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Miotto LN. Avaliagédo do efeito combinado da fotobiomodulagéo 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 complicagdes agudas da quimioterapia ou
da radioterapia de cabeca e pesco¢o podendo ocasionar interrupgdes e atrasos no
tratamento oncoldgico impactando a qualidade de vida e sobrevida destes pacientes.
Seu tratamento ainda & controverso e baseado principalmente em terapias paliativas
que apenas reduzem a sintomatologia dolorosa, baseado nisso, torna-se fundamental
a avaliagdo de novas estratégias terapéuticas que atuem prevenindo ou tratando de
forma efetiva as lesdes. Levando em conta que estudos preliminares sugerem que a
aplicacdo isolada da FBM e dos compostos de NA sobre fibroblastos gengivais
resultaram em reducg&o da expressao e sintese de metaloproteinase da matriz (MMP),
€ esperado que a combinacado de ambas as propostas terapéuticas 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 necessaria para modular a
sintese de MMP-2 (estudo 1) e avaliar o efeito combinado da aplicagcdo da NA e da
FBM na modulagao da sintese e atividade de MMP-2, IL-6 e TIMP-1 por fibroblastos
gengivais humanos (HGF), bem como sobre fungbes celulares relacionadas ao
processo de reparo tecidual (estudo 2). Foram utilizadas culturas primarias de HGF
que foram obtidas de uma doadora voluntaria de acordo com o Comité de Etica em
Pesquisas em Humanos. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foi utilizado como
controle positivo, por induzir a sintese de MMPs em HGF. Para a irradiacédo com LBI
utilizou-se o dispositivo LASERTable (InGaAsP; 780 nm; 0,025 W; estudo 1: 0,5, 2 e
4 Jlcm?; estudo 2: 4 J/cm?). Para o estudo 1, a andlise da viabilidade celular foi
realizada por meio do ensaio colorimétrico de metiltetrazolium (MTT) e avaliacdo da
sintese de MMP-2 foi realizada por meio do imunoensaio ELISA. Para o estudo 2,
utilizou-se a NA sintética, na concentragdo de 10ug/mL, baseado em estudos
anteriores. O efeito da combinagdo da NA e da FBM na proliferagdo de HGF foi
realizado por meio do ensaio PrestoBlue, na migragdo por meio do ensaio de
cicatrizagédo in vitro, na sintese de MMP-2, IL-6 e TIMP-1 por HGF por meio de
imunoensaio ELISA e na atividade gelatinolitica de HGF por meio de zimografia in situ.
Os dados foram submetidos a analise de normalidade e homocedasticidade para
selecéo dos testes estatisticos adequados (ANOVA, Tukey). Os dados da atividade
gelatinolitica foram avaliados qualitativamente e apresentados de forma descritiva.
Todas as inferéncias estatisticas foram feitas considerando o nivel de significancia 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/cm? aumentou
significativamente a viabilidade dos HFG na presenca ou auséncia de TNF-a em
relagdo ao controle negativo (p<0,05) e os grupos tratados com FBM 2 J/cm? e 4 J/cm?
associada ou ndo ao TNF-a apresentaram diminuig&o significativa da sintese de MMP-
2 em relag&o ao controle negativo (p<0,05). Sendo assim, a densidade de 4 J/cm? foi
selecionada para o estudo 2. E no estudo 2, a combinagdo de FBM+NA aumentou a
proliferagdo e a migracdo dos HFG na presenga ou auséncia de TNF-a (p<0,05) e
promoveu sintese de MMP-2 similar ao controle negativo (p>0,05). Para a sintese de
IL-6, FBM+NA foram estatisticamente semelhantes ao controle negativo (p>0,05) e
para FBM+NA na presenga de TNF-a apresentaram redugao significativa da sintese
de IL-6 em relag&o ao controle positivo (TNF-a) (p>0,05). O tratamento de FBM+NA
apresentou sintese de TIMP-1 estatisticamente semelhante ao controle negativo



(p>0,05). A FBM+NA na presenga de TNF-a, promoveu menor intensidade de
fluorescéncia, indicando modulagdo da atividade gelatinolitica induzida por essas
terapias. Dessa forma, a FBM com 4 J/cm? associado a NA apresenta um potencial
sinérgico in vitro resultando em aumento da proliferagdo e migragédo celular dos
fibroblastos gengivais humanos e menores niveis de sintese de MMP-2 e IL-6, sem
alterar a sintese de TIMP-1. E a associacdo dessas terapias na presenca de TNF-a
indicou a modulagéo da atividade gelatinolitica, favorecendo estas fungdes celulares
que estdo relacionadas a aceleracéo 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-a) 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/cm?; study 2: 4 J/cm?). 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 ug/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/cm? significantly increased the viability of HFG in
the presence or absence of TNF-a in relation to the negative control (p<0.05) and the
groups treated with PBM 2 J/cm? and 4 J/cm? associated or not with TNF-a showed a
significant decrease in MMP-2 synthesis compared to the negative control (p<0.05).
Therefore, a density of 4 J/cm? 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-a (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-q, there was a
significant reduction in IL-6 synthesis in relation to the positive control (TNF-a)
(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-a, promoted lower fluorescence
intensity, indicating modulation of gelatinolytic activity induced by these therapies.
Thus, PBM with 4 J/cm? 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-a 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 INTRODUGAO

A mucosite oral (MO) é uma das principais complicagdes agudas da
radioterapia do cancer de cabega e pescogo e da quimioterapia'?, acometendo
praticamente a totalidade dos pacientes que sdo submetidos ao tratamento
oncolégico®. Clinicamente, a mucosite oral é caracterizada como uma lesdo que pode
variar desde uma mucosa normal, eritema até ulceragado e necrose tecidual. Além
disso, pode causar sintomatologia dolorosa, disfagia e inclusive evoluir para
incapacidade de alimentagdo por via oral*. Levando em conta todo o
comprometimento ocasionado pela mucosite podem ocorrer interrupgdes e atrasos no
tratamento oncologico, afetando além da qualidade de vida a sobrevida desses
pacientes®®.

O desenvolvimento da mucosite esta associado a presenca de maiores
concentracdes de fatores pro-inflamatoérios, como citocinas e espécies reativas de
oxigénio, que, por sua vez, estdo relacionados a ativagdo e amplificagdo de vias de
sinalizagao envolvidas na resposta inflamatéria e também na sintese e liberagédo de
neurotransmissores, resultando em maior sintomatologia dolorosa’3. Além disso, o
desenvolvimento e a gravidade das lesbes de mucosite oral também tém sido
relacionados a atividade de metaloproteinases da matriz (MMPs)'#16, sendo
frequentemente descritas as MMP-2, -3 e -9'4'6_ Estas enzimas sdo responsaveis pela
degradagao da matriz extracelular, principalmente do colageno, e remodelagdo dos
tecidos durante sua formagado e manutencdo da homeostasia tecidual, assim como
durante o processo de reparo’’. Um mecanismo importante para a regulagdo da
atividade das MMPs é através da ligacdo a uma familia de proteinas homodlogas
denominadas inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP-1 a TIMP-4)'®. E
durante o desenvolvimento da mucosite, 0 aumento de MMPs tem sido relacionado a
uma maior atividade proteolitica do tecido conjuntivo da Iamina propria e também a
desorganizagao do tecido epitelial, por meio da perda da expresséo de moléculas de
adesdo'®.

O tratamento da mucosite oral ainda € controverso e baseado em terapias
paliativas, cujo objetivo principal é reduzir a sintomatologia dolorosa, utilizando
bochechos com agentes analgésicos, antiinflamatérios, antibidticos topicos ou
sistémicos e crioterapia®. A fotobiomodulagdo (FBM) com laser de baixa intensidade
(LBI) tem sido incluida no manejo terapéutico da mucosite oral e também pode ser



23

utilizada como um tratamento preventivo eficaz quando associada aos cuidados orais
padroes’®?2, Além disso, a FBM pode reduzir tanto a ocorréncia quanto a severidade
das lesées®, reduzir a prescrigdo de analgésicos??, melhorar a dermatite por radiagéo,
o linfoedema, reduzir a fibrose e ajudar na regeneragao dos nervos?*. Estudos in vitro
também demonstraram que a FBM promoveu estimulo da proliferagao das células da
mucosa oral bem como a modulacdo da expressdo e sintese de mediadores
inflamatorios?526. Estudos clinicos também sinalizam resultados promissores, como
uma menor incidéncia de mucosite oral, redugdo de gastrostomias, tubos
nasogastricos e opioides, melhor resposta ao tratamento, aumento na sobrevida livre
de progressao de doenga em relagédo ao grupo placebo e tendéncia para uma melhor
sobrevida global?’.

Outras propostas para prevencado ou tratamento da mucosite oral incluem a
utilizagdo de alguns compostos naturais?®, que podem inclusive promover efeitos
significativos, como menor incidéncia e gravidade das lesées, bem como reducédo da
sintomatologia para os pacientes em tratamento radio/quimioterapico?®. E uma das
opgdes naturais pode ser a utilizagao dos polifendis?® que modo geral, possuem agéo
antioxidante®*3" e um papel como modulador na sinalizagdo celular®’. A naringenina
(NA) & um polifendl encontrado na alimentagcdo humana principalmente em frutas
citricas®2. Estudos demonstraram que a NA apresenta efeitos protetores sobre a
saude como efeito antioxidante3334, anti-hiperglicémico3®, anticarcinogénico®®,
antidepressivo®” e anti-inflamatoério38. E a NA demonstrou ser efetiva na modulago da
resposta inflamatdria e na regulagéo da atividade de MMPs®%40, Entretanto, devido a
fonte natural, os polifendis podem apresentar diferentes formulagcdes, dependendo da
fonte, condigdo de cultivo, clima e forma de extracdo*' e essas variagbes em sua
composicao podem dificultar a sua aplicagao terapéutica. Desta forma, a seleg¢ao de
um derivado similar bioativo sintético deste composto natural biofendlico pode
oferecer resultados mais representativos*?, embora mais estudos sdo necessarios
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 avaliagdo de novas estratégias
terapéuticas que atuem prevenindo ou tratando de forma efetiva as lesées. Levando
em conta que estudos preliminares sugerem que a aplicagéo isolada da FBM e dos
compostos de NA sobre fibroblastos gengivais resultaram em reducao da expresséo
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e sintese de MMPs, é esperado que a combinacdo de ambas as propostas
terapéuticas possa resultar em um efeito sinérgico, acelerando o processo de reparo
dos tecidos orais. Desta forma, a aplicacdo destes compostos sobre lesdes de
mucosite oral poderia reduzir a resposta inflamatéria local, resultando em diminuicéo
da sintomatologia dolorosa, bem como da sintese e atividade de metaloproteinases,
reduzindo a degradacgao tecidual e acelerando o processo de reparo. Com isso o
impacto sera uma melhor qualidade de vida e maior sobrevivéncia desses pacientes,

sem prejuizo para o tratamento oncolégico.
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2 PROPOSIGAO

Avaliar o potencial sinérgico da FBM com LBI e da NA sintética na modulagao
da sintese e atividade mediadores inflamatérios por HGF, bem como sobre fungdes
celulares relacionadas ao processo de reparo tecidual.

