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Miotto LN. Avaliação do efeito combinado da fotobiomodulação e da naringenina na 
atividade de metaloproteinase da matriz por fibroblastos gengivais [tese de 
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022. 
 
RESUMO 
A mucosite oral (MO) é uma das principais complicações agudas da quimioterapia ou 
da radioterapia de cabeça e pescoço podendo ocasionar interrupções e atrasos no 
tratamento oncológico impactando a qualidade de vida e sobrevida destes pacientes. 
Seu tratamento ainda é controverso e baseado principalmente em terapias paliativas 
que apenas reduzem a sintomatologia dolorosa, baseado nisso, torna-se fundamental 
a avaliação de novas estratégias terapêuticas que atuem prevenindo ou tratando de 
forma efetiva as lesões. Levando em conta que estudos preliminares sugerem que a 
aplicação isolada da FBM e dos compostos de NA sobre fibroblastos gengivais 
resultaram em redução da expressão e síntese de metaloproteinase da matriz (MMP), 
é esperado que a combinação de ambas as propostas terapêuticas possa resultar em 
um efeito sinérgico, acelerando o processo de reparo da MO. Dessa forma, o objetivo 
deste trabalho foi determinar a dose da FBM com LBI necessária para modular a 
síntese de MMP-2 (estudo 1) e avaliar o efeito combinado da aplicação da NA e da 
FBM na modulação da síntese e atividade de MMP-2, IL-6 e TIMP-1 por fibroblastos 
gengivais humanos (HGF), bem como sobre funções celulares relacionadas ao 
processo de reparo tecidual (estudo 2). Foram utilizadas culturas primárias de HGF 
que foram obtidas de uma doadora voluntária de acordo com o Comitê de Ética em 
Pesquisas em Humanos. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) foi utilizado como 
controle positivo, por induzir a síntese de MMPs em HGF. Para a irradiação com LBI 
utilizou-se o dispositivo LASERTable (InGaAsP; 780 nm; 0,025 W; estudo 1: 0,5, 2 e 
4 J/cm2; estudo 2: 4 J/cm2). Para o estudo 1, a análise da viabilidade celular foi 
realizada por meio do ensaio colorimétrico de metiltetrazolium (MTT) e avaliação da 
síntese de MMP-2 foi realizada por meio do imunoensaio ELISA. Para o estudo 2, 
utilizou-se a NA sintética, na concentração de 10µg/mL, baseado em estudos 
anteriores. O efeito da combinação da NA e da FBM na proliferação de HGF foi 
realizado por meio do ensaio PrestoBlue, na migração por meio do ensaio de 
cicatrização in vitro, na síntese de MMP-2, IL-6 e TIMP-1 por HGF por meio de 
imunoensaio ELISA e na atividade gelatinolítica de HGF por meio de zimografia in situ. 
Os dados foram submetidos à análise de normalidade e homocedasticidade para 
seleção dos testes estatísticos adequados (ANOVA, Tukey). Os dados da atividade 
gelatinolítica foram avaliados qualitativamente e apresentados de forma descritiva. 
Todas as inferências estatísticas foram feitas considerando o nível de significância de 
5%. Os experimentos foram realizados em duplicatas, com N=6. De acordo com os 
resultados obtidos do estudo 1, a terapia com FBM 4 J/cm2 aumentou 
significativamente a viabilidade dos HFG na presença ou ausência de TNF-α em 
relação ao controle negativo (p<0,05) e os grupos tratados com FBM 2 J/cm2 e 4 J/cm2 

associada ou não ao TNF-α apresentaram diminuição significativa da síntese de MMP-
2 em relação ao controle negativo (p<0,05). Sendo assim, a densidade de 4 J/cm2 foi 
selecionada para o estudo 2. E no estudo 2, a combinação de FBM+NA aumentou a 
proliferação e a migração dos HFG na presença ou ausência de TNF-α (p<0,05) e 
promoveu síntese de MMP-2 similar ao controle negativo (p>0,05). Para a síntese de 
IL-6, FBM+NA foram estatisticamente semelhantes ao controle negativo (p>0,05) e 
para FBM+NA na presença de TNF-α apresentaram redução significativa da síntese 
de IL-6 em relação ao controle positivo (TNF-α) (p>0,05). O tratamento de FBM+NA 
apresentou síntese de TIMP-1 estatisticamente semelhante ao controle negativo 



 

(p>0,05). A FBM+NA na presença de TNF-α, promoveu menor intensidade de 
fluorescência, indicando modulação da atividade gelatinolítica induzida por essas 
terapias. Dessa forma, a FBM com 4 J/cm2 associado a NA apresenta um potencial 
sinérgico in vitro resultando em aumento da proliferação e migração celular dos 
fibroblastos gengivais humanos e menores níveis de síntese de MMP-2 e IL-6, sem 
alterar a síntese de TIMP-1. E a associação dessas terapias na presença de TNF-α 
indicou a modulação da atividade gelatinolítica, favorecendo estas funções celulares 
que estão relacionadas a aceleração do reparo tecidual. 
 
Palavras – chave: Técnicas de cultura de células. Metaloproteinase da matriz. 
Inibidores teciduais de metaloproteinases. Terapia com luz de baixa intensidade. 
Flavanonas.  
 
  



 

Miotto LN. Evaluation of the combined effect of photobiomodulation and naringenin 
on matrix metalloproteinase activity by gingival fibroblasts [tese de doutorado]. 
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022. 
 
ABSTRACT 
Oral mucositis is one of the main acute complications of chemotherapy or radiotherapy 
of head and neck, causing interruptions and delays in the oncological treatment, 
impacting the quality of life and survival of these patients. Its treatment is still 
controversial and based mainly on palliative therapies that only reduce the pain 
symptomatology, based on this, it becomes fundamental to evaluate new therapeutic 
strategies to prevent or treat lesions effectively. Considering that preliminary studies 
suggest that the isolated application of PBM and NA compounds on gingival fibroblasts 
resulted in reduced expression and synthesis of MMPs, it is expected that the 
combination of both therapeutic proposals may result in a synergistic effect, 
accelerating the process of oral tissue repair. Thus, the objective of this work was to 
evaluate the dose of FBM with LLLT necessary to modulate a synthesis of MMP-2 
(study 1) and to evaluate the combined effect of the application of NA and PBM in the 
modulation of MMP-2, IL-6 and TIMP-1 synthesis and activity by human gingival 
fibroblasts (HGF), as well as on cellular functions related to the tissue repair process 
(study 2). Primary cultures of HGF were obtained from a voluntary donor according to 
the Ethics Committee on Human Research. Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) was 
used as a positive control, by inducing the synthesis of MMPs in HGF. For LLLT 
irradiation, the LASERTable device was used (InGaAsP; 780 nm; 25 mW; study 1: 0.5, 
2 and 4 J/cm2; study 2: 4 J/cm2). For study 1, cell viability analysis was performed using 
the methyltetrazolium (MTT) colorimetric assay and the evaluation of MMP-2 synthesis 
was performed using the ELISA immunoassay. For study 2, synthetic NA was used at 
a concentration of 10 µg/mL, based on previous studies.The effect of the combination 
of NA and PBM on the proliferation of HGF was performed by PrestoBlue assay, in the 
migration through the in vitro healing assay, in the synthesis of MMP-2, IL-6 and TIMP-
1 by HGF by ELISA immunoassay and in the activity gelatinolytic activity of HGF by in 
situ zymography. The data were submitted to analysis of normality and 
homoscedasticity to select the appropriate statistical tests (ANOVA, Tukey). The 
gelatinolytic activity data was evaluated qualitatively and presented in a descriptive 
way. All statistical inferences were made considering the significance level of 5%. The 
experiments were performed in duplicates, with N=6. According to the results obtained 
from study 1, therapy with PBM 4 J/cm2 significantly increased the viability of HFG in 
the presence or absence of TNF-α in relation to the negative control (p<0.05) and the 
groups treated with PBM 2 J/cm2 and 4 J/cm2 associated or not with TNF-α showed a 
significant decrease in MMP-2 synthesis compared to the negative control (p<0.05). 
Therefore, a density of 4 J/cm2 was selected for study 2. And in study 2, the 
combination of PBM+NA increased proliferation and migration of HFG in the presence 
or absence of TNF-α (p<0.05) and promoted synthesis of MMP-2 similar to the 
negative control (p>0.05). For IL-6 synthesis, PBM+NA were statistically similar to the 
negative control (p>0.05) and for PBM+ NA in the presence of TNF-α, there was a 
significant reduction in IL-6 synthesis in relation to the positive control (TNF-α) 
(p>0.05). The PBM+NA treatment showed TIMP-1 synthesis compared to the negative 
control (p>0.05). PBM+NA in the presence of TNF-α, promoted lower fluorescence 
intensity, indicating modulation of gelatinolytic activity induced by these therapies. 
Thus, PBM with 4 J/cm2 associated with NA has a synergistic potential in vitro resulting 
in increased proliferation and cell migration of human gingival fibroblasts and lower 



 

levels of synthesis of MMP-2 and IL-6, without altering TIMP-1 synthesis. And the 
association of these therapies in the presence of TNF-α indicated the modulation of 
gelatinolytic activity, favoring these cellular functions that are related to the 
acceleration of tissue repair. 
 
Keywords: Cell culture techniques. Matrix metalloproteinase. Tissue inhibitor of 
metalloproteinases. Low-level light therapy. Flavonones. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A mucosite oral (MO) é uma das principais complicações agudas da 

radioterapia do câncer de cabeça e pescoço e da quimioterapia1,2, acometendo 

praticamente a totalidade dos pacientes que são submetidos ao tratamento 

oncológico3. Clinicamente, a mucosite oral é caracterizada como uma lesão que pode 

variar desde uma mucosa normal, eritema até ulceração e necrose tecidual. Além 

disso, pode causar sintomatologia dolorosa, disfagia e inclusive evoluir para 

incapacidade de alimentação por via oral4. Levando em conta todo o 

comprometimento ocasionado pela mucosite podem ocorrer interrupções e atrasos no 

tratamento oncológico, afetando além da qualidade de vida a sobrevida desses 

pacientes5,6.  

O desenvolvimento da mucosite está associado à presença de maiores 

concentrações de fatores pró-inflamatórios, como citocinas e espécies reativas de 

oxigênio, que, por sua vez, estão relacionados à ativação e amplificação de vias de 

sinalização envolvidas na resposta inflamatória e também na síntese e liberação de 

neurotransmissores, resultando em maior sintomatologia dolorosa7-13. Além disso, o 

desenvolvimento e a gravidade das lesões de mucosite oral também têm sido 

relacionados à atividade de metaloproteinases da matriz (MMPs)14-16, sendo 

frequentemente descritas as MMP-2, -3 e -914-16. Estas enzimas são responsáveis pela 

degradação da matriz extracelular, principalmente do colágeno, e remodelação dos 

tecidos durante sua formação e manutenção da homeostasia tecidual, assim como 

durante o processo de reparo17. Um mecanismo importante para a regulação da 

atividade das MMPs é através da ligação a uma família de proteínas homólogas 

denominadas inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP-1 a TIMP-4)18. E 

durante o desenvolvimento da mucosite, o aumento de MMPs tem sido relacionado a 

uma maior atividade proteolítica do tecido conjuntivo da lâmina própria e também à 

desorganização do tecido epitelial, por meio da perda da expressão de moléculas de 

adesão15. 

O tratamento da mucosite oral ainda é controverso e baseado em terapias 

paliativas, cujo objetivo principal é reduzir a sintomatologia dolorosa, utilizando 

bochechos com agentes analgésicos, antiinflamatórios, antibióticos tópicos ou 

sistêmicos e crioterapia6. A fotobiomodulação (FBM) com laser de baixa intensidade 

(LBI) tem sido incluída no manejo terapêutico da mucosite oral e também pode ser 
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utilizada como um tratamento preventivo eficaz quando associada aos cuidados orais 

padrões19-22. Além disso, a FBM pode reduzir tanto a ocorrência quanto a severidade 

das lesões6, reduzir a prescrição de analgésicos23, melhorar a dermatite por radiação, 

o linfoedema, reduzir a fibrose e ajudar na regeneração dos nervos24. Estudos in vitro 

também demonstraram que a FBM promoveu estímulo da proliferação das células da 

mucosa oral bem como a modulação da expressão e síntese de mediadores 

inflamatórios25,26. Estudos clínicos também sinalizam resultados promissores, como 

uma menor incidência de mucosite oral, redução de gastrostomias, tubos 

nasogástricos e opióides, melhor resposta ao tratamento, aumento na sobrevida livre 

de progressão de doença em relação ao grupo placebo e tendência para uma melhor 

sobrevida global27. 

Outras propostas para prevenção ou tratamento da mucosite oral incluem a 

utilização de alguns compostos naturais28, que podem inclusive promover efeitos 

significativos, como menor incidência e gravidade das lesões, bem como redução da 

sintomatologia para os pacientes em tratamento radio/quimioterápico28. E uma das 

opções naturais pode ser a utilização dos polifenóis29 que modo geral, possuem ação 

antioxidante30,31 e um papel como modulador na sinalização celular31. A naringenina 

(NA) é um polifenól encontrado na alimentação humana principalmente em frutas 

cítricas32. Estudos demonstraram que a NA apresenta efeitos protetores sobre a 

saúde como efeito antioxidante33,34, anti-hiperglicêmico35, anticarcinogênico36, 

antidepressivo37 e anti-inflamatório38. E a NA demonstrou ser efetiva na modulação da 

resposta inflamatória e na regulação da atividade de MMPs39,40. Entretanto, devido à 

fonte natural, os polifenóis podem apresentar diferentes formulações, dependendo da 

fonte, condição de cultivo, clima e forma de extração41 e essas variações em sua 

composição podem dificultar a sua aplicação terapêutica. Desta forma, a seleção de 

um derivado similar bioativo sintético deste composto natural biofenólico pode 

oferecer resultados mais representativos42, embora mais estudos são necessários 

para avaliar se esses compostos sintéticos apresentam os mesmo efeitos que os 

compostos naturais.  

Considerando que o tratamento da mucosite oral ainda é controverso e 

baseado em terapias paliativas torna-se fundamental a avaliação de novas estratégias 

terapêuticas que atuem prevenindo ou tratando de forma efetiva as lesões. Levando 

em conta que estudos preliminares sugerem que a aplicação isolada da FBM e dos 

compostos de NA sobre fibroblastos gengivais resultaram em redução da expressão 
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e síntese de MMPs, é esperado que a combinação de ambas as propostas 

terapêuticas possa resultar em um efeito sinérgico, acelerando o processo de reparo 

dos tecidos orais. Desta forma, a aplicação destes compostos sobre lesões de 

mucosite oral poderia reduzir a resposta inflamatória local, resultando em diminuição 

da sintomatologia dolorosa, bem como da síntese e atividade de metaloproteinases, 

reduzindo a degradação tecidual e acelerando o processo de reparo. Com isso o 

impacto será uma melhor qualidade de vida e maior sobrevivência desses pacientes, 

sem prejuízo para o tratamento oncológico.  
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2 PROPOSIÇÃO 
 

Avaliar o potencial sinérgico da FBM com LBI e da NA sintética na modulação 

da síntese e atividade mediadores inflamatórios por HGF, bem como sobre funções 

celulares relacionadas ao processo de reparo tecidual. 

