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RESUMO

A radioterapia (RT) ¢ uma das principais modalidades de tratamento do carcinoma
espinocelular em regido de cabeca e pescoco. A hipossaliva¢do € uma sequela importante
que acomete os pacientes submetidos a radioterapia nesta regido, nos quais os feixes de
radiacdo atingem as glandulas salivares. A reducdo do fluxo salivar desencadeia outras
consequéncias, como aumento na incidéncia de caries, disgeusia, disfagia e dificuldade
de fonacdo. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da fotobiomodulagdo (PBM) e do
medicamento Betanecol quanto a xerostomia, fluxo e constituintes salivares de pacientes
em tratamento radioterdpico em regiao de cabeca e pescogo. A amostra foi obtida por
conveniéncia, composta por pacientes em tratamento radioterdpico (média 66Gy) e
dividida aleatoriamente em Grupo Betanecol (n = 31) e Grupo PBM (n = 29). O
medicamento betanecol foi utilizado de forma manipulada e o protocolo de uso foi de 1
capsula de 25 mg, 2 vezes ao dia. Os pacientes do Grupo PBM receberam de 15 a 20
sessoes de PBM (2 a 3 sessOes/semana), em cada sessao foram irradiados 22 pontos extra-
orais (780nm, 100mW, 4J/ponto) e 56 intra-orais (660nm, 100mW, 0,5J/ponto). Ambos
0s grupos iniciaram a terapia (PBM ou Betanecol) no primeiro dia da RT e terminaram
juntamente com a ultima sessdo de RT. A saliva foi coletada de forma estimulada e o
fluxo salivar (ml/min) foi obtido. A mensura¢@o do pH foi realizada imediatamente apos
a coleta com o uso de um pHmetro. A sensacao de boca seca foi avaliada com auxilio de
uma escala analogica visual (0-10). Os constituintes salivares, elementos-trago Al, As,
Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, K, Li, Mg, Mn, Mo, P, Pb, S, Sb, Se, Sr, Ti, V, Zn foram avaliados
por espectometria (ICP OES e MS). Todos esses parametros foram avaliados em 2
momentos, antes de iniciar a radioterapia (pré-RT) e apds finalizar todas as sessdes de
radioterapia (pos-RT). Nao houve reducao significativa do fluxo salivar nos dois grupos
estudados apds a RT e ndo houve diferenca entre os grupos PBM e Betanecol (p=0.0626).
Em relacdo ao pH e a xerostomia também nao houve diferenga estatistica significante
entre os tempos pré e poés RT e entre as duas terapias (p=0.0937 e p=0.1815,
respectivamente). Observou-se aumento na concentragdo somente dos elementos-trago
Cr, Mg, V e P em ambos os grupos. A fotobiomodulagao e o betanecol foram eficazes em
manter a quantidade e qualidade da saliva durante a radioterapia em regido de cabega e

peSscoco.

Palavras-chave: xerostomia; radioterapia; saliva; compostos de betanecol; lasers.



ABSTRACT

Radiotherapy (RT) is the main treatment modalities for squamous cell carcinoma in the
head and neck region. Hyposalivation is an important sequela that affects patients
undergoing radiotherapy in this region, in which the radiation beams reach the salivary
glands. The reduction in salivary flow triggers other consequences, such as an increase in
the incidence of caries, dysgeusia, dysphagia and difficulty in phonation. The objective
of this study was to evaluate the effect of photobiomodulation (PBM) and Bethanecol in
xerostomia, salivary flow and saliva constituents of patients undergoing radiotherapy in
the head and neck region. The sample was obtained by convenience, consisting of patients
undergoing radiotherapy (mean 66Gy) and randomly divided into Bethanecol Group (n =
31) and PBM Group (n = 29). The drug Bethanecol was used in a compounded form and
the protocol was 1 capsule of 25 mg, 2 times a day. Patients in the PBM Group received
between 15 and 20 sessions of PBM (2 to 3 sessions/week), in each session, 22 extra-oral
points (780nm, 100mW, 4J/point) and 56 intra-oral points (660nm, 100mW, 0.5J/point)
were irradiated. Both groups started therapy (PBM or Bethanecol) on the first day of RT
and ended it together with the last RT session. Stimulated saliva was collected and
salivary flow (ml/min) was obtained. The pH measurement was performed immediately
after collection using a pH meter. Xerostomia was assessed using a visual analogue scale
(0-10). Saliva trace elements Al, As, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, K, Li, Mg, Mn, Mo, P, Pb,
S, Sb, Se, Sr, Ti, V, Zn were evaluated by spectrometry (ICP OES and MS). All these
parameters were evaluated in 2 moments, before starting radiotherapy (pre-RT) and after
all radiotherapy sessions (post-RT). There was no significant decrease in salivary flow in
the two groups studied after RT and there was no difference between the PBM and
Bethanecol groups (p=0.0626). Regarding pH and xerostomia, there was also no
statistically significant difference between pre and post radiotherapy and between the two
therapies (p=0.0937 and p=0.1815, respectively). There was an increase in Cr, Mg, V and
P salivary trace elements in both groups. Photobiomodulation and Bethanecol were

effective in maintaining quantity and quality of saliva during head and neck radiotherapy.

Key words: xerostomia; radiotherapy; saliva; bethanechol compounds; lasers.
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INTRODUCAO

O cancer de boca tem como uma das modalidades de tratamento a radioterapia
(RT). Esta forma de manejo ¢ feita seguindo a classificacdo de estadiamento TNM,
avaliando em sequéncia a extensdo do tumor primario, os linfonodos e a presenca ou
auséncia de metastase (ALMANGUSH et al., 2020). A radiagdo ionizante em regido de
cabeca e pescogo tem como consequéncia alteracdes em mucosa oral (mucosite oral),
em glandulas salivares (hipossalivagdo, sensag¢ao de boca seca e alteracao da composi¢ao
salivar) e nas papilas gustativas (perda parcial ou total do paladar) (SIMOES et al., 2009;
SALEH et al., 2014; MERCADANTE et al., 2017).

A xerostomia ou sensacao subjetiva de secura bucal ¢ um dos sintomas mais
frequentes, desenvolvido por 100% dos pacientes durante e apos a radioterapia (RT) em
regido de cabega e pescoco (JELLEMA et al., 2007; MALALLAH et al., 2018). De
acordo com Saleh et al. (2014) e Mercadante et al. (2017), a hipossalivagao aumenta o
risco de infecgdes orais, causa alteragdes na fala, no paladar, na mastigacdo e na
degluticdo com significativo impacto na qualidade de vida dos pacientes.