2.1 Objetivos Especificos

Para a realizagdo do objetivo foi necessario executar dois estudos com o
objetivo de:

2.1.1 Estudo 1

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

metaloproteinase-2, por meio das analises:

- Viabilidade celular, por meio do ensaio MTT;

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

2.1.2 Estudo 2

Determinar o efeito da combinagao das terapias, FBM com LBI e naringenina
sintética sobre os HGF, por meio das analises:

- Proliferagao celular, por meio do ensaio PrestoBlue;

- Migracéo celular, por meio do ensaio de cicatrizag&o in vitro (wound healing);

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

- Atividade gelatinolitica, por meio de zimografia in situ.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Uma revisao da literatura foi realizada com o objetivo de embasar a pesquisa
e foi dividida em tépicos, de acordo com os assuntos abordados.

3.1 Cancer Bucal

As nossas células estdo constantemente se multiplicando sobre o controle do
organismo. Quando o tecido apresenta uma proliferagdo anormal, que foge ao
controle do organismo e tende a autonomia e a perpetuagéo temos a formacao 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 nitidos. E apesar de n&o
apresentarem a capacidade de invasao tecidual, podem comprimir os érgéos e os
tecidos adjacentes*3.

Mas as neoplasias também podem ser malignas, que neste caso podem ser
chamados de tumores malignos ou cancer e representam um aglomerado com mais
de 100 doengas*®. As neoplasias malignas agrupam uma gama de doengas que
podem afetar qualquer parte do corpo, derivada de alteracbes na proliferacdo e
fendtipo celulares, resultando em um crescimento celular atipico e autbnomo, ou seja,
um crescimento celular desordenado, originando massas tumorais, com maior
autonomia, e s&o capazes de invadir tecidos vizinhos, assim como gerar tumores a
distancia, provocando metastases**. O processo de desenvolvimento do cancer é
chamando de oncogénese ou carcinogénese, e de forma simplificada ocorre em trés
estagios descritos como estagio de iniciagdo, promogao e progressao, variando com
a intensidade e presenga de estimulos dos agentes carcindgenos ou cancerigenos, o
tipo de cancer e a localizagéo primaria“3.

O cancer € um problema de saude publica em todo o mundo, classificado como
a segunda principal causa de morte globalmente, e apresentando um aumento
constante dos casos*. Também se caracteriza como a segunda causa de morte mais
comum entre criangas de 1 a 14 anos nos Estados Unidos, ultrapassadas apenas por
acidentes*. A Ultima estimativa da incidéncia de cancer no Brasil realizada pelo
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Instituto Nacional de Cancer (INCA), prevé que o Brasil tera 625 mil novos casos de
cancer a cada ano do triénio 2020-202243.

O cancer bucal e de orofaringe agrupados sédo o sexto cancer mais comum no
mundo*®. No Brasil também é um dos tipos de canceres mais comuns. Segundo as
estimativas do INCA*}, o nimero de casos novos de cancer da cavidade oral
esperados para o Brasil, para cada ano do triénio 2020-2022, sera 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 posi¢ao.
E a previsdo do numero de mortes sera 6.605 casos sendo 5.120 homens e 1.485
mulheres*3.

A prevaléncia do cancer bucal tende a acometer mais o sexo masculino e 70%
dos casos sdo diagndsticos em individuos com idade superior a 50 anos*’. E os
principais fatores de risco para esta neoplasia maligna sao principalmente o tabagismo
(fumar ou mascar tabaco) e o etilismo. O risco de cancer parece permanecer elevado
mesmo muitos anos (pelo menos 10) apds a cessagao do tabagismo*®. E a associagéo
de tabagismo ao etilismo intensifica a predisposi¢do*3, sendo que o consumo de
tabaco e alcool esta associado a aproximadamente 75% dos céanceres do trato
aerodigestivo superior*®. Outros agentes cancerigenos mais comuns, s3o as
infeccdes pelo HPV (principalmente os tipos 16 e 18) e a radiagao solar relacionada
ao cancer de labio. E a exposi¢ao continuada a esses fatores aumenta além da chance
de desenvolvimento de um tumor, a chance desse tumor persistir, ou de aparecer um
segundo tumor primario e também de recidiva tumoral®.

O cancer bucal e de orofaringe abrange as neoplasias de grande variedade de
sitios anatbmicos, incluindo a pele da regido peri-oral, cavidade oral, orofaringe,
nasofaringe, hipofaringe, laringe, seios paranasais e glandulas salivares®'. As
neoplasias malignas de cabega e pescogo apresentam uma alta incidéncia,
prevaléncia e mortalidade e as taxas de sobrevida em 5 anos s&o aproximadamente
50%%6, sendo que a maioria desses pacientes sobrevivem pouco tempo apds o
diagnostico®?, pois a maioria dos tumores é identificada tardiamente, comprometendo
o tratamento, o progndstico e a sobrevida dos pacientes®3. Dessa forma o diagndstico
precoce e o encaminhamento imediato dessas pacientes ao tratamento sao
essenciais para a redugdo dos danos causados por essa patologia®.

O tratamento padrao das neoplasias de cabeca e pescoco é a realizagcdo da

ressecgao cirurgica primaria com ou sem terapia adjuvante pos-operatéria®. Porém o
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tratamento cirurgico por si s6 pode acabar sendo mutilador e resultar em alteragdes
fisicas, funcionais, emocionais e sociais importantes. Além de poder comprometer a
fonagcdo, mastigacédo, degluticdo, respiragdo e ocasionar alteragcdes estéticas,
gerando uma redugdo na qualidade de vida desses pacientes®.

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 associacdo da cirurgia com radioterapia e/ou
quimioterapia®’, sendo que o sequenciamento e a combinacdo dessas terapias se
baseiam na localizagcdo tumoral, experiéncia dos médicos da equipe, preferéncia do
paciente e principalmente no estadiamento®®. O sistema de estadiamento TNM é
utilizado para descrever a extensao anatémica do tumor e considera o tamanho do
tumor primario (T), a auséncia ou presenca de metastases em linfonodos regionais
(N) e a auséncia ou presenca de metastases a distancia (M). E sdo adicionados
numeros demonstrando a extensédo desses itens e quanto maior o estagio, pior o
prognostico do paciente®®. Mas para os tumores de cabega e pescogo, a cirurgia e a
radioterapia sdo os tratamentos mais efetivos e a quimioterapia e a imunoterapia
normalmente s&o utilizadas como terapias adjuvantes®.

Os resultados do tratamento para pacientes com cancer melhoraram
consideravelmente nas ultimas décadas devido as melhorias na reconstrucido e no
tratamento adjuvante®, além disso, os avangos no tratamento conduziram as
mudang¢as na incidéncia, na natureza, e na severidade de complicacbes orais,
entretanto apesar dessa redu¢cdo em algumas das toxicidades orais agudas, elas
permanecem inevitaveis®'.

As complicagdes orais resultantes do céncer e do seu tratamento causam
toxicidades agudas e tardias que sdo subrelatadas, subreconhecidas e subtratadas®’.
As complicagdes orais agudas incluem mucosite, dor, disfagia, alteragdes na saliva e
no paladar, aumento de infecgdes por candida, herpes e outros, limitacdo de
movimento, exacerbagdo aguda de infegdo cronica dental e periodontal, resultando
em fungéo oral limitada®'. Enquanto que as complicacdes tardias incluem alteragdes
na viscosidade e quantidade de saliva, alteracdo e perda do paladar, halitose,
dificuldade para degluticdo, trismo, neuropatia e atrofia da mucosa, limitagdo de
movimentos, aumento da desmineralizacdo e carie, aumento de problemas
periodontais e aumento do risco para necrose 0ssea, além do impacto estético e social

como retraimento social, baixa qualidade de vida e depress&o®’. E o cancer bucal e
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de orofaringe possuem as maiores taxas de suicidio entre todos os tipos de
cancerb263_ Considerando tudo isso, o resultado de todas essas complicagdes € um
impacto negativo significativo na qualidade de vida dos pacientes oncologicos, sendo
de extrema importancia o manejo adequado das toxicidades orais para garantir uma
6tima sadde bucal tanto a curto quanto a longo prazo e o bem-estar geral®'.

Outro fator que se faz necessario estar atento é o impacto a curto e a longo
prazo causado pela pandemia do novo coronavirus SARS-CoV-2 no diagndstico e no
tratamento do cancer®*. Desde o inicio da pandemia, sociedades da area de oncologia
formularam protocolos para buscarem minimizar os impactos da pandemia no
tratamento oncoldgico e garantirem a seguranga dos pacientes®. Porém em 2020,
diversos diagndsticos que seriam realizados foram atrasados e também ocorreram
atrasos no tratamento do cancer devido a todo o cenario de dificuldades que foram
impostas pela pandemia do novo Coronavirus®. Dentre essas dificuldades estavam o
acesso reduzido aos cuidados de saude devido ao fechamento de estabelecimentos
de saude, resultando em atrasos no diagnostico e tratamento que podem levar a uma
queda de curto prazo na incidéncia cancer, mas nao por uma reducao verdadeira, mas
pelo atraso no diagndstico®.

E os numeros podem a curto e a longo prazo revelar um aumento na doenga
em estagio avangado e, finalmente, aumento da mortalidade, como resultado desse
atraso no diagnostico e consequentemente no tratamento. E infelizmente esta
consequéncia secundaria da pandemia podera impactar a longo prazo esses
pacientes e as futuras estimativas devem ser examinadas com cautela®¢. 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 cenario e maneje da

melhor forma esses pacientes.

3.2 Mucosite Oral

E ao considerar as complicagbes agudas da quimioterapia ou da radioterapia é
importante destacar a ocorréncia da mucosite oral (MO)'? que estara presente
praticamente em todos os pacientes submetidos ao tratamento oncoldgico®6.
Clinicamente, a mucosite € caracterizada como uma lesao erosiva ou ulcerativa da

mucosa e histologicamente pode apresentar-se como uma redugéo da espessura do
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epitélio (atrofia), ou ainda como areas de descontinuidade deste tecido?'. A mucosite
pode resultar em dor, sangramento, dificuldade para comer, engolir e falar,
necessitando, em casos mais graves, de nutricdo enteral ou parenteral e internagao
do paciente’. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a mucosite é
classificada quanto a sua severidade de acordo com os seguintes critérios: presenca
de eritema, ulceracao, dor e capacidade de alimentagdo. Desta forma, a presenca e
intensidade destes fatores permite a classificagdo da mucosite em pontuagdes/graus:
0 (mucosa normal), 1 (presencga de eritema), 2 (sintomatologia dolorosa), 3 (ulceragao,
sintomatologia dolorosa e disfagia) e 4 (presenca de necrose tecidual e incapacidade
de alimentag&o por via oral)*.