 
2.1 Objetivos Específicos 
  

Para a realização do objetivo foi necessário executar dois estudos com o 

objetivo de:  

 
2.1.1 Estudo 1  
 

Determinar o efeito da FBM com LBI na viabilidade celular e na modulação de 

metaloproteinase-2, por meio das análises: 

 

- Viabilidade celular, por meio do ensaio MTT; 

 

- Síntese de MMP-2 por meio de imunoensaio ELISA. 

 
2.1.2 Estudo 2  
 

Determinar o efeito da combinação das terapias, FBM com LBI e naringenina 

sintética sobre os HGF, por meio das análises: 

 

- Proliferação celular, por meio do ensaio PrestoBlue; 

 

- Migração celular, por meio do ensaio de cicatrização in vitro (wound healing); 

 

- Síntese de MMP-2, IL-6 e TIMP-1 por meio de imunoensaio ELISA; 

 

- Atividade gelatinolítica, por meio de zimografia in situ. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 
 

Uma revisão da literatura foi realizada com o objetivo de embasar a pesquisa 

e foi dividida em tópicos, de acordo com os assuntos abordados.  
 
3.1 Câncer Bucal 
 

As nossas células estão constantemente se multiplicando sobre o controle do 

organismo. Quando o tecido apresenta uma proliferação anormal, que foge ao 

controle do organismo e tende à autonomia e à perpetuação temos a formação de 

uma neoplasia.  Estas neoplasias podem desenvolver-se por diversos locais do corpo, 

podendo ser benigna ou maligna. As neoplasias benignas também podem ser 

chamadas de tumores benignos, e elas apresentam um crescimento organizado, 

geralmente lento e expansivo, e apresentam limites bem nítidos. E apesar de não 

apresentarem a capacidade de invasão tecidual, podem comprimir os órgãos e os 

tecidos adjacentes43.  

Mas as neoplasias também podem ser malignas, que neste caso podem ser 

chamados de tumores malignos ou câncer e representam um aglomerado com mais 

de 100 doenças43. As neoplasias malignas agrupam uma gama de doenças que 

podem afetar qualquer parte do corpo, derivada de alterações na proliferação e 

fenótipo celulares, resultando em um crescimento celular atípico e autônomo, ou seja, 

um crescimento celular desordenado, originando massas tumorais, com maior 

autonomia, e são capazes de invadir tecidos vizinhos, assim como gerar tumores à 

distância, provocando metástases44. O processo de desenvolvimento do câncer é 

chamando de oncogênese ou carcinogênese, e de forma simplificada ocorre em três 

estágios descritos como estágio de iniciação, promoção e progressão, variando com 

a intensidade e presença de estímulos dos agentes carcinógenos ou cancerígenos, o 

tipo de câncer e a localização primária43. 

O câncer é um problema de saúde pública em todo o mundo, classificado como 

a segunda principal causa de morte globalmente, e apresentando um aumento 

constante dos casos45. Também se caracteriza como a segunda causa de morte mais 

comum entre crianças de 1 a 14 anos nos Estados Unidos, ultrapassadas apenas por 

acidentes45. A última estimativa da incidência de câncer no Brasil realizada pelo 
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Instituto Nacional de Câncer (INCA), prevê que o Brasil terá 625 mil novos casos de 

câncer a cada ano do triênio 2020-202243.   
O câncer bucal e de orofaringe agrupados são o sexto câncer mais comum no 

mundo46. No Brasil também é um dos tipos de canceres mais comuns. Segundo as 

estimativas do INCA43, o número de casos novos de câncer da cavidade oral 

esperados para o Brasil, para cada ano do triênio 2020-2022, será de 11.200 casos 

em homens e de 4.010 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco 

estimado de 10,70 casos novos a cada 100 mil homens, ocupando a quinta posição. 

E a previsão do número de mortes será 6.605 casos sendo 5.120 homens e 1.485 

mulheres43. 

  A prevalência do câncer bucal tende a acometer mais o sexo masculino e 70% 

dos casos são diagnósticos em indivíduos com idade superior a 50 anos47. E os 

principais fatores de risco para esta neoplasia maligna são principalmente o tabagismo 

(fumar ou mascar tabaco) e o etilismo. O risco de câncer parece permanecer elevado 

mesmo muitos anos (pelo menos 10) após a cessação do tabagismo48. E a associação 

de tabagismo ao etilismo intensifica a predisposição43, sendo que o consumo de 

tabaco e álcool está associado a aproximadamente 75% dos cânceres do trato 

aerodigestivo superior49. Outros agentes cancerígenos mais comuns, são as 

infecções pelo HPV (principalmente os tipos 16 e 18) e a radiação solar relacionada 

ao câncer de lábio. E a exposição continuada a esses fatores aumenta além da chance 

de desenvolvimento de um tumor, a chance desse tumor persistir, ou de aparecer um 

segundo tumor primário e também de recidiva tumoral50. 

O câncer bucal e de orofaringe abrange as neoplasias de grande variedade de 

sítios anatômicos, incluindo a pele da região peri-oral, cavidade oral, orofaringe, 

nasofaringe, hipofaringe, laringe, seios paranasais e glândulas salivares51. As 

neoplasias malignas de cabeça e pescoço apresentam uma alta incidência, 

prevalência e mortalidade e as taxas de sobrevida em 5 anos são aproximadamente 

50%46, sendo que a maioria desses pacientes sobrevivem pouco tempo após o 

diagnóstico52, pois a maioria dos tumores é identificada tardiamente, comprometendo 

o tratamento, o prognóstico e a sobrevida dos pacientes53. Dessa forma o diagnóstico 

precoce e o encaminhamento imediato dessas pacientes ao tratamento são 

essenciais para a redução dos danos causados por essa patologia54.  

O tratamento padrão das neoplasias de cabeça e pescoço é a realização da 

ressecção cirúrgica primária com ou sem terapia adjuvante pós-operatória55. Porém o 
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tratamento cirúrgico por si só pode acabar sendo mutilador e resultar em alterações 

físicas, funcionais, emocionais e sociais importantes. Além de poder comprometer a 

fonação, mastigação, deglutição, respiração e ocasionar alterações estéticas, 

gerando uma redução na qualidade de vida desses pacientes56. 

Entretanto o comportamento agressivo dessa patologia torna o tratamento 

complexo e geralmente exige, na maioria dos casos, uma abordagem de tratamento 

multimodal que consiste na associação da cirurgia com radioterapia e/ou 

quimioterapia57, sendo que o sequenciamento e a combinação dessas terapias se 

baseiam na localização tumoral, experiência dos médicos da equipe, preferência do 

paciente e principalmente no estadiamento58. O sistema de estadiamento TNM é 

utilizado para descrever a extensão anatômica do tumor e considera o tamanho do 

tumor primário (T), a ausência ou presença de metástases em linfonodos regionais 

(N) e a ausência ou presença de metástases à distância (M). E são adicionados 

números demonstrando a extensão desses itens e quanto maior o estágio, pior o 

prognóstico do paciente59. Mas para os tumores de cabeça e pescoço, a cirurgia e a 

radioterapia são os tratamentos mais efetivos e a quimioterapia e a imunoterapia 

normalmente são utilizadas como terapias adjuvantes60. 

Os resultados do tratamento para pacientes com câncer melhoraram 

consideravelmente nas últimas décadas devido às melhorias na reconstrução e no 

tratamento adjuvante55, além disso, os avanços no tratamento conduziram às 

mudanças na incidência, na natureza, e na severidade de complicações orais, 

entretanto apesar dessa redução em algumas das toxicidades orais agudas, elas 

permanecem inevitáveis61. 

As complicações orais resultantes do câncer e do seu tratamento causam 

toxicidades agudas e tardias que são subrelatadas, subreconhecidas e subtratadas61. 

As complicações orais agudas incluem mucosite, dor, disfagia, alterações na saliva e 

no paladar, aumento de infecções por cândida, herpes e outros, limitação de 

movimento, exacerbação aguda de infeção crônica dental e periodontal, resultando 

em função oral limitada61. Enquanto que as complicações tardias incluem alterações 

na viscosidade e quantidade de saliva, alteração e perda do paladar, halitose, 

dificuldade para deglutição, trismo, neuropatia e atrofia da mucosa, limitação de 

movimentos, aumento da desmineralização e cárie, aumento de problemas 

periodontais e aumento do risco para necrose óssea, além do impacto estético e social 

como retraimento social, baixa qualidade de vida e depressão61. E o câncer bucal e 
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de orofaringe possuem as maiores taxas de suicídio entre todos os tipos de 

câncer62,63. Considerando tudo isso, o resultado de todas essas complicações é um 

impacto negativo significativo na qualidade de vida dos pacientes oncológicos, sendo 

de extrema importância o manejo adequado das toxicidades orais para garantir uma 

ótima saúde bucal tanto a curto quanto a longo prazo e o bem-estar geral61. 

Outro fator que se faz necessário estar atento é o impacto a curto e a longo 

prazo causado pela pandemia do novo coronavírus SARS-CoV-2 no diagnóstico e no 

tratamento do câncer64. Desde o início da pandemia, sociedades da área de oncologia 

formularam protocolos para buscarem minimizar os impactos da pandemia no 

tratamento oncológico e garantirem a segurança dos pacientes65. Porém em 2020, 

diversos diagnósticos que seriam realizados foram atrasados e também ocorreram 

atrasos no tratamento do câncer devido a todo o cenário de dificuldades que foram 

impostas pela pandemia do novo Coronavírus64. Dentre essas dificuldades estavam o 

acesso reduzido aos cuidados de saúde devido ao fechamento de estabelecimentos 

de saúde, resultando em atrasos no diagnóstico e tratamento que podem levar a uma 

queda de curto prazo na incidência câncer, mas não por uma redução verdadeira, mas 

pelo atraso no diagnóstico64.  

E os números podem a curto e a longo prazo revelar um aumento na doença 

em estágio avançado e, finalmente, aumento da mortalidade, como resultado desse 

atraso no diagnóstico e consequentemente no tratamento. E infelizmente esta 

consequência secundária da pandemia poderá impactar a longo prazo esses 

pacientes e as futuras estimativas devem ser examinadas com cautela64. Com isso, 

devemos nos preparar para um aumento dos casos graves e aumento da necessidade 

de tratamentos mais radicais, resultando em uma maior toxicidade e maiores efeitos 

colaterais, sendo importante que o dentista esteja atento a esse cenário e maneje da 

melhor forma esses pacientes. 

 

3.2 Mucosite Oral 
 

E ao considerar as complicações agudas da quimioterapia ou da radioterapia é 

importante destacar a ocorrência da mucosite oral (MO)1,2 que estará presente 

praticamente em todos os pacientes submetidos ao tratamento oncológico3,66. 

Clinicamente, a mucosite é caracterizada como uma lesão erosiva ou ulcerativa da 

mucosa e histologicamente pode apresentar-se como uma redução da espessura do 
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epitélio (atrofia), ou ainda como áreas de descontinuidade deste tecido21. A mucosite 

pode resultar em dor, sangramento, dificuldade para comer, engolir e falar, 

necessitando, em casos mais graves, de nutrição enteral ou parenteral e internação 

do paciente7. De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), a mucosite é 

classificada quanto à sua severidade de acordo com os seguintes critérios: presença 

de eritema, ulceração, dor e capacidade de alimentação. Desta forma, a presença e 

intensidade destes fatores permite a classificação da mucosite em pontuações/graus: 

0 (mucosa normal), 1 (presença de eritema), 2 (sintomatologia dolorosa), 3 (ulceração, 

sintomatologia dolorosa e disfagia) e 4 (presença de necrose tecidual e incapacidade 

de alimentação por via oral) 4. 

A mucosite oral causada pela quimioterapia ocorre dentro de 3 a 5 dias e atinge 

um pico em 7 a 14 dias após o início da quimioterapia1,2, enquanto a mucosite oral 

induzida por radiação que afeta pacientes com câncer de cabeça e pescoço ocorre 

entre 2 a 6 semanas após o início do tratamento1,67. Entretanto, esta condição não 

ocorre apenas na mucosa oral, podendo afetar todas as mucosas inclusive 

acometendo a mucosa gastrointestinal com uma alta frequência e impactando de 

forma significativa a qualidade de vida e morbidade destes pacientes3,66. Além disso, 

estudos recentes demostraram que as lesões de mucosite oral são frequentemente 

colonizadas por bactérias e fungos, especialmente Porphyromonas sp, 

Staphylococcus sp, Candida sp e Fusobacterium68,69, existindo uma relação entre a 

intensidade das lesões de mucosite e um maior risco de infecções secundárias6,8,10. 

E a presença dessas infecções secundárias também é um fator que afeta a severidade 

das lesões de mucosite oral, bem como a morbidade e a mortalidade dos 

pacientes68,69. Levando em conta todo o comprometimento ocasionado pela mucosite 

podem ocorrer interrupções e atrasos no tratamento oncológico, afetando além da 

qualidade de vida a sobrevida desses pacientes5,6.  

A etiopatogenia da mucosite apresenta complexidades biológicas, relacionadas 

a eventos de sinalização secundária, como estresse oxidativo, resposta imune inata e 

citocinas pró-inflamatórias70. E a sua etiopatogenia pode ser dividia em 5 fases: a fase 

de iniciação, caracterizada por danos celulares diretos causados pelos agentes 

quimioterápicos; a fase de sinalização, durante a qual ocorre a ativação de vias 

intracelulares, responsáveis por diversos processos, como a via do Fator nuclear 

Kappa B (NFkB), que é responsável pela transcrição de mais de 200 genes, induzindo 

dano tecidual em toda a mucosa, não se limitando apenas ao epitélio. Além disso, 
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ocorre a estimulação da produção de fatores de crescimento e citocinas, como fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina (IL)-1β e IL-6, além da estimulação de 

fatores relacionados à apoptose; a fase de amplificação, durante a qual essa 

sinalização é exacerbada, causando a ativação adicional de NF-κB e de outros 

mediadores pró-inflamatórios9,71,72. E o decorrer da cascata inflamatória estimula 

também a síntese de MMPs, que irão desempenhar uma função importante no dano 

tecidual local9,10,71,72; a fase de ulceração, a partir da qual a lesão pode ser 

clinicamente detectada e durante a qual pode ocorrer maior colonização por 

microrganismos, aumentando a inflamação local; e a fase de reparo, que geralmente 

é espontâneo após o fim do tratamento oncológico9,71,72. 

O desenvolvimento e a gravidade das lesões de mucosite oral têm sido 

relacionados ao aumento das metaloproteinases (MMPs)14-16, podendo inclusive estar 

envolvidas em diferentes aspectos do modelo de 5 fases da etiopatogenia da MO, 

incluindo iniciação, resposta à lesão tecidual, recrutamento de mediadores da MO e 

fases de cicatrização16. E o aumento das MMPs pode resultar no aumento da atividade 

proteolítica do tecido conjuntivo da lâmina própria e também na desorganização do 

tecido epitelial, por meio da perda da expressão de moléculas de adesão15. No 

entanto, as MMPs estão relacionadas com diversas funções celulares, como 

proliferação, migração e sobrevivência celular17. Estas enzimas são responsáveis pela 

degradação e remodelação dos tecidos durante sua formação e manutenção da 

homeostasia tecidual, assim como durante o processo de reparo17. Sua principal 

função é a degradação de moléculas da matriz extracelular, como o colágeno, estando 

estas enzimas classificadas de acordo com o substrato a ser degradado (colagenases, 

gelatinases, elastases)17, regulando a síntese e a degradação da matriz extracelular 

em condições fisiológicas73. Porém a superexpressão dessas enzimas proteolíticas 

tem sido relacionada à etiopatogenia de várias condições inflamatórias orais por 

desempenhar um importante papel no dano tecidual local9,10,18,71,72. Além da 

degradação do colágeno, as MMPs também participam da cascata inflamatória. A 

expressão de MMPs é potencializada por citocinas pró-inflamatórias e as próprias 

MMPs também podem estimular a síntese de citocinas pró-inflamatórias, agindo como 

um mediador inflamatório, levando a um feedback positivo na resposta inflamatória 

local73. 