As glandulas salivares sdo sensiveis a radiacdo, por isso danos sao comuns durante o
tratamento com radioterapia e podem ser irreversiveis, pois levam a uma perda da fungao
glandular. Segundo Li et al. (2022) esta perda pode estar relacionada a danos no DNA,
perda do nimero de células acinares, aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS)
ou diminui¢do da capacidade de proliferacdo e quando a hipossalivagdo ocorre em
estagios posteriores a RT pode estar associada a alteragdes nos vasos sanguineos e
fibrose glandular por exemplo (Li et al., 2022).

A saliva total ¢ uma mistura complexa e importante de fluidos contendo
principalmente 4gua, além de pequenas substancias orgénicas, proteinas, peptideos,
polinucleotideos, fluido gengival e restos de microorganismos. Ainda, é composta
também por uma variedade de ions, incluindo o Na, K, Ca e Zn por exemplo. A maioria
destes componentes sdo elementos tragos, ou seja, sdo encontrados em baixissimas
concentragdes no organismos mas que participam de muitas fun¢des importantes como
protecao dos dentes e hidratacdo dos tecidos orais permitindo a fala e degluticao
(NGAMCHUEA et al., 2018; KUBALA et al., 2018).

A composicao da saliva pode sofrer variagdes e refletir a condi¢ao clinica do paciente
(ROSA et al., 2021). K, Na, Ca, Cl e P sdao os oligoelementos mais encontrados e
concentrados na saliva devido a sua importancia para o equilibrio eletrolitico desse
fluido (SAAVEDRA et al., 2022). Desta forma, esses elementos inorganicos podem ser

utilizados como objeto de estudo auxiliando a diagnosticar problemas dentarios como



caries, alteracdes sistémicas da satide em geral, também a progressao da doenca (ROSA
et al., 2021).

A saliva pode conter agentes anticancerigenos ou associados ao cancer que regulam
varios mecanismos, por exemplo os eletrolitos Mg (SAAVEDRA et al., 2022) ou Cu e
Zn em menor teor podem ser encontrados em pacientes com cancer de cabeca € pescoco
(SHETTY et al., 2015).

Imediatamente ap6s a RT o fluxo salivar sofre uma diminuicdo importante
(JELLEMA et al., 2007; SIMOES et al., 2009; SALEH et al., 2014; MERCADANTE et
al., 2017, MALALLAH et al., 2018; COTOMACIO et al., 2017; L1 et al., 2022; LIN et
al., 2022). Lin et al. (2022) mostraram que o fluxo salivar reduziu para 37% do nivel
pré-RT e apds um periodo de 18 meses houve uma discreta recuperagdo parcial para
59% do pré-RT.

Ainda n3o hd uma terapia totalmente eficaz para prevenir ou tratar a
hipossalivagdo e a xerostomia induzidas pela radioterapia (COTOMACIO et al., 2017).
Dentre as abordagens terapéuticas citadas na literatura que visam amenizar os sintomas
da hipossalivacao, estdo a saliva artificial, medicamentos (Pilorcapina e Betanecol) e a
terapia de fotobiomodulagio (PBM) (JHAM et al., 2007; JAGUAR et al., 2015;
MALALLAH et al., 2018; GONZALEZ-ARRIAGADA et al., 2018; BRZAK et al.,
2018; LOUZEIRO et al., 2020; MERCADANTE et al., 2021).

Os resultados do uso da pilocarpina no tratamento da hipossalivagdo sao
divergentes na literatura. Alguns estudos mostraram reducdo na intensidade da
xerostomia e hipossalivagao (BARBE, 2017; MERCADANTE et al., 2017), enquanto
outros autores ndo observaram diferen¢a na xerostomia e melhora do fluxo salivar e
concluem que o efeito pode ser semelhante ao placebo ou ainda as evidéncias sdo
insuficientes (FUERTES et al., 2004; RILEY et al., 2017; PEREIRA et al., 2020). O
cloreto de Betanecol ¢ um agonista colinérgico e apresenta mecanismo de agao similar
ao da pilocarpina, aumentando a fun¢do glandular por meio do estimulo dos receptores
muscarinicos e nicotinicos. Entretanto, esta droga parece atuar em receptores mais
seletivos principalmente o M3, ndo ativando os adrenoreceptores al e [, apresenta
atividade prolongada pois ¢ mais resistente a hidrolise por colinesterases e tem menor
custo em relacdo a Pilocarpina (JHAM et al., 2007; JAGUAR et al., 2015;
COTOMACIO et al., 2017). O uso do Betanecol concomitante a RT para tratamento da
disfuncdo das glandulas salivares confere melhora dos sintomas da xerostomia, atuando

como agente protetor e estimulante glandular com menos efeitos colaterais

(COTOMACIO et al., 2017; KAVITHA et al., 2017).
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O uso da PBM no manejo da hipossaliva¢do se demonstra eficaz por promover a
modulacdo do metabolismo celular por meio do aumento de ATP mitocondrial que
transforma a luz do laser em energia util para a célula (BRZAK et al., 2018;
GONZALEZ-ARRIAGADA et al., 2018; LOUZEIRO et al., 2020; MERCADANTE et
al., 2021), resultando em um efeito que estimula a manutencao das células das glandulas

salivares em fun¢do, mantendo assim a produc¢ao salivar (PALMA et al., 2017).

Diante das vantagens do uso do Betanecol comparado a pilocarpina, e a0 mesmo
tempo, de escassos estudos que utilizaram a droga até o momento, esse estudo visa
comparar o efeito da PBM ao do Betanecol na qualidade e quantidade de saliva em

individuos durante o tratamento radioterapico em regido de cabega e pescoco.

PROPOSICAO

Objetivo geral
Comparar o efeito da PBM com o efeito do medicamento Betanecol na
quantidade e qualidade da saliva de pacientes em tratamento radioterapico em regiao de

cabega e pescoco.

Objetivos especificos

e Avaliar a sensagdo de boca seca antes e apos o uso do Betanecol e da aplicacdo da PBM
durante o tratamento radioterapico

e Avaliar o fluxo salivar antes e ap6s o uso do Betanecol e da aplicacdo da PBM durante
o tratamento radioterapico

e Avaliar o pH salivar antes e apds o uso do Betanecol e da aplicagdo da PBM durante o
tratamento radioterapico

e Avaliar os elementos-trago presentes na saliva antes e apds o uso do Betanecol e da PBM

durante o tratamento radioterapico.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital
Erasto Gaertner (NUumero - 4.931.012), e o consentimento informado para participagdo no
estudo foi obtido de todos os participantes.