A mucosite oral causada pela quimioterapia ocorre dentro de 3 a 5 dias e atinge
um pico em 7 a 14 dias apds o inicio da quimioterapia’?, enquanto a mucosite oral
induzida por radiacdo que afeta pacientes com cancer de cabega e pescogo ocorre
entre 2 a 6 semanas apds o inicio do tratamento’®’. Entretanto, esta condigdo nio
ocorre apenas na mucosa oral, podendo afetar todas as mucosas inclusive
acometendo a mucosa gastrointestinal com uma alta frequéncia e impactando de
forma significativa a qualidade de vida e morbidade destes pacientes®%¢. Além disso,
estudos recentes demostraram que as lesbes de mucosite oral sdo frequentemente
colonizadas por bactérias e fungos, especialmente Porphyromonas sp,
Staphylococcus sp, Candida sp e Fusobacterium®®89, existindo uma relagéo entre a
intensidade das lesdes de mucosite e um maior risco de infecgdes secundarias®810,
E a presencga dessas infec¢des secundarias também € um fator que afeta a severidade
das lesbes de mucosite oral, bem como a morbidade e a mortalidade dos
pacientes®8%°, evando em conta todo o comprometimento ocasionado pela mucosite
podem ocorrer interrupgdes e atrasos no tratamento oncoldgico, afetando além da
qualidade de vida a sobrevida desses pacientes®®.

A etiopatogenia da mucosite apresenta complexidades bioldgicas, relacionadas
a eventos de sinalizagdo secundaria, como estresse oxidativo, resposta imune inata e
citocinas pro-inflamatérias. E a sua etiopatogenia pode ser dividia em 5 fases: a fase
de iniciagdo, caracterizada por danos celulares diretos causados pelos agentes
quimioterapicos; a fase de sinalizagdo, durante a qual ocorre a ativagado de vias
intracelulares, responsaveis por diversos processos, como a via do Fator nuclear
Kappa B (NFkB), que é responsavel pela transcricdo de mais de 200 genes, induzindo
dano tecidual em toda a mucosa, nao se limitando apenas ao epitélio. Além disso,
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ocorre a estimulagao da producao de fatores de crescimento e citocinas, como fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL)-1B e IL-6, além da estimulagéo de
fatores relacionados a apoptose; a fase de amplificacdo, durante a qual essa
sinalizagdo é exacerbada, causando a ativagdo adicional de NF-kB e de outros
mediadores pro-inflamatorios®’"-72. E o decorrer da cascata inflamatéria estimula
também a sintese de MMPs, que irdo desempenhar uma fung¢ao importante no dano
tecidual local®'%7172; g fase de ulceragdo, a partir da qual a lesdo pode ser
clinicamente detectada e durante a qual pode ocorrer maior colonizagdo por
microrganismos, aumentando a inflamagao local; e a fase de reparo, que geralmente
€ espontaneo apas o fim do tratamento oncoldgico®’"72.

O desenvolvimento e a gravidade das lesbes de mucosite oral tém sido
relacionados ao aumento das metaloproteinases (MMPs)'4'®, podendo inclusive estar
envolvidas em diferentes aspectos do modelo de 5 fases da etiopatogenia da MO,
incluindo iniciagao, resposta a lesao tecidual, recrutamento de mediadores da MO e
fases de cicatrizagao'®. E o aumento das MMPs pode resultar no aumento da atividade
proteolitica do tecido conjuntivo da lamina prépria e também na desorganizagao do
tecido epitelial, por meio da perda da expressdo de moléculas de adesio'®. No
entanto, as MMPs estdo relacionadas com diversas fungdes celulares, como
proliferagéo, migragéo e sobrevivéncia celular'’. Estas enzimas s3o responsaveis pela
degradacédo e remodelagdo dos tecidos durante sua formagdo e manutengdo da
homeostasia tecidual, assim como durante o processo de reparo'’. Sua principal
funcao é a degradacao de moléculas da matriz extracelular, como o colageno, estando
estas enzimas classificadas de acordo com o substrato a ser degradado (colagenases,
gelatinases, elastases)'’, regulando a sintese e a degradagédo da matriz extracelular
em condigdes fisioldgicas’s. Porém a superexpressio dessas enzimas proteoliticas
tem sido relacionada a etiopatogenia de varias condi¢gbes inflamatérias orais por
desempenhar um importante papel no dano tecidual local®'%187172. Além da
degradacgédo do colageno, as MMPs também participam da cascata inflamatoria. A
expressao de MMPs é potencializada por citocinas pro-inflamatérias e as proprias
MMPs também podem estimular a sintese de citocinas pro-inflamatdérias, agindo como
um mediador inflamatério, levando a um feedback positivo na resposta inflamatoria
local”.

A familia das MMPs é composta por uma grande quantidade de proteinas
(MMP-1 a MMP-24) e na cavidade oral as mais frequentemente descritas como
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associadas a mucosite sdo MMP-2, -3 e -9’46 A MMP-2 e a MMP-9 sdo expressas
pelos fibroblastos gengivais, classificadas como gelatinases, e sdo importantes para
o reparo tecidual’®. Elas possuem um papel importante na degradagéo do colageno,
acelerando a desorganizagao tecidual local, além disso, possuem uma fungéo
essencial na ativagdo de mediadores inflamatorios, vias de sinalizagdo e no
recrutamento de diferentes células inflamatorias”7%. Porém a superexpressao dessas
MMPs na cavidade oral, desencadeada por mediadores inflamatérios da MO, pode
acelerar a desorganizagéo tecidual, resultando em dano tecidual’.

Um mecanismo importante para a regulagao da atividade das MMPs ¢ atraveés
da ligagdo a uma familia de proteinas homologas denominadas inibidores teciduais
de metaloproteinases (TIMPs), apresentando 4 subtipos (TIMP-1 a TIMP-4)'8. As
TIMPs s3o produzidas pelos mesmos tipos celulares que produzem as MMPs’® e
demonstraram possuir varias fungdes bioquimicas e fisioldgicas/bioldgicas, incluindo
a inibicdo de MMPs ativas, ativacao pr6-MMP, promogao de crescimento celular,
ligagdo de matriz, inibicdo de angiogénese, indugdo de apoptose'®, diferenciagdo e
migragao celular’”78. Além disso, numerosos estudos indicaram que as TIMPs inibem
também a invasdo celular, tumorigénese e metastase. Sendo essas fungdes
parcialmente atribuidas a inibicdo das MMPs, mas as TIMPs exibem uma variedade
de atividades celulares'®, porém muitas atividades independem da sua ago inibitoria
sobre as MMPs”7-78,

E assim como as MMPs a expressao de TIMPs no tecido também € controlada
durante a remodelagao tecidual em condigdes fisioldgicas para manter o equilibrio no
metabolismo da matriz extracelular. E a ruptura desse equilibrio pode resultar em
doengas associadas a renovagédo descontrolada da matriz'®78. As TIMPs podem
neutralizar a agdo das MMPs por as modularem negativamente, resultando no
controle da protedlise da matriz extracelular ao inibir a sua degradagéao’®7’¢. A razéo
MMP/TIMP geralmente determina a extensdo da degradagéo da proteina da matriz
extracelular e a remodelagéo do tecido’3. Dessa forma, o equilibrio entre a ativagao
das MMPs e TIMPs controlam a extensdo da remodelagcdo da matriz extracelular e
uma interrupgéo nesse equilibrio pode resultar em um processo patologico’ 7980,

As TIMPs apresentam pouca especificidade para uma determinada MMP, e
cada TIMP pode inibir varias MMPs com diferentes eficacias’®>’"-’8. E as TIMPs-1 e -
2 inibbem a atividade de uma ampla gama de MMPs8', entretanto a TIMP-1 possui
maior afinidade pela MMP-9 e a TIMP-2 pela MMP-277"8. Em 2010, Al-Dasooqi e
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colaboradores’ demonstraram o potencial das MMPs e TIMPs no desenvolvimento
da mucosite do trato gastrointestinal. As TIMPs-1 e -2 apresentaram niveis
significativamente alterados no jejuno e, além disso, os autores verificaram que
alteragdes na expressdo de MMPs e TIMPs estavam correlacionadas com as
alteragdes histopatoldgicas observadas'. No entanto, a compreensdo das TIMPs
ainda é superficial em muitos aspectos e novas informacgbes s&o necessarias’®.

Além disso, o desenvolvimento e a severidade da mucosite oral também esta
relacionada as citocinas pro-inflamatorias'®'47% resultando em um aumento da
sintomatologia dolorosa, por estar relacionado a ativagdo e amplificagdo de vias de
sinalizagdo da resposta inflamatéria e com a sintese e liberagdo de
neurotransmissores, e esse processo € mediado pela presenca de maiores
concentracdes de fatores pro-inflamatoérios, como citocinas e espécies reativas de
oxigénio”'. O aumento da expresséo de citocinas esta diretamente relacionado ao
curso de desenvolvimento da mucosite'®".82 Esta participagdo também vem sendo
confirmada pela avaliagdo de terapias alvo, que sdo capazes de regular a expresséo
destas citocinas e diminuir a extensdo das lesdes de mucosite'%-66.83 Estudos recentes
confirmaram os efeitos das citocinas inflamatérias na reducdo da capacidade
proliferativa de células da mucosa oral, bem como um efeito pro-inflamatoério, que pode
gerar um feedback positivo na reacéo inflamatéria da cavidade oral, atrasando o
processo de reparo'?13,