A família das MMPs é composta por uma grande quantidade de proteínas 

(MMP-1 a MMP-24) e na cavidade oral as mais frequentemente descritas como 
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associadas à mucosite são MMP-2, -3 e -914-16.A MMP-2 e a MMP-9 são expressas 

pelos fibroblastos gengivais, classificadas como gelatinases, e são importantes para 

o reparo tecidual74. Elas possuem um papel importante na degradação do colágeno, 

acelerando a desorganização tecidual local, além disso, possuem uma função 

essencial na ativação de mediadores inflamatórios, vias de sinalização e no 

recrutamento de diferentes células inflamatórias74-75. Porém a superexpressão dessas 

MMPs na cavidade oral, desencadeada por mediadores inflamatórios da MO, pode 

acelerar a desorganização tecidual, resultando em dano tecidual74.  

Um mecanismo importante para a regulação da atividade das MMPs é através 

da ligação a uma família de proteínas homólogas denominadas inibidores teciduais 

de metaloproteinases (TIMPs), apresentando 4 subtipos (TIMP-1 a TIMP-4)18. As 

TIMPs são produzidas pelos mesmos tipos celulares que produzem as MMPs76 e 

demonstraram possuir várias funções bioquímicas e fisiológicas/biológicas, incluindo 

a inibição de MMPs ativas, ativação pró-MMP, promoção de crescimento celular, 

ligação de matriz, inibição de angiogênese, indução de apoptose18, diferenciação e 

migração celular77,78. Além disso, numerosos estudos indicaram que as TIMPs inibem 

também a invasão celular, tumorigênese e metástase. Sendo essas funções 

parcialmente atribuídas à inibição das MMPs, mas as TIMPs exibem uma variedade 

de atividades celulares18, porém muitas atividades independem da sua ação inibitória 

sobre as MMPs77,78.  

E assim como as MMPs a expressão de TIMPs no tecido também é controlada 

durante a remodelação tecidual em condições fisiológicas para manter o equilíbrio no 

metabolismo da matriz extracelular. E a ruptura desse equilíbrio pode resultar em 

doenças associadas à renovação descontrolada da matriz18,78. As TIMPs podem 

neutralizar a ação das MMPs por as modularem negativamente, resultando no 

controle da proteólise da matriz extracelular ao inibir a sua degradação73,76. A razão 

MMP/TIMP geralmente determina a extensão da degradação da proteína da matriz 

extracelular e a remodelação do tecido73. Dessa forma, o equilíbrio entre a ativação 

das MMPs e TIMPs controlam a extensão da remodelação da matriz extracelular e 

uma interrupção nesse equilíbrio pode resultar em um processo patológico78,79,80.  

As TIMPs apresentam pouca especificidade para uma determinada MMP, e 

cada TIMP pode inibir várias MMPs com diferentes eficácias73,77,78. E as TIMPs-1 e -

2 inibem a atividade de uma ampla gama de MMPs81, entretanto a TIMP-1 possui 

maior afinidade pela MMP-9 e a TIMP-2 pela MMP-277,78. Em 2010, Al-Dasooqi e 
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colaboradores14 demonstraram o potencial das MMPs e TIMPs no desenvolvimento 

da mucosite do trato gastrointestinal. As TIMPs-1 e -2 apresentaram níveis 

significativamente alterados no jejuno e, além disso, os autores verificaram que 

alterações na expressão de MMPs e TIMPs estavam correlacionadas com as 

alterações histopatológicas observadas14. No entanto, a compreensão das TIMPs 

ainda é superficial em muitos aspectos e novas informações são necessárias18.  

Além disso, o desenvolvimento e a severidade da mucosite oral também está 

relacionada as citocinas pró-inflamatórias10,14,75, resultando em um aumento da 

sintomatologia dolorosa, por estar relacionado à ativação e amplificação de vias de 

sinalização da resposta inflamatória e com a síntese e liberação de 

neurotransmissores, e esse processo é mediado pela presença de maiores 

concentrações de fatores pró-inflamatórios, como citocinas e espécies reativas de 

oxigênio7-11. O aumento da expressão de citocinas está diretamente relacionado ao 

curso de desenvolvimento da mucosite10,11,82. Esta participação também vem sendo 

confirmada pela avaliação de terapias alvo, que são capazes de regular a expressão 

destas citocinas e diminuir a extensão das lesões de mucosite10,66,83. Estudos recentes 

confirmaram os efeitos das citocinas inflamatórias na redução da capacidade 

proliferativa de células da mucosa oral, bem como um efeito pro-inflamatório, que pode 

gerar um feedback positivo na reação inflamatória da cavidade oral, atrasando o 

processo de reparo12,13. 

O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória que regula múltiplos processos 

biológicos84. O TNF-α está envolvido na regulação do equilíbrio entre a síntese e a 

degradação do colágeno e outras proteínas da matriz extracelular, resultando na 

manutenção da homeostase tecidual85. Em relação ao processo de cicatrização de 

feridas da mucosa oral, foi sugerido também que o TNF-α está relacionado nas fases 

iniciais do processo, realizando uma estimulação de curto período na proliferação e 

migração celular. Entretanto se o estímulo inflamatório for mantido por períodos 

prolongados, pode ocorrer um prejuízo na cicatrização da ferida86. Além disso, o TNF-

α é um mediador essencial na patogênese da MO87, envolvido com o desenvolvimento 

e gravidade da MO7,10,13,72. Ele foi descrito como um potente regulador de 

MMPs10,71,74, ativando a via NF-κB10,71, podendo potencializar a síntese e a atividade 

local de MMPs e outras enzimas colagenolíticas, acelerando a desorganização da 

matriz extracelular75. Entretanto, o envolvimento completo do TNF-α permanece 

desconhecido10,88. 
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A IL-6 é uma citocina pro-inflamátoria, que assim como o TNF-α, atua como 

mediador essencial na patogênese da MO9,10,26,71,74. Seus níveis aumentam antes 

mesmo do aparecimento das lesões ulcerativas9,10,71. A IL-6 é descrita também como 

um potente regulador de MMPs, criando um feedback positivo sobre a reação 

inflamatória local e exacerbando o desequilíbrio da matriz extracelular, causando 

destruição tecidual na evolução da MO74 e podendo atrasar o reparo das lesões26. 

Porém, assim como o TNF-α, seu envolvimento completo na patogênese ainda 

permanece desconhecido10,88. Sendo assim, apesar do envolvimento demonstrado 

das MMPs e das citocinas pró-inflamatórias na etiopatogênese da MO, o seu papel 

específico permanece não esclarecido e não completamente entendido, faltando 

ainda dados sobre os mecanismos e fatores de risco envolvidos no estabelecimento 

da MO88. 

E todo esse processo para o desenvolvimento de uma ferida desencadeará 

também outros efeitos citopáticos nas células da mucosa oral, como a diminuição da 

proliferação e da migração celular, que poderão contribuir com o atraso do reparo 

tecidual89. Dessa forma, o objetivo principal do processo de reparo é a regeneração 

tecidual para restabelecer o tecido e as células epiteliais possuem um papel 

fundamental nesse processo90,91. Os fibroblastos também participam do reparo 

através de sua capacidade de proliferação, migração e preenchimento da ferida, além 

de sintetizar fatores de crescimento e moléculas da matriz extracelular92. Para ocorrer 

o reparo tecidual, após a injúria tecidual, precisa ocorrer as fases de hemostasia, 

resposta inflamatória, proliferação e migração celular e remodelação tecidual91,93. E 

assim como o processo inflamatório local exacerbado ou prolongado pode atrasar o 

processo de cicatrização necessitando da modulação da reação inflamatória tecidual 

para acelerar a cicatrização86, alterações na proliferação e na migração celular 

também podem atrasar o reparo tecidual93 e terapias que estimulem esse processo 

podem acelerar a cicatrização tecidual90.  

Em relação ao manejo da mucosite oral, o seu tratamento ainda é controverso 

e baseado em terapias paliativas, baseado principalmente na utilização de bochechos 

com agentes analgésicos, antiinflamatórios, antibióticos e crioterapia6. Porém, estes 

tratamentos, apesar de serem inclusive recomendados pela Associação multinacional 

de cuidados de suporte em câncer (MASCC), a maioria deles apenas atuam de 

maneira a reduzir a sintomatologia dolorosa. Além disso, alguns destes medicamentos 

podem produzir efeitos adversos6, e variações intrínsecas dos indivíduos frente aos 
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diferentes tratamentos podem afetar o resultado clínico. Sendo assim, nenhuma 

terapia única é suficiente para promover de forma efetiva a MO ou para a resolução 

total das lesões21,94,95. Dessa forma, apesar das tentativas atuais de padronização de 

diversos protocolos para o manejo da mucosite oral, ainda não há um consenso e 

novas pesquisas ainda são necessárias95,96.  

Portanto a identificação de mediadores específicos relacionados à 

etiopatogenia da MO pode oferecer oportunidades para novas abordagens. E 

considerando que as MMPs podem ser consideradas potenciais biomarcadores 

diagnósticos por estarem relacionadas com o desenvolvimento de MO, os tratamentos 

que modulem estas enzimas e a expressão de citocinas pró-inflamatórias podem ser 

promissores para o manejo da MO, sendo uma estratégia adequada e eficaz 

resultando em melhoria das estratégias terapêuticas atuais97.  

 

3.3 Fotobiomodulação  
 

A utilização da fotobiomodulação com o laser de baixa intensidade para 

tratamento da mucosite oral começou na década de 90. Desde então começaram as 

publicações dos estudos nessa área, buscando a melhor forma de conseguir tanto 

tratar quanto prevenir a mucosite oral, diminuindo a dor, a intensidade e a duração 

das lesões98. 

Em 1992 Ciais et al.99 realizaram um estudo preliminar retrospectivo não-

randomizado sobre o efeito do tratamento com laser vermelho de baixa intensidade 

de Hélio-Neônio (He-Ne) na mucosite em pacientes com câncer recebendo 

quimioterapia combinada, incluindo 5-fluorouracil. Os autores destacaram que até 

aquele momento não existia um antídoto eficaz ou uma profilaxia preventiva para as 

lesões de mucosite oral e que os pacientes que desenvolviam essa toxicidade oral 

durante o primeiro curso de tratamento, quase com certeza apresentariam esses 

efeitos colaterais durante todo o tratamento, a menos que os medicamentos fossem 

alterados ou tivessem a dosagem reduzida. Os autores observaram a presença de 

mucosite oral em 43% dos 53 ciclos de quimioterapia na população caso-controle. A 

terapia com o laser foi realizada de forma curativa e preventiva. A terapia curativa 

reduziu o tempo de reparo das lesões e a taxa de modificações terapêuticas. E a 

terapia preventiva reduziu a incidência de complicações orais para 6% durante 101 
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ciclos de quimioterapia. E todos os pacientes encerraram seu tratamento oncológico 

conforme programado originalmente99. 

Em 1995, Barasch et al.100 utilizaram laser de He-Ne em pacientes que 

realizaram transplante de medula óssea (TMO), relatando diminuição da severidade 

da mucosite, porém sem diminuir a sua incidência. Neste estudo foi utilizado o laser 

com o objetivo de prevenção da mucosite, com comprimento de onda de 632,8 nm, 

densidade de energia de 1 J/cm2 e 25 mW de potência. Utilizaram uma amostra com 

20 pacientes adultos e em um lado da mucosa aplicaram o laser e no outro lado 

realizou-se a aplicação de placebo para controle. A aplicação foi iniciada no último dia 

de condicionamento e mantida por cinco dias consecutivos. Ocorrendo então redução 

da dor e da severidade na mucosite no lado que recebeu o tratamento100. 

Cowen et al.101, 1997 utilizaram também laser de He-Ne para prevenção da 

mucosite oral em pacientes de TMO submetidos à quimioterapia, tendo verificado 

decréscimo na intensidade e na severidade. Os autores realizaram um ensaio clínico 

randomizado, duplo cedo, com comprimento de onda de 632,8 nM, densidade de 

energia de 1,5 J/cm2 e 60 mW de potência. Utilizaram uma amostra de 30 pacientes 

adultos e a aplicação foi realizada do dia menos cinco até o dia menos um do 

condicionamento. E a mucosite foi avaliada do dia zero até o dia 20 pós transplante. 

Os autores observaram que ao comparar com o controle, o grupo que recebeu a 

laserterapia teve um maior número de dias sem mucosite ou com grau I e um menor 

número de dias com mucosite grau III101. 

O primeiro estudo que avaliou a eficácia da realização da laserterapia para a 

prevenção da mucosite oral induzida por radioterapia em pacientes com câncer de 

cabeça e pescoço foi realizado por Bensadoun et al.102, em 1999 e esse estudo 

demonstrou que o laser pode ser utilizado como prevenção e tratamento da mucosite, 

retardando o início de aparecimento das lesões, atenuando o pico de severidade e 

diminuindo sua duração, além de reduzir a dor e melhorar a capacidade de deglutição. 

Este estudo randomizado foi realizado com 30 pacientes irradiados 

convencionalmente com dose total de 65 Gy. Foi utilizado laser He-Ne, com 

comprimento de onda de 632,8 nM, densidade de energia de 2 J/cm2 e 60 mW de 

potência, comparado a uma luz placebo, aplicados uma vez ao dia, cinco dias da 

semana desde o início da radioterapia, durante as sete semanas de tratamento 

radioterápico, aplicado antes da sessão de radioterapia. Como resultado, os autores 

observaram a presença de dor severa em 20% dos pacientes que receberam luz 
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placebo e somente em 2% dos pacientes tratados com laser. Também foi verificado 

uma redução da média do grau de mucosite nos pacientes submetidos à laserterapia 

e também da frequência, sendo que apenas 8% dos pacientes tratados que 

desenvolveram mucosite grau III contra 35% dos pacientes tratados com luz placebo. 

Sendo assim, foi demonstrado que o laser foi capaz de reduzir a duração e gravidade 

das lesões de mucosite102. 

E desde então diversos estudos clínicos foram realizados avaliando o 

tratamento da mucosite oral com laser de baixa intensidade, usualmente comparado 

a uma luz placebo19,94,103-108. Esses estudos mostraram que o laser aumentou a 

qualidade de vida104,106, que foi bem tolerado, apresentou efeito benéfico e sem efeito 

adverso19,104 sendo efetivo e seguro para prevenir ou tratar a MO após 

quimioterapia108 e devido ao seu uso fácil proporciona alta aceitação pelo paciente e 

pelos resultados positivos alcançados, essa terapia se torna viável para a prevenção 

e tratamento da OM inclusive em pacientes jovens94. Além disso, a FBM quando 

aplicada profilaticamente pode reduzir a incidência e a severidade da MO após 

quimioterapia103, após a radioterapia107 e de pacientes que receberam transplante 

medula óssea105, além de reduzir a severidade da dor19,107 e o comprometimento 

funcional107. Ou seja, esses estudos mostraram que o laser pode retardar o 

aparecimento das lesões, reduzir a dor e a gravidade da mucosite.  