Amostra

A amostra foi obtida por conveniéncia, composta por pacientes tratados por radiacdo

ionizante na regido cérvico-facial, atingindo as glandulas salivares no Hospital Erasto



Gaertner, Curitiba, Parand. Foram excluidos os pacientes que sofreram remog¢ao
cirargica de glandulas salivares. Todos os pacientes utilizaram a mesma modalidade de
radioterapia, o IMRT, e a dose de radiacdo nao foi critério de exclusdo, visto que a
maioria desses pacientes recebem doses totais muito semelhantes.

Durante o periodo do estudo, os pacientes foram recrutados e alocados de forma

aleatoria em dois grupos: Grupo Betanecol ou Grupo PBM .

Grupo Betanecol:
O medicamento betanecol foi utilizado de forma manipulada, como capsula.
O protocolo de uso foi de 1 comprimido de 25 mg, 2 vezes ao dia, administrado ao longo
do tratamento radioterapico (inicio no primeiro dia da RT e término na tltima sessao de
RT). JAGUAR et al., 2015).
Os pacientes em uso do medicamento poderiam ser atendidos pelos dentistas residentes
do hospital Erasto Gaertner para fotobiomodulagdo somente em lesdes de mucosite oral

durante o curso do tratamento com RT.

Grupo PBM :
Os pacientes receberam entre 15 e 20 sessdes de fotobiomodulagio (2 a 3
sessoes/semana) iniciando e terminando juntamente com o tratamento radioterapico,
conforme protocolo descrito abaixo.

Aplicagio da PBM

O equipamento de laser de baixa intensidade utilizado foi o Therapy EC® (DMC Imp

e Exp. De Equipamentos; Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil).

A irradiag@o com laser foi realizada no modo de onda continua e de forma pontual.
A ponta do equipamento foi mantida perpendicular em contato com a pele/mucosa dos

pacientes durante as aplicagoes.

A ponta ativa do aparelho laser foi previamente envolta por um saco plastico
transparente fino bem esticado e limpo, evitando assim perdas de energias pela refragao

ou absor¢ao da luz. O tempo total de duracao a cada sessao foi em média 25 minutos.

Os locais de aplicagdo e os parametros de irradiagdo utilizados em cada sessdo estao

descritos nos quadros 1 e 2.
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Quadro 1: Aplicacdo da PBM em glandulas salivares maiores.

13

Regiao anatomica Exposicao Comprimento de Dose por ponto
onda

Glandulas Parétidas | 8 pontos extaorais Infravermelho 4])/ponto — 100mW (40
(780nm) segundos/ponto)

10 pontos Vermelho (660nm) 0,5J/ponto - 100 mw (5
intraorais segundos/ponto)

Glandulas 3 pontos extraorais Infravermelho 4])/ponto - 100mW (40
Submandibulares (780nm) segundos/ponto)

Glandulas Sublinguais | 3 pontos intraorais Vermelho 0,5J/ponto - 100mW (5
(660nm) segundos/ponto)

Quadro 2: Aplicagdo da PBM em glandulas salivares menores.

Regido anatomica

Exposicao

Comprimento de
onda

Dose por ponto

Mucosa Labial

4 pontos intraorais em
mucosa superior e
inferior

Vermelho (660nm)

0,5J/ponto - 100 mw (5
segundos/ponto)

Fundo de vestibulo

4 pontos intraorais
superior ¢ inferior

Vermelho (660nm)

0,5J/ponto - 100 mw (5
segundos/ponto)

Palato mole 6 pontos intraorais Vermelho (660nm) [0,5)J/ponto - 100 mw (5
segundos/ponto)
Lingua 4 pontos intraorais (cada|Vermelho (660nm) |0,5J/ponto - 100 mw (5
lado) segundos/ponto)
Coleta de dados

As variaveis como sexo, idade, localizacdo e estadiamento do tumor, ¢ dose de
radiacdo foram coletadas dos prontuarios dos pacientes e anotadas em ficha clinica

especifica (anexo 1).

Os pacientes foram orientados ao longo do tratamento quanto a higiene oral e
hidrata¢d@o da mucosa (por meio da ingestdo frequente de dgua), e aconselhados a evitar
o consumo de alimentos picantes e citricos, bem como bebidas alcodlicas e tabaco. Para
a coleta de saliva os pacientes foram instruidos a nao ingerir alimentos ou beber, nao
usar cosméticos nos labios, e ndo fumar ou sofrer estresse fisico 1 h antes do

procedimento (SALEH et al., 2014).

A amostra de saliva estimulada foi coletada no periodo das 8:00 as 11:00 da
manhd , antes de iniciar a radioterapia (pré-RT) e apds finalizar todas as sessdes de
radioterapia (pds-RT). Com o auxilio de um pedaco de mangueira de latex estéril para
estimular a producao de saliva por meio da mastigagdo como um chicletes, durante o
primeiro minuto os pacientes foram orientados a deglutir a saliva produzida, sempre

segurando o pedaco de mangueira fora da boca preso por um fio dental e nos 5 minutos



seguintes o conteudo recolhido foi depositado em um frasco previamente pesado em

balanga de precisdo (Bel Engineering®, Monza, Itélia).

A medida do pH foi realizada imediatamente apos a coleta da amostra (a
temperatura ambiente) com o uso de um pHmetro (Phtek® - phmetro PHS 3B, Curitiba,
Brasil). As amostras foram mantidas em gelo durante o transporte até o armazenamento
em freezer a -20 graus Celsius no Laboratorio de Histopatologia do curso de

Odontologia da UFPR.

Avaliacao da sensacio de boca seca/xerostomia

A sensacdo de boca seca foi avaliada nos pacientes em 2 momentos, antes de
iniciar a radioterapia (pré-RT) e apos finalizar todas as sessdes de radioterapia (pds-RT),
com auxilio de uma escala analdgica visual (VAS), variando a intensidade de 0 como

auséncia total a 10 como o pior sensag@o de boca seca (Figura 1).

Néo sinto Pior boca
boca seca seca imaginavel

Figura 1 - Escala Visual Analdgica utilizada para avaliar a sensacao de boca seca.