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria que regula multiplos processos
bioldgicos®. O TNF-a esta envolvido na regulagédo do equilibrio entre a sintese e a
degradacgédo do colageno e outras proteinas da matriz extracelular, resultando na
manutencdo da homeostase tecidual®®. Em relagdo ao processo de cicatrizagédo de
feridas da mucosa oral, foi sugerido também que o TNF-a esta relacionado nas fases
iniciais do processo, realizando uma estimulagao de curto periodo na proliferacéo e
migragdo celular. Entretanto se o estimulo inflamatério for mantido por periodos
prolongados, pode ocorrer um prejuizo na cicatrizagao da ferida®. Além disso, o TNF-
a é um mediador essencial na patogénese da MO?®’, envolvido com o desenvolvimento
e gravidade da MO"'01372  Ele foi descrito como um potente regulador de
MMPs'0.71.74 ativando a via NF-kB'%71, podendo potencializar a sintese e a atividade
local de MMPs e outras enzimas colagenoliticas, acelerando a desorganizagdo da
matriz extracelular’. Entretanto, o envolvimento completo do TNF-a permanece

desconhecido'9-88,
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A IL-6 é uma citocina pro-inflamatoria, que assim como o TNF-a, atua como
mediador essencial na patogénese da MQ?%192671.74  Seus niveis aumentam antes
mesmo do aparecimento das lesdes ulcerativas®'%71. A IL-6 é descrita também como
um potente regulador de MMPs, criando um feedback positivo sobre a reagao
inflamatdria local e exacerbando o desequilibrio da matriz extracelular, causando
destruigdo tecidual na evolugdo da MO’ e podendo atrasar o reparo das lesées?®.
Porém, assim como o TNF-a, seu envolvimento completo na patogénese ainda
permanece desconhecido'®8. Sendo assim, apesar do envolvimento demonstrado
das MMPs e das citocinas pro-inflamatérias na etiopatogénese da MO, o seu papel
especifico permanece nao esclarecido e ndo completamente entendido, faltando
ainda dados sobre os mecanismos e fatores de risco envolvidos no estabelecimento
da MO#%,

E todo esse processo para o desenvolvimento de uma ferida desencadeara
também outros efeitos citopaticos nas células da mucosa oral, como a diminui¢éo da
proliferagdo e da migragdo celular, que poderao contribuir com o atraso do reparo
tecidual®®. Dessa forma, o objetivo principal do processo de reparo € a regeneragao
tecidual para restabelecer o tecido e as células epiteliais possuem um papel
fundamental nesse processo®°!. Os fibroblastos também participam do reparo
através de sua capacidade de proliferagao, migragéo e preenchimento da ferida, além
de sintetizar fatores de crescimento e moléculas da matriz extracelular®?. Para ocorrer
o reparo tecidual, apds a injuria tecidual, precisa ocorrer as fases de hemostasia,
resposta inflamatéria, proliferagdo e migragéo celular e remodelagéo tecidual®'9. E
assim como o processo inflamatorio local exacerbado ou prolongado pode atrasar o
processo de cicatrizagao necessitando da modulagéo da reacao inflamatéria tecidual
para acelerar a cicatrizagao®, alteragdes na proliferagdo e na migragdo celular
também podem atrasar o reparo tecidual®® e terapias que estimulem esse processo
podem acelerar a cicatrizagao tecidual®.

Em relacdo ao manejo da mucosite oral, o seu tratamento ainda & controverso
e baseado em terapias paliativas, baseado principalmente na utilizacdo de bochechos
com agentes analgésicos, antiinflamatdrios, antibidticos e crioterapia®. Porém, estes
tratamentos, apesar de serem inclusive recomendados pela Associacdo multinacional
de cuidados de suporte em cancer (MASCC), a maioria deles apenas atuam de
maneira a reduzir a sintomatologia dolorosa. Além disso, alguns destes medicamentos

podem produzir efeitos adversos®, e variagdes intrinsecas dos individuos frente aos
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diferentes tratamentos podem afetar o resultado clinico. Sendo assim, nenhuma
terapia unica é suficiente para promover de forma efetiva a MO ou para a resolugao
total das lesbes?'94%. Dessa forma, apesar das tentativas atuais de padronizagdo de
diversos protocolos para o manejo da mucosite oral, ainda ndo ha um consenso e
novas pesquisas ainda sdo necessarias®-%.

Portanto a identificagdo de mediadores especificos relacionados a
etiopatogenia da MO pode oferecer oportunidades para novas abordagens. E
considerando que as MMPs podem ser consideradas potenciais biomarcadores
diagndsticos por estarem relacionadas com o desenvolvimento de MO, os tratamentos
gue modulem estas enzimas e a expressao de citocinas pro-inflamatérias podem ser
promissores para o manejo da MO, sendo uma estratégia adequada e eficaz

resultando em melhoria das estratégias terapéuticas atuais®’.

3.3 Fotobiomodulagao

A utilizacdo da fotobiomodulagdo com o laser de baixa intensidade para
tratamento da mucosite oral comegou na década de 90. Desde entdo comegaram as
publicagdes dos estudos nessa area, buscando a melhor forma de conseguir tanto
tratar quanto prevenir a mucosite oral, diminuindo a dor, a intensidade e a duragéo
das lesbes®.

Em 1992 Ciais et al.?® realizaram um estudo preliminar retrospectivo no-
randomizado sobre o efeito do tratamento com laser vermelho de baixa intensidade
de Hélio-Nebdnio (He-Ne) na mucosite em pacientes com céncer recebendo
quimioterapia combinada, incluindo 5-fluorouracil. Os autores destacaram que até
aquele momento nao existia um antidoto eficaz ou uma profilaxia preventiva para as
lesbes 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 presenga de
mucosite oral em 43% dos 53 ciclos de quimioterapia na populagédo caso-controle. A
terapia com o laser foi realizada de forma curativa e preventiva. A terapia curativa
reduziu o tempo de reparo das lesbes e a taxa de modificagcdes terapéuticas. E a
terapia preventiva reduziu a incidéncia de complicagdes orais para 6% durante 101
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ciclos de quimioterapia. E todos os pacientes encerraram seu tratamento oncolégico
conforme programado originalmente®.

Em 1995, Barasch et al.’® utilizaram laser de He-Ne em pacientes que
realizaram transplante de medula 6ssea (TMO), relatando diminuicdo da severidade
da mucosite, porém sem diminuir a sua incidéncia. Neste estudo foi utilizado o laser
com o objetivo de prevencdo da mucosite, com comprimento de onda de 632,8 nm,
densidade de energia de 1 J/cm?e 25 mW de poténcia. Utilizaram uma amostra com
20 pacientes adultos e em um lado da mucosa aplicaram o laser e no outro lado
realizou-se a aplicacéo de placebo para controle. A aplicagéo foi iniciada no ultimo dia
de condicionamento e mantida por cinco dias consecutivos. Ocorrendo entao redugao
da dor e da severidade na mucosite no lado que recebeu o tratamento'®.

Cowen et al.’™® 1997 utilizaram também laser de He-Ne para prevencgdo da
mucosite oral em pacientes de TMO submetidos a quimioterapia, tendo verificado
decréscimo na intensidade e na severidade. Os autores realizaram um ensaio clinico
randomizado, duplo cedo, com comprimento de onda de 632,8 nM, densidade de
energia de 1,5 J/lcm? e 60 mW de poténcia. Utilizaram uma amostra de 30 pacientes
adultos e a aplicacdo 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 pds transplante.
Os autores observaram que ao comparar com o controle, o grupo que recebeu a
laserterapia teve um maior numero de dias sem mucosite ou com grau | € um menor
numero de dias com mucosite grau 111'°".

O primeiro estudo que avaliou a eficacia da realizagao da laserterapia para a
prevencdo da mucosite oral induzida por radioterapia em pacientes com cancer de
cabeca e pescoco foi realizado por Bensadoun et al.'®, em 1999 e esse estudo
demonstrou que o laser pode ser utilizado como prevencéao e tratamento da mucosite,
retardando o inicio de aparecimento das lesdes, atenuando o pico de severidade e
diminuindo sua duragao, além de reduzir a dor e melhorar a capacidade de degluti¢cdo.
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/cm? e 60 mW de
poténcia, comparado a uma luz placebo, aplicados uma vez ao dia, cinco dias da
semana desde o inicio da radioterapia, durante as sete semanas de tratamento
radioterapico, aplicado antes da sessao de radioterapia. Como resultado, os autores
observaram a presenca 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 reducdo da média do grau de mucosite nos pacientes submetidos a laserterapia
e também da frequéncia, sendo que apenas 8% dos pacientes tratados que
desenvolveram mucosite grau lll contra 35% dos pacientes tratados com luz placebo.
Sendo assim, foi demonstrado que o laser foi capaz de reduzir a duragéo e gravidade
das lesdes de mucosite'2,

E desde entdo diversos estudos clinicos foram realizados avaliando o
tratamento da mucosite oral com laser de baixa intensidade, usualmente comparado
a uma luz placebo'994103-108  Egsses estudos mostraram que o laser aumentou a
qualidade de vida'%41%, que foi bem tolerado, apresentou efeito benéfico e sem efeito
adverso'®1%* sendo efetivo e seguro para prevenir ou tratar a MO apos
quimioterapia'® e devido ao seu uso facil proporciona alta aceitagéo pelo paciente e
pelos resultados positivos alcangados, essa terapia se torna viavel para a prevencgao
e tratamento da OM inclusive em pacientes jovens®. Além disso, a FBM quando
aplicada profilaticamente pode reduzir a incidéncia e a severidade da MO apos
quimioterapia'®®, apos a radioterapia’® e de pacientes que receberam transplante
medula éssea’®, além de reduzir a severidade da dor'®'% e o comprometimento
funcional'””. Ou seja, esses estudos mostraram que o laser pode retardar o
aparecimento das lesdes, reduzir a dor e a gravidade da mucosite.

Atualmente existem diversas diretrizes baseadas em evidéncia cientifica que
orientam o manejo da mucosite oral. A principal diretriz que aborda a prevengéo e o
tratamento da mucosite oral € publicada pelo grupo de Estudo sobre Mucosite da
MASCC/ISOO, que € uma parceria da Associagdo Multinacional de Cuidados de
Suporte em Cancer (MASCC) e da Sociedade Internacional de Oncologia Oral
(1ISO0)"%, Desde 1998 a MASCC/ISOO criou a Segao de Estudo de Mucosite com o
objetivo de reunir diversos especialistas para abordar questdes importantes no
tratamento e pesquisa da mucosite. E a primeira diretriz de pratica clinica baseadas
em evidéncias para mucosite foi publicada em 2004 e os autores encorajaram a
realizagao de pesquisas para assegurar o manejo da mucosite oral''®. E essa diretriz
foi posteriormente atualizada em 2007 e desde entdo o grupo publica periodicamente
atualizacdes dessas diretrizes’".

Em 2008, O Conselho Federal de Odontologia''? aprovou a Resolugdo CFO-
82, de 25 de setembro de 2008, que reconheceu e regulamentou o uso pelo cirurgiao-
dentista de praticas integrativas e complementares a saude bucal, dentre elas a
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laserterapia. A habilitagdo em laserterapia tem como objetivo capacitar os cirurgides-
dentistas de maneira a assegurar a pratica profissional da laserterapia de forma ampla
e segura, desde que respeitando o limite de atuagdo do campo profissional do
cirurgido-dentista’'2.