Atualmente existem diversas diretrizes baseadas em evidência científica que 

orientam o manejo da mucosite oral. A principal diretriz que aborda a prevenção e o 

tratamento da mucosite oral é publicada pelo grupo de Estudo sobre Mucosite da 

MASCC/ISOO, que é uma parceria da Associação Multinacional de Cuidados de 

Suporte em Câncer (MASCC) e da Sociedade Internacional de Oncologia Oral 

(ISOO)109. Desde 1998 a MASCC/ISOO criou a Seção de Estudo de Mucosite com o 

objetivo de reunir diversos especialistas para abordar questões importantes no 

tratamento e pesquisa da mucosite. E a primeira diretriz de prática clínica baseadas 

em evidências para mucosite foi publicada em 2004 e os autores encorajaram a 

realização de pesquisas para assegurar o manejo da mucosite oral110. E essa diretriz 

foi posteriormente atualizada em 2007 e desde então o grupo publica periodicamente 

atualizações dessas diretrizes111.  

Em 2008, O Conselho Federal de Odontologia112 aprovou a Resolução CFO-

82, de 25 de setembro de 2008, que reconheceu e regulamentou o uso pelo cirurgião-

dentista de práticas integrativas e complementares à saúde bucal, dentre elas a 
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laserterapia. A habilitação em laserterapia tem como objetivo capacitar os cirurgiões-

dentistas de maneira a assegurar a prática profissional da laserterapia de forma ampla 

e segura, desde que respeitando o limite de atuação do campo profissional do 

cirurgião-dentista112. 

Ao longo dos anos, mais pesquisas nessa área foram sendo publicadas. E os 

estudos foram confirmando que a FBM reduz a incidência, severidade e a duração da 

MO para pacientes submetidos ao transplante de medula óssea e que acabam 

recebendo altas doses de quimioterapia e/ou radioterapia113,114, assim como para os 

casos de MO causada pela associação de radioterapia à quimioterapia115,116, e por 

quimioterapia exclusiva também117 ou com radioterapia exclusiva102,107. Além disso, a 

FBM aumenta a qualidade de vida115,118 e reduz a dor associada, a disfagia e o uso 

de analgésicos opióides116. Reforçando que a FBM pode ser utilizada tanto como 

prevenção quanto como tratamento da MO115,116,118,119. 

Na diretriz de 2013 a MASCC/ISOO recomendou a laserterapia na prevenção 

da mucosite oral nos pacientes submetidos a transplante de células hematopoiéticas, 

após tratamento quimioterápico de altas doses, com ou sem radioterapia. Também foi 

sugestionado a realização da laserterapia para os pacientes submetidos à radioterapia 

para tratamento de tumores em cabeça e pescoço, sem realização de quimioterapia. 

Sendo ambas recomendações para prevenção e não tratamento da mucosite. E os 

parâmetros sugeridos foram a utilização do laser de baixa intensidade com 

comprimento de onda até 650 nm, potência de 0,04 W ou 40 mW e 2 J/cm2 de 

densidade de energia120. 

De 2013 a 2014 foram publicados diversos artigos sobre a mucosite oral e a 

MASCC/ISOO publicou uma revisão das recomendações em 2014. E até aquele 

momento, as recomendações indicavam a utilização do laser de He-Ne. E as 

evidências encontradas reforçaram em manter as recomendações da diretriz anterior 

para a utilização da laserterapia de baixa intensidade para a prevenção da mucosite 

oral109. Os autores destacaram que embora houvesse diversos estudos demonstrando 

os benefícios da laserterapia para outras aplicações, elas não foram inclusas na 

diretriz pois muitos estudos apresentavam qualidade variável e uma ampla variação 

nos parâmetros do laser usados, o que acabou complicando a avaliação das 

evidências109,120. 

Em consonância com os protocolos da MASCC/ISOO, o Ministério da Saúde 

sob a portaria de n° 516/2015 aprovou as Diretrizes Diagnósticas e Terapêuticas do 
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Câncer de Cabeça e Pescoço e nela ficou estabelecido o tratamento precoce da 

mucosite oral com o laser de baixa intensidade, com o objetivo de atenuar os riscos e 

as lesões121. 

Em 2015, a Agência Nacional de Saúde122 (ANS) incluiu a laserterapia na 

atualização do Rol de Procedimentos e Eventos em Saúde, que constitui a referência 

básica para cobertura assistencial mínima nos planos privados de assistência à 

saúde, através da resolução normativa RN n° 387/2015. Ficou estabelecido a 

cobertura obrigatória de laserterapia de baixa intensidade para prevenção e 

tratamento de mucosite oral em pacientes com diagnóstico de câncer em região de 

cabeça e pescoço, com diagnóstico de câncer hematopoiético quando a proposta 

terapêutica for o transplante de medula óssea e com diagnóstico de câncer 

hematopoiético122. Atualmente foi realizada uma atualização da normativa, através da 

resolução RN Nº 465, de 24 de fevereiro de 2021 e se manteve essa orientação123.  

Já para o Sistema Único de Saúde (SUS), foi apenas em 2020 que a 

laserterapia foi incluída como terapia preventiva para tratamento da mucosite oral, 

através da portaria Nº 526, de 24 de junho de 2020. Esta portaria atualizou a Tabela 

de Procedimentos, Medicamentos, Órteses, Próteses e Materiais Especiais do 

Sistema Único de Saúde, conhecida como Tabela de Procedimentos do SUS e incluiu, 

alterou e excluiu alguns procedimentos. E ficou determinado a inclusão da laserterapia 

para tratamento de lesões da mucosa bucal. E destaca que o tratamento deve ser 

individual e deve se atentar para as características da lesão124.  

Porém mesmo com os protocolos estabelecidos, o tratamento deve ser 

individualizado de acordo com a necessidade de cada paciente e conduta do 

profissional. Recentemente foi publicada uma nova diretriz da MASCC/ISOO, sendo 

essa atualização de 2019/2020 um documento de referência na evolução das 

diretrizes da prática clínica da mucosite95. Os autores recomendam a utilização da 

fotobiomodulação (FBM) intraoral utilizando a laserterapia de baixa intensidade para 

a prevenção da mucosite oral em pacientes adultos submetidos ao TMO, que irão 

receber de alta dose de quimioterápicos, com ou sem irradiação, também para os 

pacientes que irão receber radioterapia para câncer de cabeça e pescoço, com ou 

sem quimioterapia. E novamente nenhuma diretriz foi possível para o tratamento 

mucosite oral relacionada exclusivamente à quimioterapia e para pacientes 

pediátricos, pois os protocolos clínicos foram extremamente variáveis, limitando a 

integração desses dados. E para todos os protocolos de FBM, foi recomendado que 
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os parâmetros padronizados fossem seguidos para uma terapia ideal. O comprimento 

de onda deve ser de 632,8 a 660 nm. A densidade de energia deve variar de 1 a 2 

J/cm2 para TMO, 3 J/cm2 para radioterapia e de 4,2 a 6,2 J/cm2 para radioterapia com 

quimioterapia95.  

Um dos protocolos terapêuticos que é utilizado recomenda a FBM com laser de 

baixa potência, utilizando um laser de diodo com comprimento de onda de 660 nM, 

que fica na faixa de laser vermelho, associado ou não ao comprimento de onda 808 

nM, que fica na faixa de laser infravermelho. E as aplicações devem ser iniciadas na 

primeira sessão de tratamento oncológico e deve terminar quando quaisquer sinais 

de mucosite oral foram extintos125. E o modo de irradiação deve ser pontual a uma 

distância de 1 cm2 cada ponto e em contato, perpendicular a mucosa bucal. As 

irradiações devem ser realizadas intra-oralmente, em toda a mucosa bucal, exceto na 

localização do tumor, abrangendo a mucosa jugal direita e esquerda, a parte labial 

superior e inferior, o palato duro e o palato mole, toda a extensão da língua, incluindo 

o dorso e a borda lateral bilateralmente, o assoalho da boca e a comissura labial 

bilateralmente125. Entretanto Moraes et al.126 (2009) indicam que nos casos em que 

as lesões de MO estão extensas e há dificuldade de abertura bucal limitando a 

aplicação intraoral, pode-se realizar a aplicação extrabucal com laser infravermelho 

com a dose de 2 J pontual, promovendo conforto e mantendo os benefícios da FBM126. 

Outro protocolo clínico da MASCC/ISOO que foi atualizado em 2019/2020 foi o 

manejo da mucosite com agentes naturais e diversos e a revisão sistemática da 

literatura indica que pesquisas adicionais são necessárias para esclarecer o potencial 

de outras intervenções127,128. E dentro da área de manejo da mucosite, o maior avanço 

na busca por uma terapia eficaz foi na área da fotobiomodulação129. As diretrizes 

atuais são baseadas em evidências mais fortes, abordam mais configurações clínicas 

e oferecem mais protocolos de fotobiomodulação95. Entretanto apesar das tentativas 

de padronização dos protocolos, ainda não há um consenso nos parâmetros utilizados 

nas pesquisas, e seria ideal que houvesse uma padronização dos parâmetros 

utilizados96. E novas pesquisas avaliando todos os parâmetros dos protocolos e a sua 

calibração, resultará em protocolos mais eficazes95. 

Apesar das evidências demonstrando que a fotobiomodulação com laser de 

baixa potência é eficaz contra MO, esse tratamento também apresenta algumas 

barreiras para a sua aceitação. O custo é uma delas, pois além do custo do 

procedimento há o custo do equipamento. Além disso, se faz necessário uma 
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intensidade de trabalho, pois muitos protocolos envolvem o tratamento diário dos 

pacientes. E para uma melhor efetividade, a laserterapia deve ser aplicada em contato 

direto o que dificulta o manejo dos casos de mucosite que envolvem a mucosa 

faríngea, laríngea ou esofágica pela dificuldade de acesso109.  

Um outro grande obstáculo para a aceitação da técnica é se há ou não potencial 

para a luz estimular células tumorais residuais que escaparam ao tratamento 

oncológico, aumentando o risco de recorrências tumorais e desenvolvimento de um 

segundo tumor primário e desde 2003 foram publicados estudos que avaliaram esse 

risco130. Os estudos de Sonis et al.131 (2016) e de Zadik et al.129 (2019) sugerem que 

a FBM pode ter efeitos carcinogênicos a longo prazo. Entretanto os estudos de 

acompanhamento a longo prazo em pacientes tratados com FBM para a prevenção 

de MO de Antunes et al.27 (2017) e Brandão et al.132 (2018) não mostraram aumento 

na recorrência dos tumores, mas destacando que a análise desses dados é 

desafiadora. Em 2019 foi publicada a primeira revisão sistemática a analisar a 

segurança do uso da FBM para o gerenciamento de toxicidades relacionadas ao 

câncer. Um total de 27 artigos atenderam aos critérios de pesquisa e a maioria dos 

estudos mostrou que nenhum efeito colateral foi observado. Dessa forma, os autores 

concluíram que o uso de FBM não resulta em problemas de segurança do tumor130. 

Entretanto, devido a essas evidências conflitantes, até os dias atuais é preconizado 

que não se realize a FBM na área tumoral ou em lesões sem diagnósticos.  

Com o avanço da utilização da FBM, também surgiram preocupações sobre o 

impacto deste procedimento na sobrevivência dos pacientes oncológicos. Em 2017, 

Antunes et al.27 realizaram um acompanhamento médio de 41,3 meses para avaliar a 

sobrevida livre de progressão da doença em 94 pacientes. Os autores concluíram que 

este foi o primeiro estudo a sugerir que a FBM pode melhorar a sobrevida do câncer 

de cabeça e pescoço para os pacientes tratados com quimiorradioterapia. Mas novos 

estudos, com amostra maior, são necessários para confirmar essa descoberta27. 

E para esta terapia funcionar a nível celular, inicialmente deve ocorrer a 

absorção da luz em um comprimento de onda específico pelos fotorreceptores da 

célula, que irá converter a energia luminosa em efeitos bioquímicos como aumento da 

síntese do ATP, do metabolismo celular e da expressão gênica de proteínas133. E essa 

interação do laser com o tecido irá depender das propriedades da luz, como 

comprimento de onda, densidade de energia e tempo de ativação da luz e, também 

irá depender das características do tecido, como a presença e tipo dos cromóforos134. 
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Entretanto, apesar dos efeitos biológicos dessa interação estar diretamente 

relacionado com os parâmetros, ainda não há uma determinação de qual o parâmetro 

ideal135.  

E diversos estudos in vitro e in vivo tem demonstrado que a FBM pode ser 

utilizada para acelerar o reparo de lesões teciduais de diversas patologias136-140. E os 

efeitos biomoduladores foram demonstrados in vitro em estudos usando diferentes 

tipos de células, como fibroblastos, queratinócitos, osteoblastos e odontoblastos136,141. 

Nos fibroblastos, a FBM com LBI pode estimular o aumento da síntese de fatores de 

crescimento141,142 e do colágeno tipo 1143,144 e de outras moléculas relacionadas com 

o reparo142. A FBM também pode reduzir a expressão de citocinas 

inflamatórias138,142,145.  

Além disso, a LBI pode estimular a migração136 e a proliferação celular, que são 

funções extremamente importantes para o reparo tecidual136,142,144,146-148. 

Adicionalmente, alguns estudos vêm demonstrando que em algumas patologias, a 

FBM com LBI pode atuar na modulação de MMP-2149-152 e de MMP-9, podendo 

colaborar com a remodelação tecidual, facilitando o reparo149-151.  

Estudos prévios in vitro do grupo de pesquisa também vêm demonstrando 

diversos benefícios da FBM com LBI13,25,153-169. Dentre os resultados obtidos, a FBM 

demonstrou promover um efeito biomodulador benéfico sobre a expressão de 

citocinas inflamatórias relacionadas à mucosite oral por fibroblastos gengivais 

humanos154, especialmente na redução da expressão de TNF-α, IL-6 e IL-813,154. Outro 

estudo avaliou o efeito da FBM após a exposição dos fibroblastos às citocinas 

inflamatórias. A FBM estimulou a expressão do fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF), mesmo após desafio com IL-6 e reduziu a síntese de TNF-α e 

estimulou os fibroblastos159. E outro trabalho verificou que a FBM aumentou a 

expressão gênica de VEGF nos fibroblastos jovens e idosos tratados com LBI e 

estimulou a migração celular155. E a irradiação com 1,5 e 3 J/cm2 aumentou a 

migração de células epiteliais em outro estudo156. 