Avaliacao Sialométrica

Para a verificacdo do fluxo salivar os potes de coleta foram pesados em balanga de
precisdo (Bel Engineering®, Monza, Italia) antes e apds a coleta de saliva e transformados
em mL/min, considerando a densidade de 1 g/ml pelo fato da saliva ser composta em mais
de 90% por 4gua (BANDERAS et al., 1997). O método de escolha foi a técnica de cuspir
que ¢ simples e facil de ser reproduzida e entre a correlagdo das determinagdes de fluxo

por peso ou volume (Navazesh et al., 1982).

Analise Sialoquimica

A andlise bioquimica foi realizada por meio da Espectroscopia atomica, na qual ¢
possivel determinar elementos-trago na saliva. As determinagdes dos elementos
inorganicos foram realizadas no Laboratorio da Embrapa no Espectrometro ICP-OES
para os macroelementos Ca, K, Mg e ICP-MS para os analitos Al, As, Bi, Cd, Co, Cr,
Cu, Li, Mn, Mo, P, Pb, S, Sb, Se, Sr, Ti, V, Zn, que é mais sensivel sendo possivel a
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detectaccdo mesmo em concentracoes muito baixas destes. Estas técnicas se baseiam na
emissdo espontanea de fotons de dtomos e ions que foram excitados em uma descarga
de radio frequéncia. Os elementros-trago foram avaliados de acordo com a metodologia

realizada por Rosa et al. (2021). (Metologia detalhada no anexo 2).

Analise Estatistica

O fluxo salivar, a xerostomia e o pH foram avaliados antes e apds a RT nos grupos
PBM e Betanecol. A xerostomia ou sensacdo de boca seca foi avaliada por meio da escala
visual analdgica (VAS).

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelos testes de Kolmogorov-
Smirnov ou Shapiro-Wilk. Dados paramétricos foram analisados por ANOVA de duas
vias seguida por pos hoc Bonferroni ou Sidak. Variaveis categoricas foram analisadas
pelo teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Dados ndo paramétricos foram
analisados por Kruskall-Wallis.

Um valor de p<0.05 foi considerado significativo. Foi utilizado o programa GraphPad

Prism versao 8.

RESULTADOS

Este estudo prospectivo teve um periodo de duracdo de 2 anos e selecionou 68
pacientes elegiveis, no entanto 8 foram excluidos porque ndo concluiram todos os
procedimentos ou foram a 6bito durante o tratamento. A amostra de conveniéncia foi
composta por 60 pacientes com historico de cancer de cabega e pescogo e divididos em

2 grupos controlados: Grupo Betanecol (n = 31) ou Grupo PBM (n = 29).

Os dados demograficos estdo apresentados na tabela 1, que mostra marcante
homogeneidade em relacdo as variaveis nos grupos betanecol e PBM pelo controle dos
individuos nos 2 grupos, sem diferencas estatisticas. A idade dos pacientes da amostra
variou de 25 a 85 anos, com média de 60,5 anos. A maioria era do sexo masculino
(81,67%). A localizagdo mais frequente do tumor foi em cavidade oral, principalmente
em lingua para ambos os grupos, seguida de laringe e depois os tumores de faringe que
compreenderam nasofaringe, orofaringe e tonsilas palatinas e na maioria dos casos em

estagios mais avangados (Il e I'V).



Tabela 1. Caracteristicas demogréficas, dose de radiagdo, estagio e localizacao tipo de

tumor.
PBM Betanecol p value
Idade (média + SD) * 59,10+14,32 61,61+8,64 0,37
Sexo n(M/F) * 29(22/7) 31(27/4) 0,26
Tabagismo (n) * Sim: 11 Sim: 12 0,36
Ex: 11 Ex: 14
Nunca: 7 Nunca: 3
Etilismo (n) * Sim: 5 Sim: 4 0,73
Ex: 12 Ex: 10
Nunca: 12 Nunca: 15
Dose de radiacio (n) * 60-69: 16 60-69:16 0,79
70: 11 70:13
N/A: 2
Estagio do tumor* I: 5 I:5 0,92
II: 6 I: 5
II: 8 II: 8
IV: 8 Iv: 11
N/A: 2
Localizacdo do tumor* Laringe: 7 Laringe: 11 0,62
Orofaringe: 6 Orofaringe: 5
Cavidade oral: 16 Cavidade oral: 15
Quimioterapia* Sim:20 Sim:20 0,49
Nao:8 Nao:11
N/A:1

“Distribuicdo normal; teste t de Student; *qui-quadrado; “Teste exato de Fisher

Em seguida, a tabela 2 mostra que nao houve redugao estatisticamente significante do
pH e do fluxo salivar nos dois tratamentos apds a radioterapia e ndo houve diferenca com
relagdo ao tratamento empregado. Houve uma reducdo do fluxo salivar de

aproximadamente 40 por cento no grupo PBM e 30 por cento no betanecol.

Na tabela 3 os dados da variavel xerostomia ndo apresentaram diferencga na sensagao

de boca seca pré e pos radioterapia nos dois tratamentos realizados, PBM e betanecol.

Tabela 2. Avaliacdo do pH e fluxo salivar nos grupos Betanecol e PBM pré e pos-RT.

Variavel = Momento PBM Betanecol ANOVA  F-valor p-valor
(n=28) (n=31)

Fluxo Pré-RT 0,89+0,83 0,93+0,63 Tempo 3,61 0,06
salivar P6s-RT 0,54+0,61 0,65+0,52 Tratamento 0,33 0,56
(mL/min) Interacao 1,55 0,21
pH Pré-RT 8,06+1,18 8,13+1,03 Tempo 2,90 0,09
P6s-RT 7,85+1,32 7,74+1,35 Tratamento 0,01 0,94
Interagao 0,25 0,61

Dados expressos em média + desvio padrao.
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Tabela 3. Avaliagao da Xerostomia nos grupos Betanecol e PBM.

PBM Betanecol
Pré-RT(média + SE) 2,44+0,49 2,03+0,36
P6s-RT(média = SE) 3,17+0,50 3,48+0,52

Analise: Kruskal-Wallis: p=0.1420 SE: erro padrao.

