuito de proteger a estrutura ocular durante

todo o tempo de aplicagdo. O outro olho (amostra experimental) foi exposto a luz (Figura 6B e
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6C), respeitando uma distancia pré-definida de 30 cm entre a ponta do aparelho e o olho do

animal.

Figura 6. Exposicdo a luz LED. A) Tampao de PCV, opaco, 3cm?; B) Posi¢do do animal durante o
experimento, a mao do operador mantendo o tampao em posi¢do no olho controle e a abertura do olho

experimental; C) Olho esquerdo exposto a luz.

A distancia de 30 cm foi determinada considerando a distancia do olho do dentista

operador até a ponta da fonte de luz durante um procedimento (LABRIE et al., 2011,
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MCCUSKER et al., 2013). Um suporte de acrilico foi confeccionado para acoplar e fixar o

aparelho de luz LED com a altura estabelecida durante todo o experimento (Figura 7).

30 em

Figura 7. Suporte de acrilico confeccionado para acoplar o aparelho de LED. A) Aparelho LED
em posicdo; B) Distancia estabelecida durante todo o experimento.

Os animais foram numerados de 01 a 06 aleatoriamente e seguiram a sequéncia ordinal
para serem expostos a fotoestimulagdo. Decorridos 07 (sete) dias da exposicdo ao LED, foi
realizada entdo a eutandsia dos animais, seguida da perfusdo, dissecacdo e enucleagdo das

estruturas oculares que foram submetidas ao processamento histologico.

4.4 - EUTANASIA DOS ANIMAIS

4.4.1 Anestesia

Os animais receberam anestesia inalatoria de isofluorano. A dose inicial para
inducdo anestésica foi de 4-5% e de manutencao 1-1.5%, com oxigénio 100% em fluxo de 0.5

— 1.0 por | min.
442 Perfusdo

Os animais foram eutanasiados por via intraperitoneal com uma dose de
Ketamina (300 mg/kg) associado a Xilazina (30 mg/kg) (Figura 8). Em seguida, perfundidos
via transcardiaca em uma capela propria, a partir da introdugao de uma agulha de 20 x 1,5 mm,
previamente conectada a uma bomba peristaltica (Masterflex, Cole-Parmer, Niles, IL), no apice

do coragdo atingindo o ventriculo esquerdo, e, seguida, foi seccionado o atrio direito para o
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escoamento do sangue. Inicialmente, 350 ml de solugdo salina a 0,9%, pH de 7,4, com heparina
(Hipolabor, 5000 Ul/ml) na concentragdo de 2 ml/L, a temperatura ambiente, foi impulsionado
pelo leito vascular durante 4 minutos (100 ml/min), seguindo-se 700 ml de solugdo fixadora
(paraformaldeido a 4%, Vetec Quimica Fina) em tampao fosfato (PB) 0,1 M, a um pH de 7,4,
a temperatura de 4°C. Metade da solucao fixadora foi infundida em fluxo rapido (35 ml/min),

e a outra metade em fluxo lento (17,5 ml/min), totalizando 30 min de perfusao.
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Figura 8. Eutanasia dos animais. A) Dose de Cetamina associado a Xilasina; B) Anestesia por via

intraperitoneal.

443 Descarte da carcaca

Realizado em sacos plasticos brancos para riscos bioldgicos compativeis com o
peso da carcaga e armazenados em freezer (-18°C) até serem encaminhados a empresa de coleta

especializada (Ecoblending Ambiental LTDA.) para incineracao das carcagas.

4.5 - DISSECACAO DA ESTRUTURA OCULAR E PREPARO DO
MATERIAL

As estruturas oculares foram cuidadosamente dissecadas utilizando-se instrumentais
cirtrgicos (tesouras, pingas, espatulas e bisturi) adequados. Os tecidos extra-oculares (musculos
e conjuntivo) foram retirados com o maximo de cuidado sem comprometer a tinica externa
ocular (cornea e esclera). Apoés a dissecacdo das estruturas oculares, o protocolo de
processamento do material, foi realizado de acordo com o artigo de Bermer et al, (1976),

protocolo descrito no anexo 3.
4.6 — PREPARO DA LAMINA HISTOLOGICA

Os espécimes foram emblocados em parafina e orientados a microtomia manual, sendo
seccionados no sentido axial, padronizados com 3 um de espessura. Os cortes foram coletados
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em laminas histologicas e postos em banho maria para remogao da parafina. Em seguida, foram
desidratados em concentragdes crescentes de alcool, deslipidificados em xilol, corados com

hematoxilina e eosina (HE), de acordo com a anexo 4, e coberto com laminulas utilizando um

meio especifico de montagem (Figura 9).

Figura 9. Preparo da lamina histologica. A) Espécimes emblocados em parafina; B) Cortes em
microtomia manual; C) Fita de cortes sucessivos transferidos para o banho-maria; D) Fitas em

laminas de vidro previamente etiquetadas; E) e F) Etapas da coloragdo com HE, conforme anexo 4.
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Figura 9. Preparo da lamina histologica. G) Cobertura da 1amina com laminulas.

Todos esses procedimentos foram realizados por profissionais técnicos no laboratdrio

de Histologia no Centro de Ciéncias Biologicas da UFRN.