Em outros estudos do grupo, a irradiação com LBI aumentou a proliferação 

celular e a expressão gênica de queratinócitos157. Além disso, a irradiação com LBI 

em fibroblastos, com doses de energia de 0,5 e 3 J/cm2 resultou em aumento 

significativo no metabolismo celular e com as doses de energia de 0,5, 1,5, 3, 5 e 7 

J/cm2 promoveram um aumento no número de células, bem como na migração celular, 

promovendo a bioestimulação de fibroblastos in vitro153. Além disso, em outro estudo, 
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com LBI a 3 J/cm2 ocorreu um aumento da viabilidade dos fibroblastos gengivais25 e 

o estudo de Rech et al.160 (2021) mostrou que a FBM afeta positivamente a viabilidade 

celular após 3 irradiações, resultando em 9 J/cm2 e com intervalo de 24 h160. E o 

trabalho de Pansani et al.158 (2018) demonstrou que a FBM aumentou a proliferação 

e a viabilidade dos fibroblastos gengivais e das células epiteliais, expostas ou não a 

endotoxina com lipopolissacarídeo, de uma maneira dependente do tempo (24, 48, 72 

h). E que a FBM provocou biomodulação, podendo diminuir a resposta inflamatória do 

tecido e acelerar a cicatrização de feridas da mucosa oral158.  

Entretanto apesar de se observar que esta terapia pode desempenhar 

resultados satisfatórios, o complexo mecanismo biológico da laserterapia ainda não 

foi completamente elucidado161. Com isso torna-se fundamental a maior compreensão 

do mecanismo biológico envolvido, pois com essa elucidação poderia ser estabelecido 

o melhor protocolo terapêutico para esta patologia. 

 

3.4 Bioflavonóides 
 

O tratamento e a prevenção da mucosite oral utilizando agentes naturais tem 

sido cada vez mais investigado por apresentarem um mecanismo de ação que pode 

reduzir o estresse oxidativo, a inflamação e infecções162. Alguns produtos naturais 

podem promover efeitos significativos, como menor incidência e gravidade das lesões, 

bem como redução da sintomatologia para os pacientes em tratamento 

radio/quimioterápico28. 

E esses agentes naturais podem ser originários de extratos brutos, frações 

enriquecidas com componentes bioativos ou de compostos puros que derivam de 

ervas163. E os seguintes produtos naturais são os mais descritos como possíveis 

auxiliares nos tratamentos da MO: mel e derivados, camomila, própolis, aloe vera, 

extrato de folha de oliveira, glycyrrhiza glabra, achillea millefolium, glicerina payayor, 

extratos de raíz indigowood, extrato de zataria multifora, cravo da índia, melaço de 

amoreira, extrato aquoso de glycyrrhiza, cúrcuma, pólen de tamareira e quercetina. 

Sendo o mais utilizado o mel, seguido de camomila e depois a própolis164.  

Uma revisão sistemática da literatura foi realizada pelo grupo de estudos de 

mucosite da MASCC/ISOO e foi realizado uma atualização dos protocolos clínicos 

referentes ao uso de agentes naturais e diversos para a prevenção e/ou tratamento 

da mucosite oral, e foi abordado o uso de vitaminas, minerais e nutrientes 
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suplementos, mel, compostos de ervas, estimulante salivar, probióticos e agentes 

diversos127,128. Essa atualização da diretriz MASCC/ISOO sugeriu a aplicação de mel, 

combinado topicamente e sistemicamente, para a prevenção de MO em pacientes 

com câncer de cabeça e pescoço, tratados com radioterapia exclusiva ou associada 

a quimioterapia127,128. Os autores encontraram numerosos produtos naturais e 

fitoterápicos que estão sendo estudados para o manejo da MO, entretanto eles 

destacam que ainda é necessário a realização de pesquisas adicionais para 

esclarecer o seu potencial e com isso nova atualização no futuro do protocolo utilizado 

atualmente127,128.  

E novas propostas terapêuticas naturais estão sendo avaliadas para serem 

incluídas no manejo da MO, incluindo a utilização de polifenóis29. Os Polifenóis são 

abundantes micronutrientes em nossa dieta e compreendem uma variedade de 

compostos bioativos presentes em vegetais, frutas, grãos e outros alimentos30,165. São 

divididos em diferuloilmetano, ácidos fenólicos (ácidos hidroxibenzoicos e 

hidroxicinâmicos), estilbenos, flavonóides (flavanois, flavonas, flavonois, flavanonas, 

isoflavonas e antocianidinas) e taninos (hidrolisáveis e condensados, as 

protoantocianidinas)31. Entre os efeitos terapêuticos benéficos já demonstrados dos 

polifenóis, de modo geral, estão a sua ação antioxidante30,31 e seu papel modulador 

na sinalização celular31. 

As proantocianidinas (PA) são os principais polifenóis nas uvas, localizadas 

principalmente em peles e sementes30. Olaku et al.29 (2015) realizaram uma revisão 

de literatura e verificaram que a aplicação da PA isolada da semente de uva forneceu 

resultados positivos em estudos pré-clinicos, sobre lesões de mucosite rádio e 

quimioinduzidas. E que a melhora dos efeitos citotóxicos induzidos pelo tratamento 

oncológico pode ter sido mediada pela ação antioxidante da PA. Porém, segundo os 

próprios autores, estudos controlados são necessários para determinar o real efeito e 

aplicabilidade desta proposta terapêutica29. 

 Estudos in vitro e in vivo demonstraram que estes compostos de PA 

apresentam atividade antioxidante, anti-inflamatória como importante inibidor de 

metaloproteinases e antibacteriana, além de atividade anti-apoptótica, resultando em 

maior sobrevivência celular165-167. Recentemente, um estudo demonstrou que a 

aplicação dos compostos de PA sobre os fibroblastos gengivais resultou em redução 

da expressão e síntese de MMPs e que é capaz de modular a resposta oxidativa e 

inflamatória168.  
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Além disso, a PA também apresenta um efeito bactericida169,170 atuando 

sinergisticamente com a redução da resposta inflamatória e modulação da atividade 

colagenolítica e também poderia acelerar o reparo da mucosite, cujo desenvolvimento 

e progressão está frequentemente associado às infecções secundárias, bacterianas 

e fúngicas68.  

Outro composto natural que está sendo investigado é a naringenina (NA). A NA 

é um polifenól da classe dos flavonoides, subclasse flavanona. As flavanonas são 

encontradas na alimentação humana em tomates e certas plantas aromáticas como a 

hortelã, mas estão presentes em altas concentrações apenas em frutas cítricas, sendo 

a hesperetina em laranjas, o eriodictiol em limões e a naringenina está mais presente 

nas uvas32. As flavanonas apresentam os mesmos efeitos benéficos à saúde dos 

polifenóis, tais como a ação antioxidante33,34 e efeito neuroprotetor por atravessar a 

barreira hematoencefálica e reduzir o estresse oxidativo e a inflamação através da 

inibição da ativação do fator nuclear NFkB171.  

E devido a suas diversas propriedades biológicas, a NA tem sido investigada 

como um possível tratamento para o novo coronavírus172. A atual pandemia do 

coronavírus é um dos maiores desafios da medicina e da saúde pública e o 

gerenciamento desses pacientes é sobrecarregado pela falta de medicamentos que 

dificultam a replicação do SARS-CoV-2 sem efeitos colaterais, principalmente nos 

estágios iniciais da infecção173. Tutunchi et al.172 (2020) realizaram uma revisão de 

literatura para avaliar os efeitos promissores e os possíveis mecanismos de ação da 

NA contra o novo coronavírus. Os autores sugeriram que a NA pode exercer efeitos 

terapêuticos nesta patologia através da inibição da principal protease envolvida e da 

redução da atividade dos receptores da enzima conversora de angiotensina, além de 

possuir ação anti-inflamatória e antiviral172. 

Adicionalmente, a NA pode atuar por outras vias contra o novo coronavírus. Em 

estudos anteriores174-176 foi demonstrado que durante o processo de infecção, a 

replicação do SARS-CoV-2 ocorre em compartimentos celulares específicos envoltos 

por membranas, ocultos da imunidade inata, e que eventos de fusão de membrana 

são de importância central para a replicação do vírus. E que o tráfico de vírions para 

os compartimentos lisossômicos e o processamento da proteína S por proteases 

lisossômicas são necessários para que ocorra a entrada produtiva. Sendo assim, ao 

inibir os canais de dois poros endolisossomais, que são criticamente importantes para 
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a entrada de SARS-CoV-2 nas células, pode ocorrer o bloqueio da via intracelular do 

vírus, limitando a replicação viral173.  

Clementi et al.173 (2021) demonstraram que a atividade dos canais de dois 

poros endolisossomais pode ser inibida pela NA, promovendo uma ação antiviral para 

o coronavírus. Além disso, por possuir atividade anti-inflamatória, a NA pode aumentar 

sinergicamente seu efeito antiviral in vivo, pois além de combater a infecção viral ela 

poderia controlar a liberação de citocinas que é tão presente na tempestade de 

citocinas ocasionada pelo novo corovavírus. Os autores sugerem que a NA pode estar 

envolvida em uma nova estratégia farmacológica anti-CoV, altamente promissora para 

profilaxia e como terapia eficiente e segura173. Apesar dos estudos demonstrando que 

a NA pode ser uma estratégia de tratamento promissora contra o coronavírus, no 

entanto, os efeitos benéficos da NA ainda precisam ser confirmados em ensaios 

clínicos172. Contudo, esses estudos recentes estão reforçando o potencial de 

utilização da NA como tratamento em diversas patologias. 

E além de seu poder antiviral, a NA apresenta atividade anti-inflamatória em 

diversas patologias38,177,178. Essa ação pode ocorrer pela capacidade da NA de 

suprimir a produção de citocinas inflamatórias através de mecanismos transcricionais 

e pós-transcricionais (regulando a função dos lisossomos), resultando na inibição da 

secreção de TNF-α e IL-6 por macrófagos e células T177,178. Sendo assim, estudos 

demonstraram que a naringenina apresenta efeitos protetores sobre a saúde como 

antioxidante33,34, anti-hiperglicêmico35, anticarcinogênico36 e antidepressivo37. 

A NA também demonstrou ser efetiva na regulação da atividade de MMPs39,40. 

E esse mecanismo de atuação foi observado em diversas patologias. No estudo de 

Kapoor et al.179 (2019) a NA inibiu a invasão de células endometriais, reduzindo a 

expressão de MMP-2 e MMP-9 em cultura primária in vitro179. Singh et al.180 (2020) 

avaliaram o impacto do tratamento com NA na neuropática diabética em ratos, 

considerando os mediadores envolvidos na etiopatogênese desta condição. E 

observaram que a NA foi capaz de modular a MMP-9180. Chen et al.181 (2019) 

avaliaram se a NA pode atuar na inibição da migração do glioblastoma para bexiga e 

pulmão via modulação das atividades de MMP-2 e/ou MMP-9. E eles verificaram que 

a MMP-2 e a MMP-9 foram reguladas negativamente após o tratamento181. E outros 

estudos verificaram que a NA pode reduzir a expressão de MMP-2182-184 e MMP-

9183,184. Porém no estudo de Hernández-Aquino et al.185 (2017), a administração de 

NA foi associada com atividade normal de MMP-2 e MMP-9 e foi sugerido que os 
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efeitos anti-inflamatórios, antinecróticos e antifibróticos da NA estão relacionados com 

a sua capacidade de prevenir a ativação do NF-κB185. Todavia, mais estudos são 

necessários para avaliar esta nova terapêutica e seu mecanismo de ação nas MMPs.  

E embora atualmente haja vários trabalhos relatando diversos efeitos da NA 

em diversas patologias, a maioria desses estudos são in vitro. A NA já foi aprovada 

para ser utilizada nos ensaios clínicos como um novo medicamento de primeira classe 

inclusive pela China Food and Drug Administration, devido à sua eficácia e baixa 

toxicidade. E a NA se demonstrou uma candidata promissora para as aplicações 

clínicas186. E já foi relatado que em humanos saudáveis, a ingestão de doses de 150 

a 900 mg de NA é segura em adultos saudáveis, e as concentrações séricas são 

proporcionais à dose administrada, sem toxicidade relevante e com efeito 

fisiológico187. 

Salehi et al.188 (2019) realizaram uma revisão de literatura sobre o potencial 

terapêutico da NA em ensaios clínicos. Os autores destacaram que ainda existem 

poucos estudos sobre o uso da NA como molécula terapêutica. Além disso, foi 

destacado que os poucos dados existentes devem ser urgentemente expandidos para 

melhor compreender o mecanismo de ação da NA em situações patológicas ou 

fisiológicas. E que o número escasso de estudos clínicos realizado até o momento 

compromete a sua exploração comercial188.  

Entretanto, esses compostos podem apresentar diferentes formulações, 

dependendo da fonte, condição de cultivo, clima e forma de extração41 e essas 

variações em sua composição podem dificultar a sua aplicação terapêutica. Desta 

forma, a seleção de um derivado bioativo sintético presente neste composto natural 

pode oferecer resultados mais representativos42.  

Assim, dada a importância da rápida resolução das lesões de mucosite para a 

qualidade de vida dos pacientes oncológicos ou ainda da inibição destes eventos, a 

avaliação de novas estratégias terapêuticas, utilizando substâncias sintéticas 

derivadas de compostos naturais poderá resultar em novas estratégias terapêuticas, 

sem prejuízo para o tratamento oncológico e afetando positivamente a qualidade de 

vida dos pacientes. Desta forma, a aplicação destes compostos sobre lesões de 

mucosite oral poderia reduzir a resposta inflamatória local, que poderia também 

resultar em diminuição da sintomatologia dolorosa, bem como a síntese e atividade 

de metaloproteinases, reduzindo a degradação tecidual e acelerando o processo de 

reparo.   
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

As etapas para a execução desta pesquisa estão descritas a seguir:  
 
4.1 Isolamento e Cultura de Fibroblastos Gengivais 
 

Cultura primária de fibroblastos gengivais humanos (HGF) foi obtida de uma 

amostra de tecido gengival de uma doadora voluntária saudável, de 24 anos de idade, 

do gênero feminino, que não era fumante, ausente de doença periodontal e de 

doenças sistêmicas e tampouco usuária de medicamentos que poderiam interferir nos 

resultados da pesquisa, como anti-convulsivantes e anti-hipertensivos. Estas 

informações foram obtidas através de cuidadosa anamnese e avaliação clínica.  

A coleta do tecido foi realizada durante procedimento de extração de terceiros 

molares inclusos159, a partir da aprovação do protocolo de pesquisa pelo Comitê de 

Ética em Pesquisas em Humanos (CEP) da Faculdade de Odontologia de Araraquara 

– UNESP (CAAE: 74823317.0.0000.5416; ANEXO A) e com prévio consentimento da 

paciente, por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE).  

O fragmento gengival removido foi colocado em tubo Falcon de 15 mL (TPP - 

Techno Plastic Products, Trasadingen, Suiça), previamente identificado, contendo 

meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Gibco, Carlsbad, CA, 

EUA) sem soro fetal bovino (SFB), contendo solução antibiótica/antimicótica (10.000 

unidades/mL de penicillina, 10.000 µg/mL de estreptomicina, e 25 µg/mL de 

Fungizone® - Gibco) e foi manipulado em ambiente estéril, dentro de uma capela de 

fluxo laminar vertical189.  