As tabelas 4 e 5 apresentam os componentes da parte inorganica da saliva,
representada pelas concentragdes (ng/L) dos elementos-trago analisados apresentaram
diferenca estatistica significante. Houve aumento na concentragdo apenas do ion Cr no
grupo betanecol e a diminui¢do do P no grupo PBM, os ions S e V, apds a realizagao do
po6s teste Dunn, a diferenga ndo existe, ou seja, realmente ndo ha diferenca estatistica. A
maior parte dos ions analisados (Al, As, Bi, Ca, Cd, Co, Cu, K, Li, Mn, Mg, Mo, Pb, S,
Sb, Se, Sr, Ti, V, Zn) ndo mostraram diferenga estatisticamente significante com relagao
ao tempo avaliado (pré-RT e pos-RT) e com relagdo ao tratamento (Betanecol ou PBM)
(Anexo S3). Houve uma variagdo do numero de amostras (n) analisado em cada
elemento-traco, variando de 11 a 26 no grupo laserterapia ¢ de 10 a 30 no grupo

Betanecol.

Tabela 4. Concentragdo dos elementos-trago salivares (ug/L) com diferencga estatistica

nos grupos Betanecol e PBM pré-RT e pos-RT.

Variavel PBM PBM Betanecol Betanecol p-valor
Pré-RT Pos-RT Pré-RT Po6s-RT

Cr* 7.28£1.114  12.35+4.86%8  5.57+0.58* 9.98+1.663 0.03
Média £SE B 0.02*

P2 134.5£57.4  92.58+48.57% 155.6+69.11% 133.5£92.90"" 0.01
Média+SD 54 B

SA 98.03+£172. 102.5£76.92  62.71+42.07 88.91+79.83 ok
Média+SD 3

V* 23.20+£2.34  27.92+341 22.04£1.70  28.16+2.31 0.04
Média +SE NS**

*Dados com distribui¢cdo anormal, analisados por Kruskall-Wallis. Em caso de diferenca, foi
realizado pos teste de Dunn

ADados com distribui¢do anormal, transformados e analisados por ANOVA de duas vias com
pos teste de Sidak; “Valor de p da interagio.

** Dados descritos na Tabela 5.



Tabela 5. Avaliacdo estatistica dos componentes inorganicos salivares P e S (ug/L) nos

grupos Betanecol e PBM.

Variavel Momento Laser Betanecol ANOVA F-valor p-valor

P Pré-RT 134.5£57.45*% 155.6+69.11 tempo 11.20 0.00
Po6s-RT 92.58+48.57* 133.5492.90 tratamento 6.86 0.01
Interagao 0.49 0.48

S* Pré-RT 98.03£172.3  62.71+42.07 tempo 3.94 0.04
Pos-RT 102.5£76.92  88.91£79.83  tratamento 1.41 0.23
Interagao 0.13 0.71

Dados analisados por ANOVA de duas vias com pos teste de Sidak. *sem diferenca no

poOs teste.

DISCUSSAO

O CEC ¢ a neoplasia maligna mais comum em regido de cabeca e pescogo,
geralmente observado em pessoas com idade acima de 40 anos. Os homens tém risco de
2 a 4 vezes maior do que as mulheres para o desenvolvimento desta neoplasia
(CHAMOLI et al., 2021). Neste estudo foram incluidos 60 pacientes e os dados
sociodemograficos corroboram com a literatura, ndo havendo diferenga na média de
idade entre os grupos (60,4 anos) e o sexo masculino sendo o mais prevalente em ambos
os grupos estudados (>70%).

A radioterapia ¢ uma das modalidades de tratamento padrio para as neoplasias
malignas que pode ser empregada em associacdo com a cirurgia e/ou quimioterapia
(MERCADANTE et al., 2017). A dose de radiagao empregada influencia na ocorréncia
dos efeitos colaterais, promovendo alteragdes nos tecidos orais e na fungdo das glandulas
salivares (PEDERSEN et al., 2018). Neste estudo 64% dos pacientes estavam com a
doenca em estagio tumoral mais avancado (T3/T4) e a maioria recebeu uma dose entre
60 a 69 Gy, sendo a dose total media de RT de 66,3 Gy entregue geralmente em 33
fragdes. Deasy et al. (2010) relataram que com a dose média de até 15 Gy o paciente tem
uma redu¢ao minima da fun¢ao das glandulas salivares. No entanto, essa perda aumenta
gradualmente conforme a dose aplicada e doses maiores do que 40 Gy levam a uma
importante redugdo da func¢ao das glandulas salivares, geralmente em 75%. A taxa de
renovagao tecidual das glandulas salivares € lenta, desta forma, a disfuncdo salivar ja se
inicia na primeira semana de tratamento. Doses de radiagdo superiores a 60 Gy
geralmente levam a hipofuncdo das glandulas salivares irreversivel, enquanto doses

entre 30 e 50 Gy podem causar uma xerostomia reversivel (PEDERSEN et al., 2018).
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A hipossalivagdo ¢ uma sequela importante e acomete 100% dos pacientes
submetidos a radioterapia em regido de cabeca e pescogo em que os feixes de radiacao
atingem as glandulas salivares (JELLEMA et al., 2007; MALALLAH et al., 2018). A
redugdo do fluxo salivar desencadeia outras consequéncias como aumento na incidéncia
de caries, dificuldade de fonacdo e alimentacio e alteragdes no paladar (SIMOES et al.,
2009; SALEH et al., 2014; MERCADANTE et al., 2017). Em relagdo ao fluxo salivar,
o principal achado deste estudo foi que ambos os tratamentos se mostraram eficazes
durante a RT. Neste estudo o fluxo salivar reduziu aproximadamente 40 por cento no
grupo PBM e 30 por cento no betanecol. No entanto, ambos apresentaram redugao
menor do que no estudo de Lin et al. (2022), que relataram drastica reducao salivar de
63 por cento em pacientes apds o tratamento radioterapico.

Estudar estratégias terapéuticas que visem atenuar as sequelas da redugdo do fluxo
salivar em pacientes em tratamento oncoldgico pode contribuir para melhora da saude
bucal e da qualidade de vida do paciente. De acordo com o nosso conhecimento, esse ¢
o primeiro estudo a comparar ¢ avaliar estas duas opgdes terapéuticas (Betanecol e PBM)
para o manejo da hipossalivagdo e xerostomia durante a radioterapia, ¢ ambas se
mostraram eficazes.