Ao longo dos anos, mais pesquisas nessa area foram sendo publicadas. E os
estudos foram confirmando que a FBM reduz a incidéncia, severidade e a duracido da
MO para pacientes submetidos ao transplante de medula 6ssea e que acabam
recebendo altas doses de quimioterapia e/ou radioterapia’'3''4, assim como para os
casos de MO causada pela associagédo de radioterapia a quimioterapia''®'® e por
quimioterapia exclusiva também'"” ou com radioterapia exclusiva'9?197_ Além disso, a
FBM aumenta a qualidade de vida''®>'"® e reduz a dor associada, a disfagia e o uso
de analgésicos opidides''®. Reforcando que a FBM pode ser utilizada tanto como
prevencado quanto como tratamento da MQ115.116,118,119,

Na diretriz de 2013 a MASCC/ISOO recomendou a laserterapia na prevencao
da mucosite oral nos pacientes submetidos a transplante de células hematopoiéticas,
apos tratamento quimioterapico de altas doses, com ou sem radioterapia. Também foi
sugestionado a realizac&o da laserterapia para os pacientes submetidos a radioterapia
para tratamento de tumores em cabeca e pescoco, sem realizagdo de quimioterapia.
Sendo ambas recomendagdes para prevencao e nao tratamento da mucosite. E os
parametros sugeridos foram a utilizagdo do laser de baixa intensidade com
comprimento de onda até 650 nm, poténcia de 0,04 W ou 40 mW e 2 J/cm? de
densidade de energia'?°.

De 2013 a 2014 foram publicados diversos artigos sobre a mucosite oral e a
MASCC/ISOO publicou uma revisao das recomendacdes em 2014. E até aquele
momento, as recomendacdes indicavam a utilizagdo do laser de He-Ne. E as
evidéncias encontradas reforcaram em manter as recomendacdes da diretriz anterior
para a utilizacado da laserterapia de baixa intensidade para a prevengao da mucosite
oral'®. Os autores destacaram que embora houvesse diversos estudos demonstrando
os beneficios da laserterapia para outras aplicagdes, elas ndao foram inclusas na
diretriz pois muitos estudos apresentavam qualidade variavel e uma ampla variagao
nos parametros do laser usados, o que acabou complicando a avaliagdo das
evidéncias'0%120,

Em consonéancia com os protocolos da MASCC/ISOO, o Ministério da Saude
sob a portaria de n° 516/2015 aprovou as Diretrizes Diagndsticas e Terapéuticas do
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Céancer de Cabeca e Pescoco 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 lesoes’?".

Em 2015, a Agéncia Nacional de Saude'? (ANS) incluiu a laserterapia na
atualizagdo do Rol de Procedimentos e Eventos em Saude, que constitui a referéncia
basica para cobertura assistencial minima nos planos privados de assisténcia a
saude, através da resolugdo normativa RN n° 387/2015. Ficou estabelecido a
cobertura obrigatéria de laserterapia de baixa intensidade para prevengédo e
tratamento de mucosite oral em pacientes com diagndstico de cancer em regido de
cabeca e pescogo, com diagndstico de cancer hematopoiético quando a proposta
terapéutica for o transplante de medula éssea e com diagndstico de cancer
hematopoiético'??. Atualmente foi realizada uma atualizagdo da normativa, através da
resolugdo RN N° 465, de 24 de fevereiro de 2021 e se manteve essa orientagéo'?3.

Ja para o Sistema Unico de Saude (SUS), foi apenas em 2020 que a
laserterapia foi incluida como terapia preventiva para tratamento da mucosite oral,
através da portaria N° 526, de 24 de junho de 2020. Esta portaria atualizou a Tabela
de Procedimentos, Medicamentos, Orteses, Proteses e Materiais Especiais do
Sistema Unico de Saude, conhecida como Tabela de Procedimentos do SUS e incluiu,
alterou e excluiu alguns procedimentos. E ficou determinado a inclusdo da laserterapia
para tratamento de lesées da mucosa bucal. E destaca que o tratamento deve ser
individual e deve se atentar para as caracteristicas da les&o'?.

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/ISOOQO, sendo
essa atualizacdo de 2019/2020 um documento de referéncia na evolugdo das
diretrizes da pratica clinica da mucosite®®. Os autores recomendam a utilizagéo da
fotobiomodulacdo (FBM) intraoral utilizando a laserterapia de baixa intensidade para
a prevencado da mucosite oral em pacientes adultos submetidos ao TMO, que irdo
receber de alta dose de quimioterapicos, com ou sem irradiagdo, também para os
pacientes que irdo receber radioterapia para cancer de cabeca e pesco¢o, com ou
sem quimioterapia. E novamente nenhuma diretriz foi possivel para o tratamento
mucosite oral relacionada exclusivamente a quimioterapia e para pacientes
pediatricos, pois os protocolos clinicos foram extremamente variaveis, limitando a

integracdo desses dados. E para todos os protocolos de FBM, foi recomendado que
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os parametros 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
Jicm? para TMO, 3 J/cm? para radioterapia e de 4,2 a 6,2 J/cm? para radioterapia com
quimioterapia®.

Um dos protocolos terapéuticos que é utilizado recomenda a FBM com laser de
baixa poténcia, utilizando um laser de diodo com comprimento de onda de 660 nM,
que fica na faixa de laser vermelho, associado ou ndo ao comprimento de onda 808
nM, que fica na faixa de laser infravermelho. E as aplicagbes devem ser iniciadas na
primeira sessdo de tratamento oncoldgico e deve terminar quando quaisquer sinais
de mucosite oral foram extintos'?>. E o0 modo de irradiagdo deve ser pontual a uma
distancia de 1 cm? cada ponto e em contato, perpendicular a mucosa bucal. As
irradiagdes devem ser realizadas intra-oralmente, em toda a mucosa bucal, exceto na
localizagdo do tumor, abrangendo a mucosa jugal direita e esquerda, a parte labial
superior e inferior, o palato duro e o palato mole, toda a extens&o da lingua, incluindo
o dorso e a borda lateral bilateralmente, o assoalho da boca e a comissura labial
bilateralmente’2®. Entretanto Moraes et al.’?® (2009) indicam que nos casos em que
as lesdes de MO estdo extensas e ha dificuldade de abertura bucal limitando a
aplicacao intraoral, pode-se realizar a aplicagao extrabucal com laser infravermelho
com a dose de 2 J pontual, promovendo conforto e mantendo os beneficios da FBM'26.

Outro protocolo clinico da MASCC/ISOO que foi atualizado em 2019/2020 foi o
manejo da mucosite com agentes naturais e diversos e a revisdo sistematica da
literatura indica que pesquisas adicionais sao necessarias para esclarecer o potencial
de outras intervengdes'?”128, E dentro da drea de manejo da mucosite, o maior avango
na busca por uma terapia eficaz foi na area da fotobiomodulagdo'®®. As diretrizes
atuais sdo baseadas em evidéncias mais fortes, abordam mais configuragdes clinicas
e oferecem mais protocolos de fotobiomodulagdo®. Entretanto apesar das tentativas
de padronizacao dos protocolos, ainda ndo ha um consenso nos parametros utilizados
nas pesquisas, e seria ideal que houvesse uma padronizagdo dos parametros
utilizados®. E novas pesquisas avaliando todos os parametros dos protocolos e a sua
calibracdo, resultara em protocolos mais eficazes®.

Apesar das evidéncias demonstrando que a fotobiomodulagdo com laser de
baixa poténcia & eficaz contra MO, esse tratamento também apresenta algumas
barreiras para a sua aceitacdo. O custo € uma delas, pois além do custo do

procedimento ha o custo do equipamento. Além disso, se faz necessario uma
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intensidade de trabalho, pois muitos protocolos envolvem o tratamento diario 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
faringea, laringea ou esofagica pela dificuldade de acesso'®®.

Um outro grande obstaculo para a aceitagao da técnica é se ha ou nao potencial
para a luz estimular células tumorais residuais que escaparam ao tratamento
oncoldgico, aumentando o risco de recorréncias tumorais e desenvolvimento de um
segundo tumor primario e desde 2003 foram publicados estudos que avaliaram esse
risco’. Os estudos de Sonis et al.’' (2016) e de Zadik et al.’*® (2019) sugerem que
a FBM pode ter efeitos carcinogénicos a longo prazo. Entretanto os estudos de
acompanhamento a longo prazo em pacientes tratados com FBM para a prevengéo
de MO de Antunes et al.?’ (2017) e Brandao et al.”2 (2018) ndo mostraram aumento
na recorréncia dos tumores, mas destacando que a analise desses dados é
desafiadora. Em 2019 foi publicada a primeira revisdo sistematica a analisar a
seguranca do uso da FBM para o gerenciamento de toxicidades relacionadas ao
cancer. 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
concluiram que o uso de FBM n&o resulta em problemas de segurancga do tumor'°.
Entretanto, devido a essas evidéncias conflitantes, até os dias atuais € preconizado
que ndo se realize a FBM na area tumoral ou em lesbes sem diagnosticos.

Com o avango da utilizagdo da FBM, também surgiram preocupagdes sobre o
impacto deste procedimento na sobrevivéncia dos pacientes oncolégicos. Em 2017,
Antunes et al.?” realizaram um acompanhamento médio de 41,3 meses para avaliar a
sobrevida livre de progressao da doenga em 94 pacientes. Os autores concluiram que
este foi o primeiro estudo a sugerir que a FBM pode melhorar a sobrevida do cancer
de cabeca e pescoco para os pacientes tratados com quimiorradioterapia. Mas novos
estudos, com amostra maior, sdo necessarios para confirmar essa descoberta?’.

E para esta terapia funcionar a nivel celular, inicialmente deve ocorrer a
absorcédo da luz em um comprimento de onda especifico pelos fotorreceptores da
célula, que ira converter a energia luminosa em efeitos bioquimicos como aumento da
sintese do ATP, do metabolismo celular e da expresséo génica de proteinas’3. E essa
interacdo do laser com o tecido ira depender das propriedades da luz, como
comprimento de onda, densidade de energia e tempo de ativagdo da luz e, também
ira depender das caracteristicas do tecido, como a presenca e tipo dos cromoéforos'34.
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Entretanto, apesar dos efeitos bioldgicos dessa interagcdo estar diretamente
relacionado com os parametros, ainda ndo ha uma determinagao de qual o parametro
ideal3s.