4.7 — ANALISE DOS RESULTADOS
4.7.1 Estereologia

Para a estimativa do volume total da retina, Vref, foi utilizado o Principio de Cavalieri
(HOWARD e REED, 2010). O método de Cavalieri permite estimar o volume total da drea em
uma amostragem aleatdria sist€émica de secOes através de um sistema teste sobreposto
aleatoriamente sobre a estrutura a ser estudada. Para isso, um sistema teste quadratico com area

conhecida foi aplicado sobre a estrutura da retina (Figura 10) e a seguinte férmula foi utilizada:

:V=YPx* tx Flx %, onde Y P ¢ o somatério de pontos do sistema teste que tocam a

estrutura desejada (neste caso, a retina); t é a espessura fixa dos cortes (3um), F! é o inverso da

C A . a , , . . .
distancia entre os cortes e 5 ¢adrea associada a cada ponto do sistema teste. Em cada retina
analisada contou-se entre 200 e 300 pontos em secc¢des equidistantes, amostradas de modo
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sistematico e aleatorio, as quais cobriram toda a area da retina. As imagens da retina total sob
as quais foi aplicado o método de Cavalieri foram obtidas de uma camera acoplada a um

microscopio de luz com objetiva de 2x de aumento.
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Figura 10. Sec¢des axiais da retina de ratos do grupo controle demonstrando a aplicagdo do Principio

de Cavalieri para a estimativa do volume total da retina. Coloragdo: HE. Escala de barra: 1000 pm.

A densidade de volume das camadas (Vvcamada) da retina foi obtida a partir do Vref'e

__ YP(camada)

foi estimada de acordo com a seguinte equagdo: V. qomada = P rer) onde, Y P (camada) ¢

o nimero total de pontos (de um sistema teste quadratico) que tocam cada uma das camadas da
retina (CCG, CPI, CNI, CPE, CNE e PCB) e ) P (Vref) € o nimero total de pontos (do mesmo
sistema teste) que tocam na retina.

Para estimar o volume total de cada camada da retina, utilizou-se a seguinte equacao:

=W

Vcamada

* Vyer onde, Viotcamada € 0 volume total da camada ocupada na retina,

totcamada

VVveamada € @ densidade de volume das camadas da retina e Vref ¢ o volume total da retina,
estimado pelo principio de Cavalieri. As imagens para avaliar o volume de cada camada da
retina sob as quais foi aplicado o método de Cavalieri foram obtidas de uma camera acoplada

a um microscépio de luz com objetiva de 10x de aumento (Figura 11).
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Figura 11. Secc¢des axiais da retina de ratos do grupo controle demonstrando a aplicagéo do Principio
de Cavalieri para a estimativa do volume total de cada camada da retina. Coloracdo: HE. Escala de barra:

100 pm.

4.7.2 Histomorfometria

A andlise histomorfométrica foi realizada por meio de imagens digitalizadas das laminas
histologicas obtidas utilizando uma camera (Nikon, DS — Ril, Melville, USA) acoplada ao
microscopio (Olympus, BX-41, Melville, USA) e conectada a um computador (Dell Optiplex
9020, Miami, USA), presente no laboratorio. Os parametros morfométricos foram aferidos com
o uso do software Canvas 12 (ACD Systems, Victoria, Canada), por trés examinadores cegos €
calibrados a partir de um mesmo padrdo de avaliagdo, com a finalidade de garantir a
fidedignidade dos resultados.

Como padronizagdo da analise, a retina central foi escolhida como area de interesse ¢ a
ampliacdo da imagem no microscopio foi de 40x de objetiva em todos os animais. Sobre a

imagem foi colocado uma reticula de grade (grid) (Figura 12) compativel com as dimensdes

Efeito do Diodo Emissor de Luz (Led) de Alta Poténcia Sobre a Retina de Ratos 30



das camadas em seu respectivo aumento. Cada célula do grid foi identificada por um sistema
de matriz (linhas x colunas) e sorteadas de modo aleatorio, usando a formula
“=ALEATORIOENTRE” (inferior;superior), disponivel no software Microsoft Excel (Office
2016, Microsoft, EUA). As células presentes nas camadas do grid sorteadas tiveram seus

parametros morfoldgicos mensurados (densidade e area).

Figura 12. Sec¢des axiais da retina de ratos do grupo controle demonstrando a aplicagdo do grid

para a estimativa da densidade e da area nuclear. Coloracéo: HE. Escala de barra: 50 pm.
4.8 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas em conhecimento prévio dos grupos a serem
avaliados. Os dados foram coletados e tabulados no programa Microsoft Excel® 2016 (Office
2016, Microsoft, EUA). Os valores encontrados foram expressos como média e desvio padrao,
sendo utilizados para analise estatistica descritiva e inferencial. O nivel de significancia adotado
foi de 5% (p < 0,05). Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para amostras independentes com
o objetivo de identificar diferencas entre as médias nos grupos avaliados (experimental x

controle), uma vez que os dados ndo apresentaram distribui¢do normal e o pequeno tamanho
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amostral. O procedimento estatistico foi realizado no software estatistico SPSS versao 22.0

(Statistical Package for Social Sciences; SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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5 RESULTADOS

Todos os animais apresentaram comportamento saudavel e sobreviveram até o final do periodo
experimental.

Para a analise dos resultados, foram consideradas as seguintes camadas constituintes da
retina: camada de células ganglionares (CCG), camada plexiforme interna (CPI), camada
nuclear interna (CNI), camada plexiforme externa (CPE), camada nuclear externa (CNE) e os

prolongamentos de cones e bastonetes (PCB).