O tecido foi fragmentado com uma lâmina de bisturi esterilizada e os fragmentos 

foram colocados em uma placa de cultura de 6 compartimentos (TPP) com DMEM e 

as células foram isoladas por digestão enzimática (Figura 1). Para o isolamento dos 

HGF foi utilizada colagenase tipo I (Worthington Biochemial Corp, Lakewood, NJ, 

EUA) após filtragem, na concentração de 3 mg/mL em 3 mL de DMEM sem SFB, por 

24 horas em incubadora a 37 oC com 5% de CO2 (Isotemp Fisher Scientific, Pittsburgh, 

PA, EUA)13,154. 

Após este período, os fragmentos de tecido e células isoladas foram transferidos 

para um tubo falcon de 15 mL (TPP), centrifugados por 2 minutos (4.000 rpm, 
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Centrífuga Baby Fanem – Guarulhos, SP, Brasil) e o pellet celular formado foi re-

suspendido em DMEM (1 mL) contendo 10% de SFB e transferido para um frasco de 

cultura celular de 75 cm2 (TPP). 

 As culturas foram mantidas em incubadora até que as células atingissem 

confluência de 80%, com trocas de meio a cada 3 dias e o crescimento celular avaliado 

a cada 24 h. Após confluência, as células foram subcultivadas utilizando Tripsina 

0,25% (Gibco) e foram utilizadas células entre as passagens #3 e #7.  

 
Figura 1 - Imagens representativas de parte da obtenção da cultura primária de HGF 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Realização da filtragem da enzima colagenase tipo I para a execução do isolamento por 
digestão enzimática (Figura 1a). O tecido gengival removido foi fragmentado com uma lâmina 
de bisturi esterilizada (Figura 1b) e os fragmentos foram colocados em uma placa de cultura 
com DMEM (Figura 1c). HGF aderidos ao frasco de cultura após o período de incubação 
(microscópio de luz invertido – 10X) (Figura 1d). 
 
Fonte: Arquivo pessoal. 
 
4.2 Estudo 1  
 

Foi realizado um estudo preliminar para selecionar os parâmetros da FBM a 

serem aplicados sobre as células capazes de modular a resposta dos fibroblastos 

quanto à síntese da MMP-2 e a viabilidade celular. 

  
4.2.1 Delineamento experimental  
 

As células foram cultivadas em placas de 24 compartimentos (TPP), na 

densidade de 105 células por compartimento, em meio de cultura DMEM, 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) por 24 horas.  

(a) (b) (c) (d) 
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O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foi utilizado como controle positivo para 

indução da síntese de MMPs por HGF. Após 3 h da aplicação de solução de TNF-a 

(100 ng/mL) foi realizada a FBM. E após 3 h da aplicação da LBI o extrato foi coletado 

para análise da síntese de MMP-2 (Figura 2). Os períodos selecionados para a 

exposição e coleta dos resultados foram selecionados a partir de estudo prévio159. 

 
Figura 2 - Esquema representativo do delineamento experimental do estudo 1 

 
Fonte: Elaboração própria. 
 

A FBM com LBI foi realizada utilizando o dispositivo LaserTABLE (Figura 3).  

 
Figura 3 - Dispositivo LaserTABLE em vista lateral (a), superior (b) e frontal (c) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Arquivo pessoal. 
 

Essa ferramenta foi desenvolvida pelo Grupo de Óptica do Centro de Pesquisa 

em Óptica e Fotônica, do Instituto de Física de São Carlos, da Universidade de São 

Paulo, sob orientação do Prof. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato para padronização dos 

parâmetros de irradiação com LBI em estudos in vitro190. 

(c) (b) (a) 
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São utilizados 12 lasers de diodo do tipo InGaAsP (arseneto de índio gálio e 

fosfato) no comprimento de onda infravermelho de 780 nm, posicionados na 

LASERTable de maneira a irradiar homogeneamente e de maneira individual, um total 

de 12 dos 24 compartimentos da placa de cultura celular (TPP). Esta disposição dos 

diodos evita a sobreposição da irradiação para outros compartimentos190. 

Cada irradiação foi feita a uma distância padronizada das células em cultura 

(2,5 cm), sendo que lentes específicas direcionaram o feixe de luz de tal maneira a 

irradiar toda base de cada compartimento onde as células foram cultivadas. Assim, a 

área irradiada corresponde à área de cada compartimento da placa de 24 

compartimentos (2,0 cm2), o que permite reduzir o tempo gasto para irradiar as células 

por irradiar todo o poço da placa simultaneamente, além da garantia de padronização 

dos resultados190. 

Os parâmetros utilizados foram 780 nm, 0,025 W, variando o tempo para se 

obter densidades de energia diferentes (40 s para 0,5 J/cm2; 160 s para 2 J/cm2; 320 

s para 4 J/cm2) de acordo com a tabela 1.  

 
Tabela 1 - Parâmetros da FBM estabelecidos para o estudo 1 

 

 
Fonte: Elaboração própria. 
 

As terapias propostas foram executadas de acordo com os grupos 

experimentais (N=6 em duplicata) demonstrados na Tabela 2. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Potência 
(W) 

Comprimento 
de onda 

(nm) 

Densidade de 
Energia (DE) 

(J/cm2) 
Distância 

(cm) 
Área de 

Irradiação 
(cm2) 

Tempo de 
acordo com 

DE (s) 

0,025 780 - 2,5 2,0 - 
0,025 780 0,5 J/cm2 2,5 2,0 40 s 
0,025 780 2 J/cm2 2,5 2,0 160 s 
0,025 780 4 J/cm2 2,5 2,0 320 s 
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Tabela 2 - Definição dos grupos experimentais do estudo 1 
 

Grupos TNF LBI 
Controle negativo - - 
Controle positivo + - 
FBM 0,5 J/cm2 - + 
FBM 0,5 J/cm2 + TNF + + 
FBM 2 J/cm2 - + 
FBM 2 J/cm2 + TNF + + 
FBM 4 J/cm2 - + 
FBM 4 J/cm2 + TNF + + 

                                                  
Fonte: Elaboração própria. 
 
4.2.2 Avaliação da viabilidade celular (MTT)   
 

A análise da viabilidade celular foi realizada por meio do ensaio colorimétrico 

de metiltetrazolium (MTT) (Figura 4)153,191. Este método determina a atividade 

respiratória das células em cultura por meio da clivagem do sal de MTT (3-(4,5-

dimetiltriazol-2yl)-2,5 difenil brometo de tetrazolina – Sigma-Aldrich), pela enzima 

desidrogenase succínica. Esta clivagem, por sua vez, dá origem ao cristal de 

formazan. A quantidade de cristais de formazan determina a atividade respiratória das 

células, a qual corresponde à taxa de viabilidade celular. 

 
Figura 4 - Esquema representativo da análise da viabilidade celular realizada por meio do 

ensaio de MTT 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

Após 3 h da irradiação com o laser, o extrato foi separado e congelado para a 

realização do ELISA. E sobre os poços foi aplicada 500 μL de solução de MTT- 
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Metiltetrazolium (Sigma-Aldrich, EUA). As células imersas nesta solução foram 

incubadas por 4 horas a 37 °C. Durante esse período observou-se a formação dos 

cristais de formazan. Em seguida, o meio com a solução de MTT foi aspirado, e cada 

compartimento recebeu 500 μL de solução de isopropanol acidificado a 0,04 N para 

solubilizar os cristais formados, gerando uma solução homogênea. Em seguida 

alíquotas de 100 μL de cada compartimento foram removidas e colocadas em uma 

placa de 96 poços (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA). A viabilidade celular foi 

determinada por meio da avaliação da absorbância a 570 nm em espectrofotômetro 

(Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader – Biotek, EUA). E os valores foram 

expressos em porcentagem, considerando o grupo controle como 100%.  

 

4.2.3 Avaliação da síntese de MMP-2 
 

A avaliação da síntese de MMP-2 foi realizada por meio do imunoensaio ELISA 

(Enzyme linked Immunosorbent Assay), baseado em reação antígeno-anticorpo, a 

qual foi realizada seguindo as recomendações do fabricante (R&D Systems, EUA, 

Minneapolis MN, EUA). Após 3 h da aplicação da LBI o extrato foi coletado para 

análise da síntese de MMP-2.  

Em uma placa de 96 poços (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA) foi realizada a 

incubação do anticorpo primário por 8 horas e em temperatura ambiente. Decorrido 

este período, a placa foi submetida a lavagens, bloqueio com Albumina de soro bovino 

(BSA), seguido de incubação por 1 hora, adição das amostras e incubação por 2 

horas. Após este período, foi adicionado o anticorpo secundário, que tem por objetivo 

identificar a ligação da proteína alvo com o anticorpo primário específico para a 

proteína alvo. Em seguida, a reação foi detectada por meio de solução de 

estreptavidina/peroxidase e a expressão proteica foi determinada pela análise da 

absorbância das amostras a 450 nm, em espectrofotômetro (Synergy H1, Biotek) 

(Figura 5). A concentração de MMP-2 foi calculada através de uma curva padrão, 

contendo concentrações pré-determinadas da mesma. 
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Figura 5 - Esquema representativo do imunoensaio ELISA 

 
Fonte: Elaboração própria. 
 
4.3 Estudo 2  
 

Um segundo estudo foi realizado para avaliar o potencial sinérgico da FBM com 

LBI e da NA na modulação da síntese de mediadores inflamatórios por HGF, bem 

como sobre funções celulares relacionadas ao processo de reparo tecidual.  

 
4.3.1 Delineamento experimental  
 

As células foram cultivadas em placas de 24 compartimentos (TPP), na 

densidade de 105 células por compartimento, em meio de cultura DMEM, 

suplementado com 10% de SFB por 24 horas.  

Em seguida, foram expostas ao TNF-a (100 ng/mL), controle positivo para 

produção de MMPs e IL-6, por 3 h, seguido da aplicação da FBM com LBI e/ou 

aplicação da NA, na concentração de 10 μg/mL (Figura 6).  

Essa concentração de NA foi selecionada a partir de dados preliminares do 

grupo, que resultaram em citocompatibilidade e regulação da síntese de IL-6 e MMPs 

por HGF159, sendo que a NA utilizada foi sintética (95% naringenina, Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EUA, lote #BCBR3619). Por não ser facilmente dissolvida em meio de 

cultura, a NA foi inicialmente dissolvida em dimetilsulfóxido – DMSO (Sigma-Aldrich, 

lote #SHBB3758V). A partir da solução estoque de NA a 5% (massa/volume) ou 

50.000 μg/mL foi realizada uma diluição utilizando meio de cultura DMEM sem SFB 

para chegar na concentração de 0,001% (massa/volume) ou 10 μg/mL.  
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A aplicação da NA foi realizada antes da fotobiomodulação e a NA permaneceu 

em contato com as células até a realização dos testes. Após a realização destes 

tratamentos, foram executados os protocolos experimentais.  

 
Figura 6 - Esquema representativo do delineamento experimental do estudo 2 

 
Fonte: Elaboração própria. 
 

A FBM com LBI foi realizada utilizando o dispositivo LaserTABLE (Figura 3). Os 

parâmetros utilizados foram 780 nm, 25 mW, e a densidade de energia utilizada foi 4 

J/cm2 e 320 s, que foi definido no estudo 1.  

As terapias propostas foram executadas de acordo com os grupos 

experimentais (N=6, em duplicata) demonstrados na Tabela 3. 

 
Tabela 3 - Definição dos grupos experimentais do estudo 2 

 
Grupos TNF FBM NA 

Controle negativo - - - 
Controle positivo + - - 

FBM - + - 
FBM/TNF + + - 

NA - - + 
NA/TNF + - + 
FBM/NA - + + 

FBM/NA/TNF + + + 
                                               
Fonte: Elaboração própria. 
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4.3.2 Avaliação da proliferação celular  
 

Após 24 horas dos diferentes tratamentos, uma solução de 10% de PrestoBlue 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) em DMEM livre de SFB foi adicionada 

sobre as células seguido de incubação por 1 h 37°C e 5% de CO2. Após a formação 

do indicador fluorimétrico, alíquotas de 100 μL de cada poço foram removidas e 

colocadas em uma placa com 96 poços (TPP). Foi realizada a determinação da 

intensidade de fluorescência da solução, por meio de fluorímetro (Synergy H1 Hybrid 

Multi-mode Microplate Reader, Biotek, EUA), nos comprimentos de onda de 560/590 

nm (Figura 7). E os valores foram expressos em porcentagem, considerando o grupo 

controle como 100%.  

 
Figura 7 - Esquema representativo da análise da proliferação celular realizada por meio do 

ensaio de PrestoBlue 
 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

E o ensaio de PrestoBlue avalia a proliferação celular por meio da conversão 

do reagente resazurina em resorufina, que resulta em uma mudança de cor 

pronunciada, diretamente proporcional ao metabolismo mitocondrial. 

 

4.3.3 Avaliação da migração celular 
 

A migração celular foi determinada por meio do ensaio de cicatrização in vitro, 

que consiste na avaliação do repovoamento de uma ferida criada sobre as células 

cultivadas. 
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Após o cultivo celular, foi confeccionada uma “ferida” na área central do 

compartimento, utilizando uma ponteira de 5 mL. Em seguida, foram aplicados os 

tratamentos propostos para cada grupo experimental. Para avaliação da migração, 

após 21 h, as amostras foram fixadas em etanol 70% por 1 hora e coradas com violeta 

cristal, 0,1% por 15 min. Foram realizadas fotomicrografias em lupa estereoscópica 

(50x) (Olympus BX51, Miami, FL, EUA) equipada com câmera (Olympus C5060, 

Miami, FL, EUA) (Figura 8), seguidas de mensuração dessas imagens (Figura 9) 

através do Software Image J (Wayne Rasband, National Institute of Mental Health, 

NIH, Bethesda, MD, EUA) e tabulação dos resultados. A migração foi determinada por 

meio da análise da área da ferida, que foi menor para aqueles grupos que 

apresentaram maior migração central, em comparação com o grupo controle negativo.  

 
Figura 8 - Esquema representativo da análise da migração celular realizada por meio do 

ensaio de cicatrização in vitro 

 
Fonte: Elaboração própria. 
 

Figura 9 - Mensuração da área da ferida 

 
Fonte: Elaboração própria. 
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4.3.4 Avaliação da síntese de MMP-2, IL-6 e TIMP-1  
 

A avaliação da síntese de MMP-2, IL-6 e TIMP-1 foi realizada por meio de 

imunoensaio ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay), baseado em reação 

antígeno-anticorpo, seguindo as recomendações do fabricante (R&D Systems, EUA, 

Minneapolis MN, EUA) (Figura 5). 

Após os diferentes tratamentos, a síntese de MMP-2 e IL-6 foi avaliada 

respectivamente após 6, 12 horas da exposição ao TNF-a e a síntese de TIMP-1, após 

24 horas da exposição ao TNF-a. Estes períodos de avaliação foram definidos com 

base em estudo anterior97,192. 

 
4.3.5 Análise da atividade gelatinolítica (zimografia in situ) 
 

A técnica de zimografia in situ foi realizada utilizando o kit EnzCheck® 

gelatinase/colagenase Assay Kit (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). Esse 

protocolo envolve a dissolução de uma matriz gelatinosa por enzimas produzidas 

pelas células semeadas. Após os tratamentos experimentais, um substrato gelatinoso 

foi aplicado em cada amostra e a enzima protease presente nas amostras realiza a 

hidrólise da gelatina, promovendo a liberação da fluoresceína, um corante 

fluorescente verde, que é detectada por um microscópio de fluorescência193.  