E diversos estudos in vitro e in vivo tem demonstrado que a FBM pode ser
utilizada para acelerar o reparo de lesdes teciduais de diversas patologias'®-4°. E os
efeitos biomoduladores foram demonstrados in vitro em estudos usando diferentes
tipos de células, como fibroblastos, queratinécitos, osteoblastos e odontoblastos'36:141,
Nos fibroblastos, a FBM com LBI pode estimular o aumento da sintese de fatores de
crescimento’'142 e do colageno tipo 143144 e de outras moléculas relacionadas com
o reparo'?. A FBM também pode reduzir a expressdo de citocinas
inflamatorias38.142.145,

Além disso, a LBI pode estimular a migragao'3¢ e a proliferagéo celular, que séo
fungcbes extremamente importantes para o reparo tecidual!36.142,144,146-148
Adicionalmente, alguns estudos vém demonstrando que em algumas patologias, a
FBM com LBI pode atuar na modulagdo de MMP-2'4%152 ¢ de MMP-9, podendo
colaborar com a remodelagao tecidual, facilitando o reparo’4-151,

Estudos prévios in vitro do grupo de pesquisa também vém demonstrando
diversos beneficios da FBM com LBI'32%1%53-169 Dentre os resultados obtidos, a FBM
demonstrou promover um efeito biomodulador benéfico sobre a expressédo de
citocinas inflamatodrias relacionadas a mucosite oral por fibroblastos gengivais
humanos'®*, especialmente na redugdo da expressao de TNF-q, IL-6 e IL-8'31%4, Outro
estudo avaliou o efeito da FBM apds a exposi¢cdo dos fibroblastos as citocinas
inflamatdérias. A FBM estimulou a expressdo do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), mesmo apods desafio com IL-6 e reduziu a sintese de TNF-a e
estimulou os fibroblastos'®®. E outro trabalho verificou que a FBM aumentou a
expressado génica de VEGF nos fibroblastos jovens e idosos tratados com LBI e
estimulou a migragdo celular’™s. E a irradiagdo com 1,5 e 3 J/lcm? aumentou a
migrag&o de células epiteliais em outro estudo’®.

Em outros estudos do grupo, a irradiagdo com LBI aumentou a proliferagao
celular e a expressdo génica de queratindcitos'’. Além disso, a irradiagdo com LBI
em fibroblastos, com doses de energia de 0,5 e 3 J/cm? resultou em aumento
significativo no metabolismo celular e com as doses de energia de 0,5, 1,5, 3, 5e 7
J/cm? promoveram um aumento no niumero de células, bem como na migragéo celular,

promovendo a bioestimulagéo de fibroblastos in vitro'%3, Além disso, em outro estudo,
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com LBI a 3 J/cm? ocorreu um aumento da viabilidade dos fibroblastos gengivais?® e
o estudo de Rech et al.’® (2021) mostrou que a FBM afeta positivamente a viabilidade
celular apés 3 irradiagbes, resultando em 9 J/cm? e com intervalo de 24 h'% E o
trabalho de Pansani et al.’® (2018) demonstrou que a FBM aumentou a proliferagdo
e a viabilidade dos fibroblastos gengivais e das células epiteliais, expostas ou ndo a
endotoxina com lipopolissacarideo, de uma maneira dependente do tempo (24, 48, 72
h). E que a FBM provocou biomodulagao, podendo diminuir a resposta inflamatoria do
tecido e acelerar a cicatrizagdo de feridas da mucosa oral'®%,

Entretanto apesar de se observar que esta terapia pode desempenhar
resultados satisfatérios, o complexo mecanismo biolégico da laserterapia ainda nao
foi completamente elucidado'®'. Com isso torna-se fundamental a maior compreensao
do mecanismo bioldgico envolvido, pois com essa elucidagéo poderia ser estabelecido
o melhor protocolo terapéutico para esta patologia.

3.4 Bioflavonodides

O tratamento e a prevencédo da mucosite oral utilizando agentes naturais tem
sido cada vez mais investigado por apresentarem um mecanismo de agao que pode
reduzir o estresse oxidativo, a inflamacgéo e infecgbes'®2. Alguns produtos naturais
podem promover efeitos significativos, como menor incidéncia e gravidade das lesdes,
bem como reducdo da sintomatologia para os pacientes em tratamento
radio/quimioterapico?.

E esses agentes naturais podem ser originarios de extratos brutos, fracdes
enriquecidas com componentes bioativos ou de compostos puros que derivam de
ervas'®®. E os seguintes produtos naturais sdo os mais descritos como possiveis
auxiliares nos tratamentos da MO: mel e derivados, camomila, propolis, aloe vera,
extrato de folha de oliveira, glycyrrhiza glabra, achillea millefolium, glicerina payayor,
extratos de raiz indigowood, extrato de zataria multifora, cravo da india, melago de
amoreira, extrato aquoso de glycyrrhiza, curcuma, pdlen de tamareira e quercetina.
Sendo o mais utilizado o mel, seguido de camomila e depois a propolis'®4.

Uma revisao sistematica da literatura foi realizada pelo grupo de estudos de
mucosite da MASCC/ISOOQO e foi realizado uma atualizagdo dos protocolos clinicos
referentes ao uso de agentes naturais e diversos para a prevencdo 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, probidticos e agentes
diversos'?”128_ Essa atualizag&o da diretriz MASCC/ISOO sugeriu a aplicagédo de mel,
combinado topicamente e sistemicamente, para a prevencdo de MO em pacientes
com cancer de cabecga e pescoco, tratados com radioterapia exclusiva ou associada
a quimioterapia’?”'?. Os autores encontraram numerosos produtos naturais e
fitoterapicos que estdo sendo estudados para o manejo da MO, entretanto eles
destacam que ainda é necessario a realizacdo de pesquisas adicionais para
esclarecer o seu potencial e com isso nova atualizac&o no futuro do protocolo utilizado
atualmente'?7.128,

E novas propostas terapéuticas naturais estdo sendo avaliadas para serem
incluidas no manejo da MO, incluindo a utilizagdo de polifensis?®. Os Polifendis s&o
abundantes micronutrientes em nossa dieta e compreendem uma variedade de
compostos bioativos presentes em vegetais, frutas, gréos e outros alimentos®®:65. Szo
divididos em diferuloilmetano, acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos), estilbenos, flavonoides (flavanois, flavonas, flavonois, flavanonas,
isoflavonas e antocianidinas) e taninos (hidrolisaveis e condensados, as
protoantocianidinas)®!. Entre os efeitos terapéuticos benéficos ja demonstrados dos
polifenois, de modo geral, estdo a sua agédo antioxidante3%*! e seu papel modulador
na sinalizagéo celular®'.

As proantocianidinas (PA) sdo os principais polifendis nas uvas, localizadas
principalmente em peles e sementes®. Olaku et al.?® (2015) realizaram uma revis&o
de literatura e verificaram que a aplicacao da PA isolada da semente de uva forneceu
resultados positivos em estudos pré-clinicos, sobre lesbes de mucosite radio e
quimioinduzidas. E que a melhora dos efeitos citotdxicos induzidos pelo tratamento
oncologico pode ter sido mediada pela agédo antioxidante da PA. Porém, segundo os
proprios autores, estudos controlados sao necessarios para determinar o real efeito e
aplicabilidade desta proposta terapéutica®.

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que estes compostos de PA
apresentam atividade antioxidante, anti-inflamatéria como importante inibidor de
metaloproteinases e antibacteriana, além de atividade anti-apoptética, resultando em
maior sobrevivéncia celular'®>167. Recentemente, um estudo demonstrou que a
aplicacao dos compostos de PA sobre os fibroblastos gengivais resultou em redugéo
da expresséao e sintese de MMPs e que é capaz de modular a resposta oxidativa e

inflamatoria 8.
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Além disso, a PA também apresenta um efeito bactericida’®'"° atuando
sinergisticamente com a redugao da resposta inflamatéria e modulagéo da atividade
colagenolitica e também poderia acelerar o reparo da mucosite, cujo desenvolvimento
e progresséao esta frequentemente associado as infec¢gées secundarias, bacterianas
e fungicas®®.

Outro composto natural que esta sendo investigado é a naringenina (NA). A NA
€ um polifendl da classe dos flavonoides, subclasse flavanona. As flavanonas sao
encontradas na alimentagdo humana em tomates e certas plantas aromaticas como a
horteld, mas estdo presentes em altas concentracdes apenas em frutas citricas, sendo
a hesperetina em laranjas, o eriodictiol em limdes e a naringenina esta mais presente
nas uvas®2. As flavanonas apresentam os mesmos efeitos benéficos a salde dos
polifendis, tais como a agéo antioxidante333* e efeito neuroprotetor por atravessar a
barreira hematoencefalica e reduzir o estresse oxidativo e a inflamacgao através da
inibicdo da ativagéo do fator nuclear NFkB'"".

E devido a suas diversas propriedades biologicas, a NA tem sido investigada
como um possivel tratamento para o novo coronavirus'’?. A atual pandemia do
coronavirus € um dos maiores desafios da medicina e da saude publica e o
gerenciamento desses pacientes € sobrecarregado pela falta de medicamentos que
dificultam a replicagcdo do SARS-CoV-2 sem efeitos colaterais, principalmente nos
estagios iniciais da infecgdo'’3. Tutunchi et al.'”? (2020) realizaram uma reviséo de
literatura para avaliar os efeitos promissores e 0os possiveis mecanismos de agao da
NA contra o novo coronavirus. Os autores sugeriram que a NA pode exercer efeitos
terapéuticos nesta patologia através da inibigdo da principal protease envolvida e da
reducao da atividade dos receptores da enzima conversora de angiotensina, além de
possuir acdo anti-inflamatdria e antiviral’”2.

Adicionalmente, a NA pode atuar por outras vias contra o novo coronavirus. Em
estudos anteriores'’#'76 foi demonstrado que durante o processo de infecgdo, a
replicacao do SARS-CoV-2 ocorre em compartimentos celulares especificos envoltos
por membranas, ocultos da imunidade inata, e que eventos de fusdo de membrana
sdo de importancia central para a replicagcao do virus. E que o trafico de virions para
os compartimentos lisossomicos e o processamento da proteina S por proteases
lisossébmicas sao necessarios para que ocorra a entrada produtiva. Sendo assim, ao

inibir os canais de dois poros endolisossomais, que sao criticamente importantes para
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a entrada de SARS-CoV-2 nas células, pode ocorrer o bloqueio da via intracelular do
virus, limitando a replicagéo viral'"3.