5.1 ESTEREOLOGIA

O volume total da retina (Vref) obtido por contagem de pontos apresentam-se descritos
na tabela 1. A comparacao entre as médias (valores) dos resultados encontrados demonstrou

que houve o aumento estatisticamente significativo do V'ref no grupo experimental.

Tabela 1. Volume total da retina por grupo, expresso em valores médios (mm?) e respectivos desvios
padrdo.

95% intervalo de confianca

Grupos n Média Desvio Padrao — — P
y Controle 6 0,584 + 0,106 0472 0694
"f  Experimental 6 0,849 +0,151 0,689 1,007 ’

Vref — volume total da retina.
Fonte: Autor.
O aumento do volume das camadas da retina no grupo experimental apresentou-se

significativamente maior nas camadas: CCG, CPI, CNE e PCB, quando comparados ao grupo

controle (tabela 2).

Tabela 2. Volume por camada da retina, expresso em valores médios (mm?) e respectivos desvios
padrao.

Camadas  Grupos n Média  Desvio Padrao 95;':,;?5:“]0 de;f;?::;ca P

Controle 6 0,064 +0,121 0,051 0,076

VtotG 0,015
Experimental 6 0,104 + 0,040 0,062 0,146
Controle 6 0,153 + 0,036 0,115 0,171

VtotPI - 0,015
Experimental 6 0,214 +0,041 0,191 0,256

VtotNI Controle 6 0,089 + 0,021 0,067 0,110 0,065
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Experimental 6 0,128 + 0,032 0,094 0,161
Controle 6 0,042 + 0,006 0,036 0,048

VtotPE - 0,240
Experimental 6 0,059 + 0,023 0,034 0,082
Controle 6 0,143 + 0,034 0,106 0,178

VtotNE - 0,015
Experimental 6 0,195 + 0,034 0,159 0,230

PCB Controle 6 0,094 +0,014 0,079 0,120 0.009

ViotPCB 4 erimental 6 0,149 +0,028 0.108 0178

VtotG — volume total da camada ganglionar, VfotPI — volume total da camada plexiforme interna, VtotNI — volume total da
camada nuclear interna, VzotPE — volume total da camada plexiforme externa, VfotNE — volume total da camada nuclear
externa, V'totPCB — volume total dos prolongamentos dos cones e bastonetes.

Fonte: Autor.

1,200
1,000

0,800

3

VOLUME (mm?)

0,600

0,400

0,200

*
* *
. |
Vref VtotG VtotPI VtotNI VtotPE VtotNE VtotPCB

Camadas da retina

0,000

M CONTROLE M EXPERIMENTAL

Figura 13. Grafico representativo dos volumes total da retina e dos volumes de suas camadas nos
diferentes grupos.

Vref — volume total da retina, V#2otG — volume total da camada ganglionar, V#otPI — volume total da camada plexiforme
interna, VtotNI — volume total da camada nuclear interna, VtotPE — volume total da camada plexiforme externa, ViotNE —
volume total da camada nuclear externa, V'totPCB — volume total dos prolongamentos dos cones e bastonetes.

5.2 HISTOMORFOMETRIA

A densidade numérica por area e a area nuclear das células da retina foram medidas em
trés camadas: CNE, CNI e CCG de cada grupo. Calculadas as médias e desvios padrao nao
foram observadas diferencgas estatisticamente significativas entre as médias da densidade das

camadas entre os grupos (Tabela 3).
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Tabela 3. Densidade numérica por camada, expressas em valores médios (células por 500 pm?) e

respectivos desvios padrao.

95% intervalo de confianca

Camadas Grupos n Média Desvio Padrao p
minimo maximo
Controle 6 21,217 + 3,545 17,496 24,937
CNE 0,180
Experimental 6 24,050 + 4,362 19.471 28,628
CNI Controle 6 11,583 + 1,698 9,801 13,364 0.180
Experimental 6 13,433 +2,866 10,425 16,441 ’
Controle 6 2,006 + 0,280 1,514 2,102
CcCcG - 0,394
Experimental 6 2,250 + 0,680 1,535 2,964

CNE —camada nuclear externa, CNI — camada nuclear interna, CCG — camada de células ganglionares.

= [ N N w
o (€] o v o

N2 Células/500um?

6]

H CONTROLE

H EXPERIMENTAL

Fonte: Autor.

. T
0 i ' i i 3
CNE CNI CG

Camadas da retina

Figura 14. Grafico representativo da densidade numérica das camadas estudadas nos diferentes

grupos.

CNE - camada nuclear externa, CNI — camada nuclear interna ¢ CG — camada de células ganglionares.

Entretanto, observou-se um aumento estatisticamente significativo da area nuclear das
células em todas as camadas estudadas no grupo experimental quando comparado ao grupo

controle (Tabela 4).
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Tabela 4. Area nuclear das células, expressas em valores médios (uLm?) e respectivos desvios padrio.

95% intervalo de confianca

Camadas Grupos n Média Desvio Padrao p
minimo maximo

CNE Controle 6 12,307 + 1,754 10,466 14,148 0.002
Experimental 6 20,729 +0,592 20,107 21,350 ’

CNI Controle 6 19,123 + 3,209 15,755 22,491 0,015
Experimental 6 30,520 +4,699 25,588 35,451 ’

CCG Controle 6 40,219 +5,312 34,644 45,793 0.002
Experimental 6 33,226 + 0,680 49,523 56,929 ’

CNE —camada nuclear externa, CNI — camada nuclear interna, CCG — camada de células ganglionares.