Para este experimento, as células foram semeadas sobre lamínulas, 

descontaminadas em álcool 70% por 24 h (Figura 10), que foram posicionadas 

individualmente dentro de cada poço da placa de 24 compartimentos (TPP). Após 21 

h da realização dos tratamentos propostos para cada grupo experimental, o protocolo 

de zimografia in situ foi realizado.  

O substrato gelatinoso (EnzChek) foi diluído em tampão de diluição 1:8 (NaCl 

150 nM, CaCl2 5 mM, Tris-HCl 50 nM, pH 8). A solução de gelatina foi preparada por 

meio da mistura de 10 μL da solução estoque de gelatina, 80 μL de tampão de diluição 

e 10 μL de anti-fade.  

Em seguida, 100 μL da solução gelatinosa contendo fluoresceína foram 

aplicados sobre as células previamente cultivadas e expostas aos tratamentos 

propostos, que foram armazenados em estufa a 37 oC em 100% de umidade, na 

ausência de luz.  
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Após o período de 1 hora, as amostras foram marcadas com um intercalante 

de DNA (Hoechst - Invitrogen) para identificação nuclear. Para essa marcação, a 

sonda fluorescente foi preparada na concentração de 1:5000 em PBS 1X e então 

adicionada às amostras. 

Em seguida, as amostras foram avaliadas em microscópio de fluorescência 

(498 nm e 530 nm) (Leica DM6000, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e 

fotomicrografias de cada amostra foram obtidas e analisadas para possibilitar a 

determinação da degradação da gelatina, ao promover a liberação de fluoresceína e 

indicando a atividade de enzimas gelatinolíticas/colagenolíticas. 

 
Figura 10 - Esquema representativo da análise atividade gelatinolítica realizada por meio da 

técnica de zimografia in situ 

 
Fonte: Elaboração própria. 
 

4.4 Análise dos Dados 
 

Os dados foram submetidos a análise de normalidade e homocedasticidade 

(Shapiro-Wilk; Levene) para seleção dos testes estatísticos adequados. Sendo 

observada distribuição normal e homocedasticidade, estes foram analisados por meio 

de testes paramétricos ANOVA (Análise de variância) a um critério fixo 

complementado por Tukey. Os resultados da atividade gelatinolítica foram avaliados 

qualitativamente e apresentados de forma descritiva. Todas as inferências estatísticas 

foram feitas considerando nível de significância de 5%.  
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5 RESULTADOS  
 
 Nesta sessão encontram-se os resultados obtidos nesta pesquisa.  
 
5.1 Estudo 1 
 

 Os resultados do estudo 1 que objetivou determinar a dose da FBM com LBI 

necessária para modular a síntese de MMP-2 estão dispostos a seguir: 

 
5.1.1 Avaliação da viabilidade celular (MTT)  
 

Os resultados obtidos a partir da avaliação da viabilidade celular dos HGF 

submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de MTT, estão apresentados 

na Figura 11. 

 
Figura 11 - Viabilidade dos HGF expostos ao TNF-α, associado ou não a FBM, em diferentes 

doses de energia 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Grupos identificados com símbolos distintos são estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 
 

De acordo com os resultados obtidos, a exposição dos HFG ao TNF-α não 

afetou a viabilidade destas células em cultura (p>0,05). A terapia com FBM 0,5 J/cm2 

associada ou não ao TNF-α e com FBM 2 J/cm2 associada ao TNF-α não afetou a 

viabilidade celular (p>0,05). Já a terapia com FBM 2 J/cm2 aumentou a viabilidade dos 
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HFG em relação ao controle negativo (p<0,05). A terapia com FBM 4 J/cm2 aumentou 

significativamente a viabilidade dos HFG na presença ou ausência de TNF-α em 

relação ao controle negativo (p<0,05). 
 

5.1.2 Análise da síntese de MMP-2 
 

Os resultados obtidos a partir da análise da síntese de MMP-2 dos HGF 

submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de ELISA, estão 

apresentados na Figura 12. 

 

Figura 12 - Síntese de MMP-2 por HGF expostos ao TNF-α, associado ou não a FBM, 
em diferentes doses de energia 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Grupos identificados com símbolos distintos são estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 
 

De acordo com os resultados obtidos, a exposição dos HGF ao TNF-α 

promoveu aumento significativo da síntese de MMP-2 em relação ao controle negativo 

(p<0,05). Os grupos tratados com FBM 0,5 J/cm2 associada ou não ao TNF-α 

apresentaram síntese de MMP-2 estatisticamente semelhante ao controle negativo 

(p>0,05). Os grupos tratados com FBM 2 J/cm2 e 4 J/cm2 associada ou não ao TNF-α 
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apresentaram diminuição significativa da síntese de MMP-2 em relação ao controle 

negativo (p<0,05). 

Sendo assim, após a realização do estudo 1, a densidade de 4 J/cm2 foi 

selecionada para avaliação do seu potencial de modulação da resposta das células 

da mucosa oral, associada ou não a naringenina. 

 

5.2 Estudo 2  
 

Os resultados do estudo 2 que objetivou avaliar o potencial sinérgico da FBM 

com LBI e da NA na modulação da síntese e atividade de MMPS por HGF, bem como 

sobre funções celulares relacionadas ao processo de reparo tecidual estão dispostos 

a seguir: 

 
5.2.1 Análise da proliferação celular  
 

Os resultados obtidos a partir da análise da proliferação celular dos HGF 

submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de PrestoBlue, estão 

apresentados na Figura 13. 

 
Figura 13 - Proliferação celular de HGF expostos ou não ao TNF-α, associado ou não a FBM 

(4 J/cm2) e NA 

 
Grupos identificados com símbolos distintos são estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 
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De acordo com os resultados obtidos, a exposição dos HFG ao TNF-α reduziu 

significativamente a proliferação destas células em cultura (p<0,05). A terapia com 

FBM não afetou a proliferação celular (p>0,05) e o uso isolado da NA também não 

influenciou a proliferação celular (p>0,05). A combinação de FBM+NA aumentou a 

proliferação dos HFG na presença ou ausência de TNF-α (p<0,05). 

 

5.2.2 Análise da migração celular  
 

Os resultados obtidos a partir da análise quantitativa da migração celular dos 

HGF submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de cicatrização in vitro, 

estão apresentados na Figura 14. 

 
Figura 14 - Análise quantitativa da migração celular de HGF expostos ou não ao TNF-α, 

associado ou não a FBM (4 J/cm2) e NA 
 

 
 

Grupos identificados com símbolos distintos são estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 
 

De acordo com os resultados obtidos, as células expostas ao TNF-α e à NA de 

forma isolada ou associada apresentaram área da ferida estatisticamente semelhante 

ao controle negativo (p>0,05), portanto, esses tratamentos não afetaram a migração 

destas células em cultura. A FBM e a associação da FBM+NA ambas na ausência ou 
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na presença de TNF-α promoveram aumento da migração dos HFG, pois promoveram 

diminuição significativa da área da ferida em relação ao controle negativo (p<0,05), 

porém a FBM+NA com ou sem TNF-α promoveu um resultado mais efetivo. 

Os resultados obtidos a partir da análise qualitativa da migração celular dos 

HGF submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de cicatrização in vitro, 

estão apresentados na Figura 15. E as imagens corroboram os dados quantitativos 

obtidos. 

 
Figura 15 - Análise qualitativa da migração celular de HGF expostos ou não ao TNF-α, 

associado ou não a FBM (4 J/cm2) e NA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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5.2.3 Análise da síntese de MMP-2 
 

Os resultados obtidos a partir da análise da síntese de MMP-2 dos HGF 

submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de ELISA, estão 

apresentados na Figura 16. 
 
Figura 16 - Síntese de MMP-2 por HGF expostos ou não ao TNF- α, associado ou não a FBM 

(4 J/cm2) e NA 

 
Grupos identificados com símbolos distintos são estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 
 

De acordo com os resultados obtidos, o tratamento com TNF-α aumentou 

significativamente a síntese de MMP-2 isoladamente ou na presença da terapia com 

FBM (p<0,05). A terapia com FBM ou NA promoveu síntese de MMP-2 similar ao 

controle negativo (p>0,05). E a associação de FBM+NA na presença ou ausência de 

TNF-α promoveu síntese de MMP-2 também similar ao controle negativo (p>0,05). 
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5.2.4 Análise da síntese de IL-6 
 

Os resultados obtidos a partir da análise da síntese de IL-6 dos HGF 

submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de ELISA, estão 

apresentados na Figura 17. 

 
Figura 17 - Síntese de IL-6 por HGF expostos ou não ao TNF-α, associado ou não a FBM  

(4 J/cm2) e NA 

 
Grupos identificados com símbolos distintos são estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 
 

De acordo com os resultados obtidos, o tratamento com TNF-α aumentou 

significativamente a síntese de IL-6 em relação ao controle negativo (p<0,05). A 

terapia com NA promoveu redução significativa da síntese de IL-6 em relação ao 

controle negativo (p<0,05). Os grupos tratados com FBM e NA+FBM apresentaram 

síntese de IL-6 estatisticamente semelhante ao controle negativo (p>0,05). Os grupos 

tratados com NA, FBM e NA+FBM na presença ou ausência de TNF-α apresentaram 

redução significativa da síntese de IL-6 em relação ao controle positivo (TNF-α) 

(p>0,05). 
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5.2.5 Análise da síntese de TIMP-1 
 

Os resultados obtidos a partir da análise da síntese de TIMP-1 dos HGF 

submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de ELISA, estão 

apresentados na Figura 18. 

 
Figura 18 - Síntese de TIMP-1 por HGF expostos ou não ao TNF-α, associado ou não a FBM 

(4 J/cm2) e NA  

 
Grupos identificados com símbolos distintos são estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05). 
Fonte: Elaboração própria. 
 

De acordo com os resultados obtidos, o tratamento com TNF-α reduziu a 

síntese de TIMP-1 em relação ao controle negativo (p<0,05). Os grupos tratados com 

NA, NA+FBM e TNF+NA+FBM apresentaram síntese de TIMP-1 estatisticamente 

semelhante ao controle negativo (p>0,05). As terapias com NA+TNF, FBM e 

FBM+TNF promoveram redução da síntese de TIMP-1 em relação ao controle 

negativo (p<0,05).  
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5.2.6 Análise da atividade gelatinolítica  
 

Os resultados obtidos a partir da análise da atividade gelatinolítica dos HGF 

submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de zimografia in situ, estão 

apresentados na Figura 19 em aumento de 10X e na Figura 20 em aumento de 20X. 

 
Figura 19 - Atividade gelatinolítica dos HGF em aumento de 10X 

 

 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 20 - Atividade gelatinolítica dos HGF em aumento de 20X 

 

 
Fonte: Elaboração própria. 
 

De acordo com os resultados obtidos, o tratamento com TNF-α promoveu a 

maior intensidade de fluorescência entre todos os grupos, indicando maior atividade 

de enzimas gelatinolíticas produzidas pelos HGF.  

A FBM ou NA isolada ou associada (FBM+NA) na presença ou ausência de 

TNF-α, promoveu menor intensidade de fluorescência, indicando modulação da 

atividade gelatinolítica induzida por essas terapias.  
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6 DISCUSSÃO 

 
A mucosite oral é uma das principais complicações agudas da quimioterapia ou 

da radioterapia de cabeça e pescoço, cuja incidência e severidade podem resultar em 

interrupções e atrasos no tratamento oncológico, impactando a qualidade de vida e 

sobrevida destes pacientes1-3,5,6. Apesar dos protocolos atualmente propostos, o 

tratamento desta condição ainda não está bem estabelecido, sendo fundamental a 

avaliação de novas estratégias terapêuticas que acelerem o processo de reparo dos 

tecidos orais.  

Um grande número de estudos já comprovou os efeitos positivos da FBM com 

laser de baixa intensidade na proliferação e migração celulares, bem como na 

modulação negativa de mediadores inflamatórios relacionados à etiopatogenese da 

mucosite oral136,142,144,146-152,154,158-160. Estes efeitos também foram demonstrados em 

estudos em modelo animal e clínicos136-140. Visando apresentar novas propostas 

terapêuticas, que possam auxiliar no reparo dos tecidos orais, os bioflavonóides têm 

apresentado efeitos positivos na proliferação de células da mucosa oral, bem como 

na modulação de mediadores inflamatórios e MMPs38-40,171,177-184. 

 A partir destes achados, este estudo avaliou o potencial sinérgico da FBM com 

LBI e da naringenina na modulação da síntese e atividade mediadores inflamatórios 

por HGF, bem como sobre funções celulares relacionadas ao processo de reparo 

tecidual. A hipótese de que a associação dessas terapias na presença de TNF-α pode 

favorecer a aceleração do reparo tecidual foi aceita.  

Considerando que diversos autores já evidenciaram os efeitos da FBM e outros 

protocolos propostos para o tratamento e controle das lesões de mucosite oral, este 

projeto visou evidenciar a regulação das terapias propostas sobre a síntese de 

metaloproteinases da matriz, sendo que o aumento da concentração local de MMPs 

já foi relatado em lesões de mucosite oral14-16 e também está diretamente relacionado 

à manutenção da fase inflamatória e ao atraso do processo de reparo 

tecidual9,10,17,18,71-74.  

Os resultados do primeiro estudo, cujo objetivo foi determinado em selecionar 

uma densidade de energia de FBM que fosse capaz de modular a síntese de MMP-2, 

demonstrou que a FBM, na densidade de energia de 4 J/cm2, associada ou não ao 

TNF-α, foi efetiva nesta modulação (Figura 12). A aplicação da FBM sobre os 

fibroblastos nesta densidade também resultou em aumento significativo da viabilidade 
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celular (Figura 11). O aumento da viabilidade de fibroblastos gengivais pela FBM já foi 

demonstrado nos estudos de Basso et al.25 em 2016, Pansani et al.158 em 2018 e Rech 

et al.160 em 2021. Sendo esta uma resposta importante a ser avaliada quando se 

almeja a biomodulação tecidual158. Assim, este parâmetro foi selecionado para as 

análises subsequentes. 

O processo de reparo tecidual é composto por fases distintas, iniciadas a partir 

da injúria tecidual, que são descritas como fases de hemostasia, inflamatória, de 

proliferação e migração celular e remodelação tecidual91,93. Portanto, ao considerar o 

estímulo do reparo das lesões de mucosite oral, além da importância da modulação 

da resposta inflamatória, também é necessário avaliar as funções de proliferação e 

migração celular, pois eventos que resultem na reativação da fase inflamatória, como 

ocorre nas lesões de mucosite, podem reduzir a capacidade proliferativa e migratória, 

contribuindo também com o atraso do reparo tecidual89,93. Por outro lado, terapias que 

associem a modulação negativa da fase inflamatória e a estimulação da proliferação 

e migração celular podem acelerar a cicatrização tecidual90.  

Neste trabalho, a análise da proliferação celular dos HGF submetidos ao 

protocolo experimental, através do ensaio de PrestoBlue, demonstrou que a 

combinação de FBM+NA aumentou a proliferação dos HFG na presença ou ausência 

de TNF-α (p<0,05). A avaliação da migração destas células após os tratamentos de 

associação propostos, também evidenciou um aumento da migração dos HGF na 

ausência ou na presença de TNF-α, pois promoveram diminuição significativa da área 

da ferida em relação ao controle negativo (p<0,05).  