Clementi et al."”3 (2021) demonstraram que a atividade dos canais de dois
poros endolisossomais pode ser inibida pela NA, promovendo uma acgao antiviral para
o coronavirus. Além disso, por possuir atividade anti-inflamatéria, a NA pode aumentar
sinergicamente seu efeito antiviral in vivo, pois além de combater a infecgdo viral ela
poderia controlar a liberagcdo de citocinas que é tdo presente na tempestade de
citocinas ocasionada pelo novo corovavirus. Os autores sugerem que a NA pode estar
envolvida em uma nova estratégia farmacoldgica anti-CoV, altamente promissora para
profilaxia e como terapia eficiente e segura'”®. Apesar dos estudos demonstrando que
a NA pode ser uma estratégia de tratamento promissora contra o coronavirus, no
entanto, os efeitos benéficos da NA ainda precisam ser confirmados em ensaios
clinicos'?. Contudo, esses estudos recentes estdo reforcando o potencial de
utilizacdo da NA como tratamento em diversas patologias.

E além de seu poder antiviral, a NA apresenta atividade anti-inflamatoria em
diversas patologias3®'77.178 Essa agdo pode ocorrer pela capacidade da NA de
suprimir a producédo de citocinas inflamatorias através de mecanismos transcricionais
e pos-transcricionais (regulando a fungéo dos lisossomos), resultando na inibicdo da
secrecdo de TNF-a e IL-6 por macrofagos e células T'77-178, Sendo assim, estudos
demonstraram que a naringenina apresenta efeitos protetores sobre a saude como
antioxidante3334, anti-hiperglicémico®, anticarcinogénico®® e antidepressivo®’.

A NA também demonstrou ser efetiva na regulagdo da atividade de MMPs3%40,
E esse mecanismo de atuagao foi observado em diversas patologias. No estudo de
Kapoor et al.’”® (2019) a NA inibiu a invasdo de células endometriais, reduzindo a
expressdo de MMP-2 e MMP-9 em cultura primaria in vitro'”°. Singh et al.’® (2020)
avaliaram o impacto do tratamento com NA na neuropatica diabética em ratos,
considerando os mediadores envolvidos na etiopatogénese desta condigdo. E
observaram que a NA foi capaz de modular a MMP-9'8  Chen et al.’" (2019)
avaliaram se a NA pode atuar na inibicado da migracéo do glioblastoma para bexiga e
pulm&o via modulagao das atividades de MMP-2 e/ou MMP-9. E eles verificaram que
a MMP-2 e a MMP-9 foram reguladas negativamente apds o tratamento'®'. E outros
estudos verificaram que a NA pode reduzir a expressdo de MMP-2182-184 ¢ MMP-
9183184 Porém no estudo de Hernandez-Aquino et al.'8® (2017), a administragédo de
NA foi associada com atividade normal de MMP-2 e MMP-9 e foi sugerido que os
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efeitos anti-inflamatorios, antinecréticos e antifibréticos da NA estao relacionados com
a sua capacidade de prevenir a ativagdo do NF-kB'85. Todavia, mais estudos sdo
necessarios para avaliar esta nova terapéutica e seu mecanismo de agao nas MMPs.

E embora atualmente haja varios trabalhos relatando diversos efeitos da NA
em diversas patologias, a maioria desses estudos s&o in vitro. A NA ja foi aprovada
para ser utilizada nos ensaios clinicos como um novo medicamento de primeira classe
inclusive pela China Food and Drug Administration, devido a sua eficacia e baixa
toxicidade. E a NA se demonstrou uma candidata promissora para as aplicacdes
clinicas'®®, E ja foi relatado que em humanos saudaveis, a ingestéo de doses de 150
a 900 mg de NA é segura em adultos saudaveis, e as concentragdes séricas sé&o
proporcionais a dose administrada, sem toxicidade relevante e com efeito
fisiologico®’.

Salehi et al.’® (2019) realizaram uma revisao de literatura sobre o potencial
terapéutico da NA em ensaios clinicos. Os autores destacaram que ainda existem
poucos estudos sobre o uso da NA como molécula terapéutica. Além disso, foi
destacado que os poucos dados existentes devem ser urgentemente expandidos para
melhor compreender o mecanismo de agdo da NA em situagdes patologicas ou
fisiologicas. E que o numero escasso de estudos clinicos realizado até o momento
compromete a sua exploragdo comercial'®,

Entretanto, esses compostos podem apresentar diferentes formulacgdes,
dependendo da fonte, condicdo de cultivo, clima e forma de extracido*' e essas
variagdes em sua composi¢cao podem dificultar a sua aplicacdo terapéutica. Desta
forma, a selecado de um derivado bioativo sintético presente neste composto natural
pode oferecer resultados mais representativos?.

Assim, dada a importancia da rapida resolucio das lesdes de mucosite para a
qualidade de vida dos pacientes oncoldgicos ou ainda da inibicdo destes eventos, a
avaliacdo de novas estratégias terapéuticas, utilizando substancias sintéticas
derivadas de compostos naturais podera resultar em novas estratégias terapéuticas,
sem prejuizo para o tratamento oncolégico e afetando positivamente a qualidade de
vida dos pacientes. Desta forma, a aplicacdo destes compostos sobre lesbes de
mucosite oral poderia reduzir a resposta inflamatéria local, que poderia também
resultar em diminui¢do da sintomatologia dolorosa, bem como a sintese e atividade
de metaloproteinases, reduzindo a degradagéo tecidual e acelerando o processo de
reparo.
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4 MATERIAIS E METODOS

As etapas para a execugao desta pesquisa estdo descritas a seguir:

4.1 Isolamento e Cultura de Fibroblastos Gengivais

Cultura primaria de fibroblastos gengivais humanos (HGF) foi obtida de uma
amostra de tecido gengival de uma doadora voluntaria saudavel, de 24 anos de idade,
do género feminino, que ndo era fumante, ausente de doenga periodontal e de
doengas sistémicas e tampouco usuaria de medicamentos que poderiam interferir nos
resultados da pesquisa, como anti-convulsivantes e anti-hipertensivos. Estas
informagdes foram obtidas através de cuidadosa anamnese e avaliagdo clinica.

A coleta do tecido foi realizada durante procedimento de extragcao de terceiros
molares inclusos'®®, a partir da aprovagéo do protocolo de pesquisa pelo Comité de
Etica 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, Suiga), previamente identificado, contendo
meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Gibco, Carlsbad, CA,
EUA) sem soro fetal bovino (SFB), contendo solugdo antibiotica/antimicotica (10.000
unidades/mL de penicillina, 10.000 pg/mL de estreptomicina, e 25 pg/mL de
Fungizone® - Gibco) e foi manipulado em ambiente estéril, dentro de uma capela de
fluxo laminar vertical'®.

O tecido foi fragmentado com uma I&mina 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 digestdo enzimatica (Figura 1). Para o isolamento dos
HGF foi utilizada colagenase tipo | (Worthington Biochemial Corp, Lakewood, NJ,
EUA) apos filtragem, na concentragdo de 3 mg/mL em 3 mL de DMEM sem SFB, por
24 horas em incubadora a 37 °C com 5% de CO2 (Isotemp Fisher Scientific, Pittsburgh,
PA, EUA)'3.154,

ApOs este periodo, 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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Centrifuga 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 cm? (TPP).

As culturas foram mantidas em incubadora até que as células atingissem
confluéncia de 80%, com trocas de meio a cada 3 dias e o crescimento celular avaliado
a cada 24 h. Apos confluéncia, 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 obtengao da cultura primaria de HGF

Realizagédo da filtragem da enzima colagenase tipo | para a execugao do isolamento por
digestao enzimatica (Figura 1a). O tecido gengival removido foi fragmentado com uma lamina
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 apds o periodo de incubacgéo
(microscopio de luz invertido — 10X) (Figura 1d).

Fonte: Arquivo pessoal.

4.2 Estudo 1

Foi realizado um estudo preliminar para selecionar os parametros da FBM a
serem aplicados sobre as células capazes de modular a resposta dos fibroblastos

quanto a sintese 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 10° células por compartimento, em meio de cultura DMEM,

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) por 24 horas.
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O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foi utilizado como controle positivo para
inducéo da sintese de MMPs por HGF. Apds 3 h da aplicagao de solugcdo de TNF-a
(100 ng/mL) foi realizada a FBM. E ap6s 3 h da aplicacéo da LBI o extrato foi coletado
para analise da sintese de MMP-2 (Figura 2). Os periodos selecionados para a

exposicdo e coleta dos resultados foram selecionados a partir de estudo prévio'°.

Figura 2 - Esquema representativo do delineamento experimental do estudo 1

Protocolos
Experimentais

24 horas 3 horas 3 horas
| J
1x10° TNF-a LBI MTT
células/compartimento (100 ng/mL) em doses ELISA
(DMEM+10% SFB) variadas

Fonte: Elaboragao propria.

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 Optica do Centro de Pesquisa
em Optica e Fotdnica, do Instituto de Fisica de Sdo Carlos, da Universidade de Sao
Paulo, sob orientagdo do Prof. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato para padronizagéo dos

parametros de irradiagdo com LBl em estudos in vitro'®.
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Séo utilizados 12 lasers de diodo do tipo InGaAsP (arseneto de indio galio 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 disposi¢édo dos
diodos evita a sobreposig¢éo da irradiagdo para outros compartimentos'®.

Cada irradiacao foi feita a uma distancia padronizada das células em cultura
(2,5 cm), sendo que lentes especificas direcionaram o feixe de luz de tal maneira a
irradiar toda base de cada compartimento onde as células foram cultivadas. Assim, a
area irradiada corresponde a area de cada compartimento da placa de 24
compartimentos (2,0 cm?), o que permite reduzir o tempo gasto para irradiar as células
por irradiar todo o pogo da placa simultaneamente, além da garantia de padronizagao
dos resultados'°,

Os parametros utilizados foram 780 nm, 0,025 W, variando o tempo para se
obter densidades de energia diferentes (40 s para 0,5 J/cm?; 160 s para 2 J/cm?; 320

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

Tabela 1 - Parametros da FBM estabelecidos para o estudo 1

Poténcia Comprimento Densic!ade de Distancia Are_a dg Tempo de
(W) de onda Energia gDE) (cm) Irradlazgao acordo com
(nm) (J/em?) (cm?) DE (s)
0,025 780 - 2,5 2,0 -
0,025 780 0,5 Jlcm? 2,5 2,0 40 s
0,025 780 2 Jlem? 2,5 2,0 160 s
0,025 780 4 Jlem? 2,5 2,0 320 s

Fonte: Elaboragao propria.

As terapias propostas foram executadas de acordo com o0s grupos

experimentais (N=6 em duplicata) demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Definigdo dos grupos experimentais do estudo 1

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

Fonte: Elaboragao propria.