O Betanecol é um éster carbamico da b-metilcolina resistente a acao da colinesterase,
tendo assim maior duragdo de efeito em comparacdo a outros sialogos (JHAM et al.,
2007). As doses recomendadas, entre 25-200 mg/dia, sdo usadas e ndo sao observados
efeitos na frequéncia cardiaca, pressao arterial ou circulagdo periférica (JHAM et al.,
2007). Nesta pesquisa foi utilizada a dose de 25 mg duas vezes ao dia, para evitar
qualquer efeito negativo, assim como em estudo de Jham et al. (2007) e Jaguar et al.
(2015). No entanto, Jham et al. (2007) utilizaram o medicamento trés vezes ao dia.
Todos os pacientes confirmaram o uso conforme prescrito € nenhum apresentou sinal
adverso ou desconforto com o uso do medicamento.

Jham et al. (2007) avaliaram o efeito clinico do betanecol durante a RT comparando
com a saliva artificial, e assim como no estudo de Jaguar et al. (2015) que realizaram a
comparagao com placebo, o uso profilatico de betanecol foi eficaz em diminuir os danos
as glandulas salivares, apresentando assim melhora significativa dos parametros
salivares. Neste estudo o fluxo salivar ndo apresentou redugdo estatisticamente
significante e nenhum efeito adverso foi observado. Os estimulantes salivares como o
Betanecol sao uma opg¢ao de tratamento para hipossalivagao melhor do que os substitutos
da saliva como a saliva artificial por exemplo, pois os primeiros induzem a secre¢ao de
saliva natural das glandulas ndo danificadas (MALALLAH et al., 2018). Corroborando
com os dados apresentados pela literatura, € possivel considerar o Betanecol como opgao

medicamentosa para reduzir o risco de hipofun¢do da glandula salivar e xerostomia
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(MERCADANTE et al., 2021).

A falta de uma adequada renovagdo celular das glandulas salivares, consequéncia de
danos causados pelos radicais livres gerados pela irradiagcdo do tratamento radioterapico,
tem como outra forma de prevengdo a fotobiomodulagdo, ird fornecer energia util para
que a célula se mantenha em atividade (PALMA et al., 2017; BRZAK et al., 2018).

Além da recomendagdo da Walt 2022 (World Association of photobiomodulation
Therapy) (ROBIJNS et al., 2022), para o uso da fotobiomodulagdo como uma forma de
previnir a hipossalivacdo no periodo transradioterdpico, o uso da PBM parece ainda
minimizar a hipossalivagao induzida por radiagdo (LOUZEIRO et al., 2020). A
introducdo da terapia a laser nos cuidados de suporte para pacientes submetidos ao
tratamento antineoplasico mostrou beneficios para o paciente e também para o sistema de
satde ao reduzir a morbidade e os custos associados (GONZALEZ-ARRIGADA et al.,
2018). Em contrapartida, Saleh et al. (2014) ndo encontraram diferenca entre o grupo
laser e o grupo controle, mas realizou a PBM apenas ap6s o paciente finalizar todas as
sessoes de RT. Ribeiro et al. (2021) mostraram que o uso da fotobiomodulagao nao
interferiu significativamente na queixa de xerostomia em pacientes em tratamento com
RT. Uma razao importante pode ser o fato de que os protocolos para a fotobiomodulagao
sd0 muito variaveis, o que causa divergéncia entre os estudos. Como exemplo, os
resultados da metanalise de Louzeiro et al. (2020) relatam que o comprimento de onda
vermelho apresentou maior tendéncia para o aumento do fluxo salivar do que a associagao
entre o vermelho e o infravermelho. Esses resultados contradizem o estudo de Brzak et
al. (2018), em que foi comparado esses dois comprimentos de onda por 10 dias
consecutivos e os pacientes tratados com PBM no comprimento de onda 830 nm
apresentaram maior quantidade de saliva, essa maior resposta ao comprimento
infravermelho esta relacionado principalmente a maior capacidade de penetragdo tecidual
e o estudo de Palma (2017), em que foi realizado com comprimento de onda 808nm, 2
vezes na semana, durante 3 meses com um total de 24 sessdes € o comprimento
infravermelho também estimulou a fung¢ao da glandula residual.

Além de ser um método simples, barato, de facil aceitagao pelo paciente e nao
traumatico, a PBM melhora a microcirculagdo local, induz a proliferacdo de células
glandulares e aumenta assim a respiragdo celular, sintese de proteinas, producao de ATP
e o nivel de célcio intracelular. Esses efeitos celulares da PBM variam em intensidade de
acordo com a quantidade de energia fornecida porém a alta heterogeneidade dos estudos
faz com que tenha essa variedade de resultados (PALMA et al., 2017; LOUZEIRO et al.,
2020). De acordo com este ultimo autor, o efeito positivo do PBM sobre as glandulas
salivares pode ser melhor visto na 15" sessao de radioterapia e, em maior medida, ao final,

sugerindo essa relacdo de dose-efeito.
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A xerostomia induzida por radiag@o ¢ o efeito colateral relatado com mais frequéncia
com impacto em diferentes dimensdes mais gerais da qualidade de vida a longo prazo
(JELLEMA et al.,, 2007). No que diz respeito a severidade da xerostomia, que
complementa os dados de fluxo salivar, este estudo merece atencdo porque nao foi
observada diferenca na xerostomia tanto no grupo betanecol como no PBM. Esses
resultados indicam que o uso preventivo de betanecol e da PBM parece desempenhar um
papel importante na reducdo da queixa de xerostomia e hipossalivagdo durante o
tratamento radioterapico.

Em relagdo aos tratamentos propostos neste estudo, ndo houve uma piora da sensagao
de boca seca, tanto nos pacientes do grupo betanecol quanto nos do grupo
fotobiomodulagao, este resultado ¢ altamente desejavel para a manutenc¢do da satde bucal
dos pacientes. Cotomacio et al. (2017) mostraram que houve melhora da xerostomia.
Kavitha et al. (2017) relataram melhorara significativa da secura oral subjetiva em 80%
dos pacientes. Estes autores também relataram que o pH da saliva ndo se apresentou mais
acido. Houve aumento do pH da saliva dos pacientes poés-irradiados, conseguindo
preservar a capacidade tamponante, a qual geralmente ¢ reduzida por resultado da lesao
por radia¢do em 4cinos serosos (PALMA et al., 2017). A respeito do pH, neste estudo ndo
houveamr alteragdes nos tempos avaliados, bem como nas duas modalidades de
tratamento para hipossalivagao.