Estudos anteriores demonstraram que a FBM pode estimular a 

migração136,153,156 e a proliferação de fibroblastos gengivais25,26,134,136,142,144,146-148,158 e 

também a proliferação celular e a expressão gênica de queratinócitos157. Os efeitos 

positivos da naringenina e outros bioflavonóides sobre a migração e a proliferação 

celular também já foram apresentados179,181. 

O desenvolvimento e a severidade da mucosite oral também está relacionada 

com o aumento da expressão de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-a, IL-1β, IL-8 

e IL-610,11,14,75,82. Dentre elas, a IL-6 atua como mediador essencial na patogênese da 

mucosite oral9,10,26,71,74, criando um feedback positivo sobre a reação inflamatória local 

e exacerbando o desequilíbrio da matriz extracelular, causando destruição tecidual na 

evolução da mucosite oral74 e podendo atrasar o reparo das lesões26. Porém, assim 
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como o TNF-α, seu envolvimento completo na patogênese ainda permanece 

desconhecido10,88.  

Estudos anteriores demonstraram que a FBM promoveu um efeito 

biomodulador benéfico sobre a expressão de citocinas inflamatórias relacionadas à 

mucosite oral por fibroblastos gengivais humanos, inclusive na redução da expressão 

de IL-613,154,159. Além disso, os efeitos da naringenina na modulação de citocinas 

inflamatórias também já foi demonstrado, resultando na inibição da secreção de TNF-

α e IL-6177,178. A análise da síntese de IL-6 deste estudo foi realizada através do ensaio 

de ELISA. De acordo com os resultados obtidos, foi possível observar a redução 

significativa da síntese de IL-6 em relação ao controle positivo ao realizar a associação 

das terapias, na presença ou ausência de TNF-α (Figura 17). 

As MMPs desempenham um papel fundamental na fisiologia normal do tecido 

conjuntivo durante o desenvolvimento, morfogênese e cicatrização de feridas, mas 

sua atividade desregulada tem sido implicada em vários processos 

patológicos9,10,18,71,72. Essa atuação ocorre pela degradação do colágeno, acelerando 

a desorganização tecidual local, além disso, possuem uma função essencial na 

ativação de mediadores inflamatórios, vias de sinalização e no recrutamento de 

diferentes células inflamatórias74,75. A superexpressão de MMPs na cavidade oral, 

desencadeada por mediadores inflamatórios da mucosite oral, pode acelerar a 

desorganização tecidual, resultando em dano tecidual74. Neste contexto, a MMP-2 é 

umas das principais MMPs associadas a mucosite oral na cavidade oral, tendo um 

papel importante no reparo tecidual14-16,74.  

Alguns estudos vêm demonstrando que em algumas patologias, a FBM com 

LBI pode atuar na modulação de MMP-2, podendo colaborar com a remodelação 

tecidual, facilitando o reparo149-152. De forma semelhante, a naringenina também 

demonstrou ser efetiva na regulação da atividade de MMPs39,40, reduzindo a 

expressão de MMP-2 em diversas patologias179,181-184. Porém, no estudo de 

Hernández-Aquino et al.185 (2017), a administração de NA foi associada com atividade 

normal de MMP-2 e foi sugerido que os efeitos anti-inflamatórios, antinecróticos e 

antifibróticos da NA estão relacionados com a sua capacidade de prevenir a ativação 

do NF-κB185. Todavia, mais estudos são necessários para avaliar esta nova 

terapêutica e seu mecanismo de ação nas MMPs.  

Em nosso estudo realizamos a avaliação da síntese de MMP-2 por meio do 

imunoensaio ELISA. No primeiro estudo, observamos que nos grupos tratados com 
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LBI em 2 J/cm2 e 4 J/cm2 associada ou não ao TNF-α ocorreu uma diminuição 

significativa da síntese de MMP-2 em relação ao controle negativo (p<0,05). No 

segundo estudo, observamos que o grupo submetido à associação de FBM+NA na 

presença ou ausência de TNF-α apresentou síntese de MMP-2 similar ao controle 

negativo (p>0,05).  

 Considerando que as MMPs são produzidas geralmente em formas latentes, é 

importante determinar também a taxa de atividade dessas enzimas194. Essa avaliação 

pode ser realizada através do ensaio de zimografia in situ, que possibilita a 

determinação da degradação do substrato de gelatina, ao promover a liberação de 

fluoresceína, e indicando a atividade de enzimas gelatinolíticas193,194. Neste trabalho, 

observamos que o tratamento com TNF-α promoveu a maior intensidade de 

fluorescência entre todos os grupos, indicando maior atividade de enzimas 

gelatinolíticas produzidas pelos HGF. Além disso, a FBM ou NA isoladas ou 

associadas (FBM+NA), na presença de TNF-α, promoveram menor intensidade de 

fluorescência, indicando modulação da atividade gelatinolítica induzida por essas 

terapias (Figuras 19 e 20).  

As TIMPs atuam na regulação da atividade das MMPs18, por meio de inibição 

direta do sítio ativo ou ainda por meio de controle pós-transcricional, controlando a 

extensão da remodelação da matriz extracelular73,76,78-80. Em 2010, Al-Dasooqi e 

colaboradores14 demonstraram o potencial das MMPs e TIMPs no desenvolvimento 

da mucosite do trato gastrointestinal, demonstrando uma perda do equilíbrio na 

síntese destas proteínas. Além disso, os autores verificaram que alterações na 

expressão de MMPs e TIMPs estavam correlacionadas com as alterações 

histopatológicas observadas14. No entanto, a compreensão das TIMPs ainda é 

superficial em muitos aspectos e novas informações são necessárias18. Neste estudo, 

foi realizado a análise da síntese de TIMP-1 por HGF por meio do ensaio ELISA. De 

acordo com os resultados obtidos, a associação de FBM+NA, na presença ou 

ausência de TNF-α, demonstrou síntese de TIMP-1 estatisticamente semelhante ao 

controle negativo (p>0,05), enquanto os grupos NA+TNF, FBM e FBM+TNF 

apresentaram redução da síntese de TIMP-1 em relação ao controle negativo 

(p<0,05).  

Esta regulação pode estar associada à ativação de vias de sinalização 

intracelulares, como a via do Fator nuclear Kappa B (NFkB), que é responsável pela 

transcrição de diversos genes relacionados a proliferação e sobrevivência 
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celular9,10,71,72. Esta via de sinalização também está relacionada a expressão de MMPs 

e de outros mediadores inflamatórios como IL-1, IL-6 e TNF-α195-197. 

Em relação a execução desta investigação, um aspecto positivo é a utilização 

da LASERTable durante os protocolos de FBM, que proporciona uma padronização 

da irradiação da FBM com LBI. A configuração do equipamento, além de evitar a 

sobreposição da irradiação para os outros compartimentos, padroniza a distância de 

irradiação e permite a irradiação simultânea e homogênea de toda base de cada 

compartimento onde as células foram cultivadas, além de reduzir o tempo gasto para 

irradiar as células, resultando em garantia de padronização dos resultados de FBM190. 

Outro fator a ser considerado é que os polifenóis naturais podem apresentar diferentes 

formulações, dependendo da fonte, condição de cultivo, clima e forma de extração41 

e essas variações em sua composição podem dificultar a sua aplicação terapêutica42. 

Visando reduzir este viés, para o presente estudo foi utilizada a NA sintética, que pode 

oferecer resultados mais representativos e de maior reprodutibilidade42. 

Entretanto, ao considerar os resultados obtidos é importante levar em conta as 

limitações do presente estudo, por se tratar de uma investigação realizada utilizando 

um modelo in vitro de cultura de células em monocamada. Os modelos in vivo são 

mais preditivos para estudar a cicatrização, permitindo uma representação mais 

realista198. Porém, os estudos pré-clinicos em cultura de células, apesar de 

apresentarem menor representatividade, são essenciais para a avaliação da 

efetividade de diferentes parâmetros e contribuem com resultados preliminares para 

investigações posteriores. E apesar de que os dados dos estudos in vitro não poderem 

serem extrapolados diretamente para as situações clínicas199, é possível com o 

modelo in vitro isolar respostas celulares específicas a diferentes estímulos, levando 

a uma melhor compreensão de como várias condições influenciaram diferentes 

resultados97. Além disso, considerando os modelos de estudo in vitro, a cultura de 

células 2D representa a metodologia de cultivo mais empregada ainda atualmente, 

desempenhando um papel vital nas pesquisas; no entanto, possuem algumas 

limitações200, como menor representatividade morfológica e fenotípica, quando 

comparada aos modelos de cultura de células tridimensionais200,201.  

Dessa forma, os dados apresentados demonstram que a associação entre a 

FBM+NA pode potencializar os efeitos observados para estas terapias isoladas (efeito 

sinérgico) na modulação de diversas funções celulares, que podem resultar na 

aceleração do reparo tecidual e parece ser uma proposta promissora para o 
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tratamento da MO. Contudo, estudos futuros em modelo de cultura 3D e animais 

podem contribuir ainda mais para a elucidação dos efeitos das terapias com FBM e 

NA na regulação de eventos celulares e moleculares envolvidos no processo de 

patogênese da MO.  
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7 CONCLUSÃO  
 

A fotobiomodulação com laser de baixa intensidade (4 J/cm2, 780 nm, 0,025 W) 

associado a naringenina apresenta um potencial sinérgico in vitro resultando em 

aumento da proliferação e migração celular dos fibroblastos gengivais humanos e 

menores níveis de síntese de MMP-2 e IL-6, sem alterar a síntese de TIMP-1. E a 

associação dessas terapias na presença de TNF-α indicou a modulação da atividade 

gelatinolítica, favorecendo estas funções celulares que estão relacionadas a 

aceleração do reparo tecidual. 
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pesquisa in vitro é avaliar comparativamente os efeitos da proantocianidina (PA) extraída de sementes de
uva e da LBI como agentes antioxidantes e moduladores da síntese de citocinas inflamatórias e de MMPs.
Serão utilizadas células da mucosa oral obtidas de 1 indivíduo jovem e saudável, por meio de dissociação
enzimática. Na primeira etapa do projeto, estas células serão cultivadas em meio de cultura completo por 24
horas, seguido da aplicação dos quimioterápicos e citocinas inflamatórias. Após os períodos de 3, 6, 12 e 24
horas serão avaliadas a expressão e síntese de citocinas e MMPs por meio de PCR em Tempo Real e
ELISA, respectivamente. Na segunda etapa serão avaliadas a cito e genotoxicidade das soluções contendo
PA sobre as células da mucosa oral, por meio do ensaio de MTT e Cometa, respectivamente. Após a
seleção das concentrações não cito/genotóxicas, estas serão avaliadas quanto a sua atividade anti-
oxidante, antiinflamatória e inibitória sobre MMPs, por meio da detecção de espécies reativas de oxigênio,
PCR e ELISA. Os dados serão avaliados estatisticamente por meio de testes paramétricos ou não-
paramétricos, selecionados a partir da análise da distribuição normal destes dados. Após esta primeira
etapa, os fibroblastos serão submetidos a uma associação das terapias com PA e também com a
naringenina (NA), um inibidor de MMPs de origem sintética, e à LBI, para determinar os efeitos sinérgicos
destas terapias. Para tanto, as mesmas células isoladas para o objetivo primário serão cultivadas em placas
de 24 compartimentos e submetidas ao estimulo com TNF-alfa. A seguir, serão aplicadas as soluções de NA
e PA, seguido da aplicação da LBI. Após 24 horas, serão determinadas a síntese e atividade de MMPs.”
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 Avaliar a participação das metaloproteinases no desenvolvimento e gravidade da mucosite oral, utilizando
para isto modelos de estudo in vitro. Determinar o efeito da proantocianidina (PA) e da naringenina (NA) e
também da laserterapia de baixa intensidade (LBI) como reguladores da resposta inflamatória de células da
mucosa oral, e como inibidores da atividade de metaloproteinases diretamente envolvidas no
desenvolvimento das lesões de mucosite oral. Avaliar o potencial sinérgico da aplicação da LBI e da
naringenina na modulação da síntese e atividade de metaloproteinases da matriz por fibroblastos gengivais,
bem como sobre funções celulares relacionadas ao processo de reparo tecidual.
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 Subprojeto 1. Estabelecimento de modelo in vitro para avaliação do efeito de quimioterápicos e citocinas
inflamatórias sobre a expressão, síntese e atividade de metaloproteinases por fibroblastos de gengiva e
queratinócitos orais; Avaliar, in vitro, a citotoxicidade e genotoxicidade
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de diferentes concentrações de PA sobre fibroblastos de gengiva e queratinócitos orais; Analisar
comparativamente o efeito da PA em concentrações não citotóxicas e não genotóxicas, e da LBI em
parâmetros específicos, como agentes antioxidantes, moduladores da resposta inflamatória e inibidores da
expressão, síntese e atividade de MMPs.
Subprojeto 2.Determinar o efeito da combinação das terapias, LBI e naringenina, na viabilidade de
fibroblastos gengivais, por meio do ensaio alamarBlue;Determinar o efeito da combinação da LBI e
naringenina na migração de fibroblastos gengivais, por meio do ensaio de cicatrização in vitro (wound
healing);Determinar o efeito da combinação da LBI e naringenina na síntese de MMP-2 por fibroblastos
gengivais, por meio de imunoensaio ELISA;Determinar o efeito da combinação da LBI e naringenina na
atividade gelatinolítica de fibroblastos gengivais, por meio de zimografia in situ.

Riscos:
 Os riscos da coleta do tecido gengival serão os mesmos aos que o paciente será submetido durante o
procedimento de exodontia, ou seja, não haverão riscos adicionais. Todos os procedimentos para coleta e
isolamento das células, bem como para os protocolos experimentais serão realizados de acordo com o
Protocolo de Biossegurança da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP. Os quimioterápicos
serão manipulados por operador experiente, equipado com todos os equipamentos de proteção individual,
em capela de fluxo laminar.
Benefícios:
A partir deste estudo, será possível desenvolver formulações de proantocianidina para testes in vivo e
clínico, com o objetivo de reduzir a o desenvolvimento e a gravidade das lesões de mucosite oral.
Até o momento, não houve fatores que interferiram negativamente na execução do projeto e, o
desenvolvimento do projeto não resultou em quaisquer danos para o participante.

Avaliação dos Riscos e Benefícios:

Estudo nacional, unicentrico, de caráter acadêmico a ser realizado para obtenção de título de Doutor.
Patrocinador: Financiamento Próprio
Número de participantes incluídos no Brasil: 01.
Não houve armazenamento de amostras em banco de material biológico no Brasil.
Estudo já iniciou e tem previsão de encerramento em 31/03/2023.
Não houve uso de fontes secundárias de dados (prontuários, dados demográficos, etc)
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prévia de exodontia de terceiros molares.
- Justificativa da emenda: inclusão de membro de equipe, que por um equívoco não foi incluído
anteriormente.

Foram apresentados os seguintes documentos: PB Informações Básicas, Relatório Parcial com solicitação
de Emenda.

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:

Vide campo Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações
Recomendações:

Sugere-se a aprovação da emenda acompanhada de relatório parcial.
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:

Emenda APROVADA em reunião de 10 de junho de 2022.
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