Fonte: Autor.

*
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CNE CNI CG

Camadas da retina
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Figura 15. Grafico representativo da area nuclear das células nas camadas estudadas nos diferentes

grupos.

CNE - camada nuclear externa, CNI — camada nuclear interna e CG — camada de células ganglionares.

Ademais, por meio da analise comparativa dos cortes histologicos referentes aos olhos

expostos a luz LED e aos olhos ndo expostos, houve alteragdo morfologica visualmente
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perceptiva em algumas estruturas retinianas entre os grupos. Aspectos como a desorganizagao
das camadas, aumento do espaco citoplasmatico das células, aumento da camada PCB e ntcleos

hipercromados, que sao sugestivos de picnose celular, foram detectados (Figura 16).

m

(=)
[9]

Figura 16. Seccdes histologicas da retina do rato A (Controle) e B (Experimental) — Camada de células
ganglionares (CG); Camada plexiforme interna (CPI); Camada nuclear interna (CNI); Camada
plexiforme externa (CPE); Camada nuclear externa (CNE); Prolongamento de cones e bastonetes (PCB).
Ambas as fotos no aumento de 40x, animal 3, [amina 15, sec¢do 2.

X - Célula hipercromada sugestiva de picnose;

2 - Aumento do espaco citoplasmatico;

- Aumento dos prolongamentos de cones e bastonetes.
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6 DISCUSSAO

A luz azul ¢ indispensavel para dar inicio a cascata de polimerizacdo dos materiais
resinosos utilizados na Odontologia, sendo fundamental uma adequada relagao entre a poténcia
e o tempo de exposicao (JANDT et al., 2000). Entretanto, esse mesmo componente azul (450
nm — 495 nm), associado a alta intensidade, ¢ considerado uma das maiores preocupagdes com
relagdo aos efeitos nocivos do LED ao olho humano, especialmente na regido fotossensivel da
retina (JAADANE et al., 2015). Estudos mostram que esse comprimento de onda (luz azul) ¢
um fator critico para a toxicidade na retina, em virtude dos danos na camada de fotorreceptores,
além de gerar um grande desconforto visual devido ao carater pontual, alto nivel de iluminancia
(lux) e estresse oxidativo gerado nas cé€lulas fotossensiveis (SHANG et al., 2014; KRIGEL et
al., 2016; SHANG et al., 2017).

O conhecimento da estrutura retiniana, evidenciando detalhes que estavam fora do
alcance da microscopia optica, iniciou-se com MAEDA (1959) que estudou vasos retinianos de
olhos humanos normais. Na década de 60, varios trabalhos foram desenvolvidos, descrevendo
a estrutura da retina normal do ser humano (TOUSSAINT e DUSTIN,1963; KUWABARA ¢
COGAN,1960; 1963; 1965) e de outros animais, como: o rato (KISSEN e BLOODWORTH,
1961) e o macaco (ISHIKAWA, 1963). Diante dos achados histolégicos, a literatura relata
similaridade das camadas da estrutura retiniana de ratos e camundongos com a estrutura
retiniana dos humanos, o que nos permite utilizar esses animais para estudos experimentais
(SCHELLINI, 1992; IOSHIMOTO, 2010; FREITAS, 2011).

Em 1966, estes animais experimentais foram utilizados nos primeiros estudos acerca dos
potenciais danos ao olho causados pelo efeito da luz no estudo de referéncia de NOELL (1966).
Os achados iniciais descreveram um inchago celular, com citoplasma pouco corado e nucleo
aumentado. Além disso, a picnose, descrita como o sinal inicial indicativo de apoptose celular
e representada por um nucleo hipercromado, também foi descrita, especialmente na regiao
central da retina, tomando como referéncia a fovea central.

Assim sendo, o presente trabalho focou as analises histoldgicas nesta regido da fovea
central, que foi identificada a partir da andlise da disposi¢ao do cristalino e das outras estruturas
do globo ocular.

O aparelho fotopolimerizador utilizado (VALO® - Ultradent) apresenta amplo espectro,
com comprimentos de ondas no intervalo de 395 nm — 480 nm, abrangendo as luzes ultravioleta

e azul. Apesar dos estudos ja relatarem maior risco de danos oculares a luz azul, a luz
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ultravioleta proveniente do fotopolimerizadores de LEDs odontologicos com iluminancia de
1000 lux, inferior ao valor mensurado no aparelho utilizado nesta pesquisa (3500 luxes), sobre
a mesma distancia de 30 cm entre o aparelho e o olho, também demonstrou poténcia suficiente
para causar danos visuais severos € a resposta fisioldgica da retina foi afetada irreversivelmente
através de danos fotoquimicos (RASSAEI et al., 2013).

Os resultados do estudo demonstraram que houve alteragdes volumétricas significativas
no volume total da retina. Os valores médios obtidos foram de 0,584 mm? no GC e 0,849 mm?3
no GE. Assim, observa-se que a fotoestimulagdo com luz LED de alta poténcia na retina do rato
provocou um aumento estatisticamente significativo no volume total da retina.

Ao analisar os valores referentes aos volumes médios de cada camada da retina, os
resultados mostram que houve aumento de volume nas CCG, CPI, CNE e PCB, exatamente
aquelas camadas que contém as células fotossensiveis.