A homeostase da composigdo salivar ¢ importante para a manutencao e preservacao
da saude bucal. A saliva deve continuar realizando suas inumeras fungdes, porém
durante a radioterapia a saliva também sofre alteragdes quimicas (UWITONZE et al.,
2020; DE ASSIS et al., 2021). Neste estudo, ndo houve alteragdo na qualidade da saliva
visto que a maioria dos ions ndo apresentou grandes alteracdes, como os elementos Al,
As, Bi, Ca, Cd, Co, Cu, K, Li, Mn, Mg, Mo, Pb, S, Sb, Se, Sr, Ti, V, Zn que ndo
apresentaram diferenca em relagdo ao grupo e ao tempo estudado, apenas os ions Cr e P
apresentaram alteragdo de quantidade.

Um importante ion que ndo apresentou diferenga estatisticamente significante e
continuou estavel em ambos 0s grupos nesta pesquisa ¢ o Zn, com fun¢ao de manter a
saude periodontal e diminuir a taxa de desmineraliza¢dao do esmalte, funcdo esta que os
ions Ca e P também atuam, além de que a diminui¢dao do Zn esta associada a halitose,
diminui¢do do paladar e na reducao do fluxo salivar (UWITONZE et al., 2020). Neste
estudo observamos o alerta para esses pacientes devido a diminui¢ao do P no grupo PBM
e a funcdo des-remineralizacdo deste ion. De acordo com De Assis (2021) o Cr presente
no tumor (CEC) foi determinante de pior evolugdo clinica pois o ion acaba gerando
radicais de oxigénio com ativagdo das vias de sinalizag¢do da inibigdo da apoptose, isto

leva ao acumulo de mutacdes, podendo favorecer mudancas microambientais que
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estimulam a progressao do tumor. Este estudo encontrou aumento da dosagem de Cr em
relagdo ao tempo no grupo Betanecol, mas ndo houve diferenca significativa entre pré e
pOs radioterapia no grupo PBM . Em relagdo ao histérico de tabagismo, que € um dos
principais fatores de risco para o cancer de boca e presente em alta porcentagem nos
pacientes deste estudo, Archanjo (2020) relata a presenca de alguns ions associados
como o Cr em maiores percentuais em individuos ex fumantes, enquanto ausente em
amostra de tecido cancerigeno de individuos que nunca utilizaram o fumo.

Em relacdo as vantagens e desvantagens das terapias utilizadas, uma das vantagens
do uso da PBM na prevencao da reducao do fluxo salivar € que esta terapia ja ¢
amplamente utilizada durante a RT para a prevengdo e o tratamento da mucosite oral
(GONZALEZ-ARRIGADA et al., 2018), sendo entdo necessario somente acrescentar
alguns pontos extraorais. Outro ponto positivo ¢ ser um efeito localizado e o paciente
estar em tratamento diario com RT, deste modo ja estaria no hospital para realizacdo da
PBM. Em relagdo ao betanecol (JHAM et al., 2007), a vantagem ¢ a possibilidade do
uso em casa, com comprimidos/capsulas que sao administrados por via oral. Porém
ainda hé poucos estudos cientificos, além da necessidade de comprometimento por parte
do paciente na utilizagdo para ter algum resultado, e o custo do medicamento. Outra
desvantagem ¢ que estes pacientes ja sdo polimedicados e esta op¢ao agrega mais um
medicamento além de todos os demais ja utilizados pelo paciente em tratamento
oncologico.

Uma limitagao deste estudo ¢ que ndo foi realizado o acompanhamento dos pacientes
por um periodo mais longo apds o fim da radioterapia e, portanto, ndo foi possivel
determinar se ambas as terapias sdo eficazes para a prevencdo da xerostomia e da
hipossalivagdo a longo prazo. Outra limitacdo ¢ o tamanho da amostra de estudo, pois a
taxa de Obito em pacientes oncologicos ¢ esperadamente mais elevada. Este estudo ndo
contemplou um grupo controle (sem intervencao) o que representa uma limitacdo.
Apesar de estar previsto no desenho inicial do estudo ndo foi aprovado pelo comité de

ética em pesquisa envolvendo seres humanos.

Nao houve redugdo do fluxo salivar e piora no sintoma de xerostomia com o uso de
ambos os tratamentos quando administrados durante o tratamento radioterapico. Foi
possivel observar resultados seguros e positivos apos a aplicacao da fotobiomodulagao
e/ou do uso do medicamento Betanecol para minimizar os efeitos da radiagdo ionizante
nas glandulas salivares. Desta forma, pode-se concluir que sdo métodos de prevengao da
sensagdo subjetiva de boca seca e da hipossalivagdo induzida por radia¢do, com
consequente melhora na qualidade de vida nestes pacientes desde a primeira sessao de

tratamento, pois dessa forma a saliva continua cumprindo seu papel em suas fungdes.
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CONCLUSAO

A terapia de fotobiomodulag@o se mostrou tdo eficaz quanto o uso sistémico de
betanecol para hipossalivacdo e xerostomia em casos de radioterapia em regido de

cabeca e pescogo.
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ANEXOS
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Anexo 1: Ficha clinica do projeto
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Anexo 2

Analise Bioquimica das Amostras

O método de andlise bioquimica foi realizado por meio da Espectroscopia atomica,
na qual é possivel determinar elementos-traco na saliva. Por meio do Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry, ou seja, espectrometria de emissao
optica de plasma acoplado indutivamente (ICP-OES, Modelo 5110, Synchronous
Vertical Dual View Agilent Technologies, Australia) e também foi utilizado para
determind-las por meio da indugao de espectrometria de massa de plasma acoplado (ICP-
MS, Agilent 7800 Quadrupolo, Agilent Technologies, Japao) equipado com uma célula
de colisdo/reagdo, que sdo técnicas que se baseiam na emissao espontanea de fotons de
atomos e ions que sdo excitados em uma descarga de radio frequéncia (ROSA, L. K. et
al. 2021).

Para analise sialoquimica inorganica as amostras foram retiradas do congelador e
expostas a temperatura ambiente e serdo submetidas a digestao da saliva para a remog¢ao
da parte organica. A determinacao dos elementos trago foram realizadas no Laboratdrio
na Embrapa no Espectrometro ICP-OES e ICP-MS. O gés argonio (99,999 %, White
Martins Praxair, Brasil) foi utilizado como gas suporte e nebulizador em ambos os

instrumentos. Os parametros usados estao descritos na tabela S1
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Tabela S1. Parametros instrumentais usados para determinacao elementar por analise

ICP-MS e ICP-OES.

Condicao de operacao

Parametros ICP-MS ICP-OES
Poténcia de radiofrequéncia (kW) 1.2 1.2
Fluxo de gas de plasma (L min') 12 12
Fluxo de gas auxiliary (L min™') 0.5 1.0
Flp)f:) de gas do nebulizador (L 1.0° 0.7
min™)
Fluxo de He (mL min™") 4.5 NAP
Tempo de integracao (s) 15 3
Numero de réplicas 3 3
Nebulizador Concentric OneNeb® (2 series)
Camara de pulverizagao Tipo Scott, passagem dupla  Ciclonico, passagem dupla
Célula de colisdo ou reagao He (Pb e Zn) NA
No gas (Al, As, Bi, Cd, Co,
Cr, Cu, Li, Mn, Mo, Sb, Se,
Sr, Ti, e V)
Modo de visualizagao NA Radial (Mg, Na, and S)

Axial (Ca, K, and P)

Isétopo (m/z) ou comprimento de 2’Al*, PAs®, 2Bi*, 14Cd", Cal1422.7,K1769.9, Mg
onda (nm) PCo*, 32Cr', SCu’, 'Li", 11279.5
SMn*, ®Mo*, 2%Pb*, 12!Sb", Na1589.6,P1213.6,eS1
8Se*, 8SrT, BTiT, SV e 181.9
64Zn+

@ HMI taxa de fluxo de gis de 0.60 L min™! e taxa de fluxo de gas de arraste de 0.40 L min’!
®NA (ndo aplicavel).

Por meio da Técnica Multielementar de leitura, realiza-se a dilui¢do da amostra
de acordo com a concentragdo da mesma. A execucdo ¢ realizada primeiramente por
meio da calibracao do aparelho com quatro amostras padrdes (STD1, STD2, STD3 E
STD4), depois de calibrada, restaura o processo da maquina com a dgua deionizada, que
¢ livre de ions reagente e, por conseguinte inicia-se a leitura das amostras referidas.

O preparo das amostras € iniciado com a descontaminacdo dos tubos de Falcon
com 4acido nitrico 5% ou 10%. Serdo adicionados: 1ml de amostra (saliva), 0,2 ml de
acido nitrico e 0,2 ml de peroxido de hidrogénio.

Seguido de um banho em ultrassom por 20 minutos, para terminar de quebrar as
ligacdes da matéria organica, diminuir a viscosidade da amostra. Para que os metais
fiquem disponiveis para serem quantificados.

A precisao foi determinada por meio de testes de adigdo/recuperacao conduzidos
em trés niveis de concentragdo, com recuperacdes variando de 81 a 116% atendendo
aos requisitos para niveis de concentracdo medidos. Todas as curvas de calibragao

tiveram R? > 0,999. Os dados estao apresentados na tabela S2.



Tabela S2. Recuperacgdes (%) calculadas no nivel de concentragdo avaliado (L).
Recuperacio (%)

Analito  Unidade L1 L2 L3

Al ng L1 107 100 97
As pg Lt 106 107 91
Bi pg L 85 97 82
Ca mg L! 87 93 96
Cd ng L1 94 99 84
Co ng L1 110 109 93
Cr ng L1 109 108 93
Cu ng L1 114 114 94
Li pg Lt 111 108 97
Mg mg L 103 104 100
Mn ng L' 107 105 90
Mo ng Lt 98 103 85
P mg L! 81 83 105
Pb ng L1 87 101 89
S mg L! 96 97 110
Sb ng L 96 99 82
Se ng L 100 104 90
Sr pg Lt 102 104 87
Ti ng L' 109 116 99
\% ng L1 114 107 96
Zn pg Lt 112 114 94

L1=5.00,L2=10.00, e L3 =30.00 pg L' (Al, As, Bi, Cd, Co, Cr, Cu, Li, Mn, Mo,
Pb, Sb, Se, Sr, Ti, Ve Zn); L1 = 1.00, L2 = 5.00, e L3 = 10.00 mg L! (Ca, K, Mg, Na,
PeS).



Tabela S3. Concentragdo dos elementos-trago salivares (ng/L) sem diferenca estatistica

nos grupos Betanecol e PBM pré-RT e pds-RT.
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Variavel Laser Laser Betanecol Betanecol p-valor
Pré-RT Pos-RT Pré-RT Pos-RT
Al* 579.3£762.2  746.0£803.6  896.9+2068 993.1£1185 0.56
As* 11.87+£5.76 14.44+6.52 11.95+£5.42 16.54+11.22 0.09
Bi* 31.494+36.54  21.20+£20.78  65.62+140.1 19.41+32.95 0.80"
Ca® 34.43+22.72  39.30+£21.72  32.60+£20.47 37.24+23.51 0.72"
Cd* 2.48+1.82 1.82+1.98 1.30£1.06 2.01+1.44 0.25
Co* 1.83+4.46 2.65+6.74 0.31+0.16 0.67+0.73 0.61
Cu” 19.15+£22.29  32.85+39.47 14.97+£19.00  31.89+54.40 0.20#
K* 761.6£399.2  690.4+205.4  741.7£226.7  775.1£272.0 0.32
Li* 2.90+2.55 4.14£8.27 3.08+3.73 5.25+8.49 0.65
Mg* 6.67+5.26 10.60+7.53 6.13+£3.94 8.82+5.98 0.04
Mn* 12.15+£15.71  11.28+11.58  20.30+41.42 17.94+27.41 (§7S7
Mo* 2.40+6.46 0.67+£0.77 0.91£1.26 0.96+0.73 0.12
Pb” 12.10+18.08  9.58+14.86  12.54+22.15  33.72+147.9 0.65
SA 98.03+172.3  102.5£76.92  62.71+42.07  88.91£79.83 ox
Sb* 1.52+3.08 0.38+0.31 0.45+0.67 0.45+0.37 0.10
Se” 6.67+4.09 11.68+10.97 7.15+4.55 10.68+9.82 0.91
Sr* 42.43+66.51  70.97+168.8  24.65+17.33  30.57+19.10 0.12
Ti* 142.5+99.85  151.1£87.68  137.6+80.55 151.0£91.64 0.80
V* 23.20+11.73  27.92+11.94  22.04+9.31 28.16+12.44 0.04
Zn* 592.9+805.4  576.6£704.8  280.1£359.7  598.0+673.8 (?1382

*Dados com distribui¢ao anormal, analisados por Kruskall-Wallis. Em caso de diferenca,
foi realizado pos teste de Dunn
~Dados com distribui¢do anormal, transformados e analisados por ANOVA de duas vias
com pos teste de Sidak; “Valor de p da interagdo.