Os cones e bastonetes, as células encontradas especialmente na CNE, sdo as principais
células fotossensiveis que sdo estimuladas diretamente pela exposi¢do a luz. Dessa forma,
diante do estimulo local, a exposi¢ao a luz LED, todas as organelas presentes trabalham para
suportar a atividade das células fotorreceptoras. Assim, essas células passam a ter uma atividade
metabolica maior para processar a informagdo e com isso se faz necessario um maior
desenvolvimento e producdo de energia (GUYTON, 2011), justificando o aumento em volume
dessa camada, quando comparado ao olho controle.

Entretanto, os cones e bastonetes ndo sdo as unicas células fotossensiveis da retina. Em
um estudo realizado por PROVENCIO et al. (2000), observou-se que um pequeno grupo de
c¢lulas ganglionares da retina era intrinsicamente fotossensivel e foram denominadas de células
ganglionares intrinsicamente fotossensiveis da retina. Essas células constituem menos de 2%
da populacdo de células ganglionares da retina e contém como pigmento fotossensivel a
melanopsina, uma opsina diferente da encontrada nos cones, € cujo pico de absor¢do fica na
regido espectral dos comprimentos de onda curtos da luz azul, em torno de 480 nm.

Além disso, as células ganglionares da retina tém seus dendritos na CPI e seus corpos
celulares na CCG. Especificamente nas retinas dos mamiferos, a sua maioria apresenta a célula
ganglionar azul-ON, a qual recebe a saida de estimulo em resposta ao impulso luminoso de
cone azul. Dessa forma, o feixe de luz azul projetado sobre a retina (luz LED), ¢ capaz de
estimular as células ganglionares, resultando numa maior atividade metabolica dessas células e

o consequente aumento das camadas que as contem, a CPI e a CCG. Dessa forma, ¢ possivel
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compreender e inferir as alteracdes ocorridas nessas camadas em virtude da exposi¢do a luz
LED.

Dessa forma, ¢ possivel compreender e inferir que, em virtude da exposi¢do a luz LED,
as c¢lulas fotossensiveis passam a ter uma atividade metabolica para processar a informagao e
com isso se faz necessario um maior desenvolvimento e produgdo de energia, especialmente
por parte das mitocondrias (GUYTON, 2011), justificando o seu aumento em espessura, quando
comparado ao olho controle. Além disso, € reconhecido que a emissao de luz azul também atua
fortemente na formacao de radicais de superoxidos a partir dessas mitocondrias, que podem ser
rapidamente transformados em componentes toxicos quando em estado mais avancado de
exposic¢do, causando danos oxidativos as células (SHANG, 2017).

Dentre as camadas com resultados significativos, a camada PCB foi a que ocorreu maior
diferenca estatisticamente significativa, aumentando de 0,094 para 0,149 mm?, em média. Sabe-
se que esta camada ¢ composta basicamente pelos maiores componentes citoplasmaticos dos
cones ¢ bastonetes, e onde se concentra toda a maquinaria metabdlica dessas células. Dessa
forma, o aumento do volume dos PCB resulta da exacerbacao da atividade metabolica, o que
confere uma resposta ativa dessas células fotossensiveis a exposi¢ao aumentada a luz
(GUYTON, 2011; ROSS, 2012).

Nao obstante, apesar do aumento do volume da retina, a densidade numérica das camadas
estudadas ndo se comportou da mesma forma, apresentando um aumento ndo significativo. Essa
medida se caracteriza pela razao entre o numero de células e a drea da camada. Dessa forma, os
achados desse estudo sugerem que nao houve alteracdes no numero das células, apesar de ter
ocorrido o aumento no volume das camadas.

Destarte, a alteragdo do volume da retina no grupo exposto a luz, ocorreu ndo por conta
da variacdo do numero de células, mas sim em razdo do aumento do seu contetdo
citoplasmatico. Sabemos que as organelas responsaveis por toda a atividade metabdlica se
concentram nesse compartimento celular. Dessa forma, as mitocondrias que responsaveis pela
produgdo energética celular passam a produzir cada vez mais essa energia a medida que a oferta
de luz se torna abundante. Assim sendo, as células fotorreceptoras e neuronais possam trabalhar
no sentido do processamento e transducao em impulsos elétricos que gerem a informagao visual
(GUYTON, 2011; ROSS, 2012).

Ao analisar os dados da area nuclear das células, os resultados mostraram que houve um
aumento estatisticamente significativo dessa area em todas as camadas analisadas: CNI, CNE,

CCG. Se associarmos isto a andlise visual ¢ possivel notar que algumas células estdo
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hipercromadas, especialmente quando comparadas ao padrdo mais homogéneo do grupo
controle. Apesar deste aspecto picnotico representar uma condensag¢do da cromatina, o que
sugere uma diminui¢do da area nuclear, estatisticamente houve um aumento dos valores da
area, representando um inchago. Estudos mostram que, a principio, esse fendmeno se inicia
com uma remodelacdo e aumento dessa medida, descrita como fase 1 picnotica (JONES, 2005;
MARC, 2008; SHANG, 2017), o que corrobora com nossos achados.

Apesar do protocolo de exposicao ter sido relativamente baixo, representado apenas por
trés exposi¢cdes em um Unico dia, ¢ necessario considerar os parametros relacionados a vida
média dos ratos, visto que estes constituem o nosso objeto de estudo. Desta forma, de acordo
com ANDREOLLO (2012) e DUTTA e SENGUPTA (2016) aproximadamente cada dia de
vida de um rato equivale a 30 dias na vida de humanos, o que a principio justificaria a
classificacdo dessa metodologia como aguda. Assim sendo, compreende-se que os resultados
do trabalho devem ser levados em consideragdo para uma pratica clinica com seguranca, visto
que um profissional de saude que trabalho com este tipo de aparelho fotoativador executa este
tipo de procedimento por pelo menos 30 anos. Desta forma, danos oculares tidos como
potenciais, passam a ser reais.

A comprovagdo das alteragdes morfométricas nas camadas da retina, indicando atividade
metabodlica aumentada e possiveis danos a essa estrutura, chamam a atencdo quanto a
necessidade de prote¢do contra essa exposigdo a luz LED. Os filtros de luz, que estdo inclusos
como um acessorio destes aparelhos fotoativadores, muitas vezes tem seu uso negligenciado e
deve ser obrigatoriamente utilizado pelos profissionais. Em um estudo realizado por Soares
(2017), foi comprovado em um estudo que pelo menos 97% da irradiacdo nociva consegue ser
bloqueada por filtros de diversas marcas e, especialmente o filtro do VALO® (Ortho, Ultradent,
South Jordan, Utah, Estados Unidos), mostrou a maior eficacia entre todos os outros testados,
reafirmando os beneficios do seu uso rotineiro. Apesar de todos os fabricantes recomendarem
o uso de filtro laranja para a protecdo dos olhos, a adesdo do uso dos 6culos de bloqueio da luz
azul ¢ baixa (ERNST et al., 2018), fato este que ndo deve ser negligenciado pelos profissionais.

Apesar das limitagdes inerentes ao estudo em animais e da pesquisa apresentar protocolo
de exposi¢ao aguda, novos trabalhos com protocolo cronico devem ser realizados para
avaliagdo em longo prazo, visto o efeito da luz azul é cumulativo e estd presente na rotina

regular dos ortodontistas, o que representard um grande risco a integridade da retina.
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7 CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos € na metodologia aplicada:

e Houve aumento do volume total da retina no grupo exposto a luz;
e Dentre as camadas da retina, observou diferencas estatisticamente significativas na

CCQG, CPI, CNE e PCB, exatamente aquelas que possuem as cé¢lulas fotossensiveis;

e Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre as médias dos valores da
densidade numérica apresentadas pelos grupos, nao houve aumento do niimero de

células;

e As células fotorreceptoras e neuronais de todas as camadas estudadas responderam

ativamente, demonstrando intenso metabolismo celular em resposta a luz LED;

e A area nuclear das células de todas as camadas avaliadas (CNI, CNE e CCGQG)

aumentou significativamente no grupo experimental.
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ANEXOS

Anexo 1. Aprovagdo do protocolo experimental empregado (CEUA-UFRN).
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA

Av. Salgado Filho, S/N — CEP: 59072-970 — Natal / RN
Fone: (84) 9229-6491 / e-mail: ceua@reitoria.ufrn.br

CERTIFICADO

Natal (RN), 09 de maio de 2017.

Certificamos que a proposta intitulada “Influéncia do diodo emissor de luz (LED) de alta
poténcia sobre a retina do rato”, PARECER n2 007012/2017, sob a responsabilidade de Sergei
Godeiro Fernandes Rabelo Caldas, que envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n.2 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n.2
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da

Experimentacdo Animal (CONCEA), foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte — CEUA/UFRN.

Vigéncia do Projeto ABRIL 2018

Espécie/Linhagem Ratos Wistar

Ndmero de Animais 12

Idade/Peso 8 semanas / 300g

Sexo Machos

Origem Biotério do DMOR - UFRN

Manutencdo Biotério de Experimentacdo do DEMOR (Museu de Ciéncias Morfoldgicas) -
UFRN

Informamos ainda que, segundo o Cap. 2, Art. 13, do Regimento Interno desta CEUA, é funcao
do professor/pesquisador responsavel pelo projeto a elaboracio de relatério de acompanhamento
que devera ser entregue tado logo a pesquisa for concluida.

wel
José de C o0 Souza Neto Jupior

Coordenador da CEUA-UFRN

WWwWWw.ceua.propesqg.ufrn.br
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National Centre

for the Replacement
Refinement & Reduction
of Animals in Research

The ARRIVE

guidelines

Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments

Anexo 2. Animal Research: Reporting In Vivo Experiments (ARRIVE) guidelines.

Traducao Portugués (Brasil)

Carol K|Ikenny1,W|I\|am J Browr\ez, Innes C Cuthllls, Michael Emerson4 and Douglas G Altman®

1The National Centre for the Replacement, Refinement and Reduction of Animals in Research,
London, UK, 2School of Veterinary Science, University of Bristol, Bristol, UK, 3School of Biological
Sciences, University of Bristol, Bristol, UK, 4National Heart and Lung Institute, Imperial College
London, UK, SCentre for Statistics in Medicine, University of Oxford, Oxford, UK

As diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) foram desenvolvidas como parte de uma iniciativa do
NC3Rs para melhorar o desenho, a andlise e o manuscrito de investigacdo com animais — maximizando a informagédo publicada e
minimizando estudos desnecessarios. As diretrizes foram publicadas na revista PLOS Biology em Junho 2010 e sdo atualmente

endossadas por revistas cientificas, agéncias de financiamento e sociedades cientificas.

As diretrizes pretendem:

= Melhorar o relato da investigagao feita
com animais.

Guiar os autores na informagao
essencial que é necessario incluir num
manuscrito, sem ser absolutamente
normativo.

Ser flexivel de forma a acomodar relatos
de um leque amplo de areas de
investigagao e protocolos
experimentais.

Promover a publicagéo de manuscritos
replicaveis, transparentes, precisos,
detalhado, concisos, com uma ordem
l6gica e bem escritos.

Melhorar a comunicagao das
observagoes cientificas para toda a
comunidade cientifica.

As diretrizes NAO pretendem:

= Promover a uniformidade, suprimir a

criatividade, ou encorajar os autores a
cumprir uma lista de artigos. Alguns dos
artigos podem nao ser adequados a
todos os estudos e alguns artigos
podem ser descritos nas legendas de
tabelas, figuras ou diagramas de fluxo
(e.g. nimeros de animais usados,
observados e analisados).

Ser um guia de como desenhar e
conduzir as experiéncias. No entanto,
alguns dos artigos da lista, tais como a
randomizagéo, observagdes as cegas e
grupos controle, podem ser Gteis no
planeamento experiéncias pois reduzem
orisco de enviesamento e aumentam a
solidez da investigagao.

Para quem s&o as diretrizes?

Autores experientes e inexperientes
Editores da revistas

Revisores de artigos

Agéncias de financiamento
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A que tipo de areas de investigagédo
se aplicam estas diretrizes?

As diretrizes serao mais lteis para
estudos comparativos, onde dois ou
mais grupos de animais experimentais
sao comparados e onde um ou mais dos
grupos podem ser considerados como
controle. Também se aplicam a estudos
comparativos de diferentes doses de
farmacos ou, por exemplo, onde um
unico animal &€ usado como seu proprio
controle (within—subject experiment).

A maioria das recomendagoes também
sao aplicaveis a estudos que nao tem
grupos controle.

As diretrizes sao adequadas em qualquer

area de ciéncias biologicas onde sao
usados animais de laboratorio.

Como podem ser usadas estas
diretrizes?

As diretrizes fornecem uma lista para quem
prepara ou revé um manuscrito para
publicag&o.
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Financiamento

O projeto de diretrizes de relato de
experiéncias em animais de laboratério foi
financiado pelo National Centre for the

Replacement, Refinement and Reduction of

Animals in Research (NC3Rs).

Further Information

www.nc3rs.org.uk/ARRIVE
enquiries@nc3rs.org.uk
W @NC3Rs
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InstalagGes e condigbes Fornecer dados de:

veterindrias dos animais

ARTIGOS RECOMENDAGOES

Titulo 1

Permite uma descrigdo do contetdo do artigo que seja precisa e concisa.

Resumo

INTRODUGCAO

Contexto

Proporciona um sumario do contexto, objetivos do estudo, incluindo pormenores
da espécie ou estirpe de animais usada, métodos e resultados mais importantes

e conclusdes do estudo que sejam precisas e concisas.

a. Inclui suficiente contexto cientifico (incluindo referéncias relevantes de
publicagdes prévias) de forma a compreender o motivo e o contexto para o
estudo, e explica a estratégia e I6gica experimentais.

b. Explica como e porque a espécie e modelo animais usados podem atingir os
objetivos cientificos e, onde possivel, descreve a pertinéncia do estudo para a
biologia humana.

a.Instalagdes: tipo de biotério (i.e. estéril, caixas em isolamento), tipos de caixas/
gaiolas usadas, material do fundo das gaiolas/caixas, nimero de animais por caixa,
forma e material de tanques (para peixes).

b. Condigdes de manutengao de animais (programa de reprodugao, tipo e
frequéncia de alimentacao, ciclos de luz e escuro, temperatura, qualidade de agua,
acesso a agua e comida, enriquecimento do meio).

c.Avaliagdo de bem-estar e intervengdes atitudes durante ou pré e pés
experiéncia

Objectives

METODOS

Declaragéo ética

Descreve com clareza os objetivos primario e secundarios do estudo ou a
hipotese a ser testada.

Indica as revisées por Conselhos de Etica e a natureza destes Conselhos de
Etica. Inclui as diretrizes institucionais e nacionais para a utilizagdo de modelos
animais especificas para o estudo realizado.

Ntimeros da amostra

a.Descreve o ntimero total de animais usados em cada experiéncia e o niimero de
animais em cada grupo experimental

b. Explica como a decisdo do nimero de animais a usar foi tomada (calculo
estatistico dependente do efeito esperado da interveng&o).

c..Indica o nimero de vezes que a experiéncia foi repetida, caso seja pertinente.

Atribuigdo de animais aos
grupos experimentais

a. Detalha como os animais foram atribuidos a um ou outro grupo, randomizagdo
ou emparelhamento.

b. Descreve a ordem usada para tratar ou observar cada animal.

Plano do estudo

Para cada experiéncia, fornece pormenores do desenho de estudo que incluam:
a.Numero de grupos experimentais e grupos controle.

b. Iniciativas para minimizar os efeitos de enviesamento subjetivo no processo
de escolha de animais para o grupo de estudo ou controle (processo de
randomizagao) e na observagéo/coleta de resultados (situagées em que os

investigadores estavam “cegos”).

c. Aunidade experimental (animais isolados, em grupo e as caixas/gaiolas
usadas, se estavam em isolamento).

Um diagrama ou fluxograma é (til e ilustrativo no caso de estudo complexos.

Resultados experimentais

Definig¢do clara dos resultados principais e secundarios e da quantificagdo ou
qualificagao dos resultados medidos (morte celular, marcadores moleculares,
mudangas comportamentais).

Procedimentos
das Experiéncias

Fornece detalhes de todos os procedimentos técnicos, para cada experiéncia e
cada grupo experimental, incluindo controles.

Exemplos:

a.Como (i.e. dose e formulagéo do farmaco, via de administragéo e posologia;
descrigao de procedimentos para analgesia ou anestesia, incluindo o
monitoramento, procedimento cirtirgico e método de eutanasia). Detalhes do
equipamento especializado usado, incluindo fornecedores.

b. Quando (hora do dia).
c. Onde (caixa ou gaiola, bancada de laboratério, labirintos de agua).

d. Porque (I6gica para a escolha de anestésico, vias de administragao, farmacos
e doses usadas).

Métodos estatisticos

RESULTADOS

Valores de base

Numeros analisados

14

a.Descreve pormenores dos métodos estatisticos usadas para cada analise.

b. Descreve a unidade usada em cada analise (um animal, grupo de animais, um
neurénio).

c. Descreve os métodos usados para avaliar, se os resultados atingiram os
requisitos estatisticos.

Para cada grupo experimental, descreve das caracteristicas importantes e satide
dos animais (i.e peso, infegdes, farmacos/intervengdes prévios) antes da
intervencgéo (esta informagao pode ser em tabelas).

a.Descreve o nimero absoluto de animais usados em cada grupo incluido em
cada andlise (por exemplo 10/20 e ndo 50%32).

b. Explicita caso algum animal ou valor ndo tenha sido incluido e a razao.

Resultados e estimativas

Descreve os resultados para cada experiéncia, com medidas da precisao usada
(erro padrao e intervalos de confianga).

Animais

a. Descreve os animais usados, espécies e estirpes, sexo, idade (média ou
mediana e variag&o), peso (média ou mediana e variagao).

b. Descreve a origem dos animais, a nomenclatura internacional, modificagdes
genéticas (i.e. knock-out ou transgénico), genétipos, declaragdo veterinaria de
satde, estado de satde ouimunidade, procedimento farmacolégico ou técnico,
procedimentos prévios nos animais).

Efeitos adversos

DISCUSSAO

Interpretagdo/
implicagbes cientificas

a. Detalha os efeitos laterais em cada grupo experimental.

b. Descreve quaisquer modificagdes feitas ao protocolo de forma a reduzir o
aparecimento de efeitos laterais.

a.Interpreta os resultados, considerando os objetivos e hipoteses iniciais e o
conhecimento corrente e publicado;.

b. Comenta as limitagdes do estudo, incluindo potenciais vieses, limitagdes do
modelo animal e imprecisbes dos resultados<.

c. Descreve quaisquer implicagdes dos métodos experimentais ou observagdes
para os 3Rs (Substitui¢do, Refinamento, Redugao).

Generalizagdo ou translagdo

Comenta se como os resultados do estudo podem ser traduzidos para outras
espécies ou sistemas, incluindo se sdo relevantes para a biologia humana.

Financiamento

Lista as fontes de financiamento (nimero da bolsa ou subsidio) e qual o papel dos

The ARRIVE Guidelines: Animal Research: Reporting of In Vivo

fi iad! tudo.
Experiments. Originally published in PLOS Biology, June 20101 inanctadores no estudo
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Anexo 3. Sequéncia do processamento das amostras para confecc¢do das laminas. Laboratorio de
técnicas histologicas — UFRN, Natal/RN, 2018.

ETAPA REAGENTE
Alcool 70%
Alcool 80%
Desidratacéo Alcool 90%
(1h em cada solugéo) Alcool absoluto |

Alcool absoluto Il

Alcool absoluto Il

Xilol PA 1
Diafanizacao
Xilol PA I
(1h em cada solucao)
Xilol PA I
Impregnagéo Parafina |
(1h em cada solugéo) Parafina Il
Estufa 60°C Parafina Ill
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Anexo 4. Descricao do protocolo de coloragdo histologica das retinas em Hematoxilina/Eosina.
Laboratodrio de técnicas histologicas — UFRN, Natal/RN, 2018.

ETAPA ESTAGIO REAGENTE DURACAO
1 Desparafinizacao Estufa a 45°C 40 min
2 Desparafinizagdo Xilol T 10 min
3 Desparafinizagéo Xilol 1I 10 min
4 Hidratagdo Alcool Etilico 100% 5 min
5 Hidratagdo Alcool Etilico 80% 5 min
6 Hidratagdo Alcool Etilico 70% 5 min
7 Lavagem Agua 7 min
8 Coloragdo Hematoxilina 7 min
9 Lavagem Agua Corrente 3 min
10 Coloragao Eosina 7 min
11 Lavagem Agua Corrente 3 min
12 Desidratagao Alcool Etilico 70% 5 min
13 Desidratagao Alcool Etilico 80% 5 min
14 Desidratagdo Alcool Etilico 100% 1 3 min
15 Desidratagdo Alcool Etilico 100% 11 3 min

Fixacao do corante e

16 . . Xilol I 5 min
conservacao do material

Fixacdo do corante e

17 ~ . Xilol 11 10 min
conservagao do material
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