4.2.2 Avaliacao da viabilidade celular (MTT)

A analise da viabilidade celular foi realizada por meio do ensaio colorimétrico
de metiltetrazolium (MTT) (Figura 4)'31°1, Este método determina a atividade
respiratoria 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 succinica. Esta clivagem, por sua vez, da origem ao cristal de
formazan. A quantidade de cristais de formazan determina a atividade respiratéria das
células, a qual corresponde a taxa de viabilidade celular.

Figura 4 - Esquema representativo da andlise da viabilidade celular realizada por meio do
ensaio de MTT

;\ 5 0% | )
. o4 % SynergyHl_ | [
N % . | ’
2 o j
Cristal de —
formazan
| 3 horas l Incubar por 4 horas a 37°C l
Execugao do Solugdo de MTT- Solugéo de Aliquotas de 100 pL Avaliagdo da
protocolo Metiltetrazolium isopropanol acidificado de cada pogo foram absorbancia a 570 nm
experimental (Sigma-Aldrich, EUA) a 0,04 N para removidas e em espectrofotdmetro
solubilizar os cristais colocadas em uma (Synergy H1 Hybrid Multi-
Mode Microplate Reader —
de formazan. placa com 96 pogos Biotek, USA)
(Costar Corp., Cambridge,
Coleta dos extratos para a MA, EUA).

avaliagdo da sintese de MMP-2.

Fonte: Elaboragao propria.

Apo6s 3 h da irradiagdo com o laser, o extrato foi separado e congelado para a
realizacdo do ELISA. E sobre os pocgos foi aplicada 500 uyL de solugdo de MTT-
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Metiltetrazolium (Sigma-Aldrich, EUA). As células imersas nesta solugdo foram
incubadas por 4 horas a 37 °C. Durante esse periodo observou-se a formacao dos
cristais de formazan. Em seguida, o meio com a solugdo de MTT foi aspirado, e cada
compartimento recebeu 500 UL de solucdo de isopropanol acidificado a 0,04 N para
solubilizar os cristais formados, gerando uma solugdo homogénea. Em seguida
aliquotas de 100 pyL de cada compartimento foram removidas e colocadas em uma
placa de 96 pogos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA). A viabilidade celular foi
determinada por meio da avaliagado da absorbancia a 570 nm em espectrofotémetro
(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 Avaliacao da sintese de MMP-2

A avaliagdo da sintese de MMP-2 foi realizada por meio do imunoensaio ELISA
(Enzyme linked Immunosorbent Assay), baseado em reagdo antigeno-anticorpo, a
qual foi realizada seguindo as recomendacdes do fabricante (R&D Systems, EUA,
Minneapolis MN, EUA). Apés 3 h da aplicagdo da LBI o extrato foi coletado para
analise da sintese de MMP-2.

Em uma placa de 96 pogos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA) foi realizada a
incubacg&o do anticorpo primario por 8 horas e em temperatura ambiente. Decorrido
este periodo, a placa foi submetida a lavagens, bloqueio com Albumina de soro bovino
(BSA), seguido de incubagdo por 1 hora, adigdo das amostras e incubagao por 2
horas. Apds este periodo, foi adicionado o anticorpo secundario, que tem por objetivo
identificar a ligagdo da proteina alvo com o anticorpo primario especifico para a
proteina alvo. Em seguida, a reacdo foi detectada por meio de solugédo de
estreptavidina/peroxidase e a expressao proteica foi determinada pela analise da
absorbancia das amostras a 450 nm, em espectrofotometro (Synergy H1, Biotek)
(Figura 5). A concentracédo de MMP-2 foi calculada através de uma curva padrao,

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

Aplicagédo do anticorpo primario Aplicagdo da amostra seguida de anticopro secundario Andlise da
e incubagao overnight e substrato absorbancia a 450 nm

Fonte: Elaboragao propria.
4.3 Estudo 2

Um segundo estudo foi realizado para avaliar o potencial sinérgico da FBM com
LBl e da NA na modulacdo da sintese de mediadores inflamatérios por HGF, bem
como sobre fungdes 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 10° 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
producdo de MMPs e IL-6, por 3 h, seguido da aplicagdo da FBM com LBI e/ou
aplicacéo da NA, na concentracdo de 10 pg/mL (Figura 6).

Essa concentracdo de NA foi selecionada a partir de dados preliminares do
grupo, que resultaram em citocompatibilidade e regulagao da sintese de IL-6 e MMPs
por HGF'%®, sendo que a NA utilizada foi sintética (95% naringenina, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA, lote #BCBR3619). Por ndo ser facilmente dissolvida em meio de
cultura, a NA foi inicialmente dissolvida em dimetilsulféxido — DMSO (Sigma-Aldrich,
lote #SHBB3758V). A partir da solugdo estoque de NA a 5% (massa/volume) ou
50.000 pg/mL foi realizada uma diluigdo utilizando meio de cultura DMEM sem SFB
para chegar na concentragao de 0,001% (massa/volume) ou 10 ug/mL.
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A aplicacdo da NA foi realizada antes da fotobiomodulagao e a NA permaneceu
em contato com as células até a realizacdo dos testes. Apds a realizagcdo destes

tratamentos, foram executados os protocolos experimentais.

Figura 6 - Esquema representativo do delineamento experimental do estudo 2

e X

Protocolos
Experimentais

| 24 horas | 3 horas | |
1x105 TNF-a FBM2
células/compartimento (100 ng/mL) (4 Jiem?)
(DMEM+10% SFB) NA
(10 pg/mL)

Fonte: Elaboragao propria.

A FBM com LBI foi realizada utilizando o dispositivo LaserTABLE (Figura 3). Os
parémetros utilizados foram 780 nm, 25 mW, e a densidade de energia utilizada foi 4
Jicm?e 320 s, que foi definido no estudo 1.

As terapias propostas foram executadas de acordo com o0s grupos

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

Tabela 3 - Definigdo 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

+ 1 4+ 1 4
1
+ + + +

+
+

Fonte: Elaboragao propria.
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4.3.2 Avaliacao da proliferagao celular

ApOs 24 horas dos diferentes tratamentos, uma solugéo de 10% de PrestoBlue
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) em DMEM livre de SFB foi adicionada
sobre as células seguido de incubagéo por 1 h 37°C e 5% de CO.. Apds a formagéo
do indicador fluorimétrico, aliquotas de 100 yL de cada pog¢o foram removidas e
colocadas em uma placa com 96 pogos (TPP). Foi realizada a determinagao da
intensidade de fluorescéncia da solugdo, por meio de fluorimetro (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 analise da proliferagéo celular realizada por meio do
ensaio de PrestoBlue

| 24 horas 1
Execugéo do Aplicagdo do reagente Formagé&o do indicador Andlise da intensidade
protocolo PrestoBlue fluorimétrico e aliquotas de de fluorescéncia
experimental 100 pL de cada pogo foram 560 nm/590 nm
removidas e colocadas em (Synergy H1 Hybrid Multi-
uma placa com 96 pogos Mode Microplate Reader —

(Costar Corp., Cambridge, MA, EUA). Biotek, USA).

Fonte: Elaboragao propria.

E o ensaio de PrestoBlue avalia a proliferacdo celular por meio da conversao
do reagente resazurina em resorufina, que resulta em uma mudangca de cor

pronunciada, diretamente proporcional ao metabolismo mitocondrial.
4.3.3 Avaliagao da migragao celular
A migragéao celular foi determinada por meio do ensaio de cicatrizagao in vitro,

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

cultivadas.
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Apés o cultivo celular, foi confeccionada uma “ferida” na area central do
compartimento, utilizando uma ponteira de 5 mL. Em seguida, foram aplicados os
tratamentos propostos para cada grupo experimental. Para avaliagdo da migragéo,
apos 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 estereoscépica
(50x) (Olympus BX51, Miami, FL, EUA) equipada com caémera (Olympus C5060,
Miami, FL, EUA) (Figura 8), seguidas de mensuragao dessas imagens (Figura 9)
através do Software Image J (Wayne Rasband, National Institute of Mental Health,
NIH, Bethesda, MD, EUA) e tabulagao dos resultados. A migragao foi determinada por
meio da analise da area da ferida, que foi menor para aqueles grupos que

apresentaram maior migragao central, em comparagdo com o grupo controle negativo.

Figura 8 - Esquema representativo da andlise da migracdo celular realizada por meio do
ensaio de cicatrizac¢ao in vitro

| 24 horas | 3 horas | 21 horas | |
1x105 FERIDA + FBM Fixar em etanol Fotomicrograﬁ'a em
células/compartimento TNF-a (100 ng/mL) (4 Jlcm?) 70%por1h e lupa ester.eoscoplca,
(DMEM+10% SFB) NA corar com violeta seguida de
10 ua/mL cristal 0,1% por mensu_ragéo da area
(10 pg/mL) 15 min da ferida (Image J)

Fonte: Elaboragao propria.

Figura 9 - Mensuracao da area da ferida

Mensuragdo da
drea da ferida

g|

Software \, )
Image J I < area
3 > migragio

Tabulagdo
dos
resultados

Fonte: Elaboragao propria.
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4.3.4 Avaliagao da sintese de MMP-2, IL-6 e TIMP-1

A avaliagdo da sintese de MMP-2, IL-6 e TIMP-1 foi realizada por meio de
imunoensaio ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay), baseado em reacao
antigeno-anticorpo, seguindo as recomendacdes do fabricante (R&D Systems, EUA,
Minneapolis MN, EUA) (Figura 5).

Apos os diferentes tratamentos, a sintese de MMP-2 e IL-6 foi avaliada
respectivamente apos 6, 12 horas da exposicdo ao TNF-a e a sintese de TIMP-1, apos
24 horas da exposicao ao TNF-a. Estes periodos de avaliacdo foram definidos com

base em estudo anterior®”:192,

4.3.5 Analise da atividade gelatinolitica (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 dissolugdo de uma matriz gelatinosa por enzimas produzidas
pelas células semeadas. Apds os tratamentos experimentais, um substrato gelatinoso
foi aplicado em cada amostra e a enzima protease presente nas amostras realiza a
hidrolise da gelatina, promovendo a liberagdo da fluoresceina, um corante
fluorescente verde, que é detectada por um microscopio de fluorescéncia’®.

Para este experimento, as células foram semeadas sobre Ilaminulas,
descontaminadas em alcool 70% por 24 h (Figura 10), que foram posicionadas
individualmente dentro de cada pogo da placa de 24 compartimentos (TPP). Apos 21
h da realizag&o dos tratamentos propostos para cada grupo experimental, o protocolo
de zimografia in situ foi realizado.

O substrato gelatinoso (EnzChek) foi diluido em tampao de diluicdo 1:8 (NaCl
150 nM, CaClz2 5 mM, Tris-HCI 50 nM, pH 8). A solug&o de gelatina foi preparada por
meio da mistura de 10 yL da solugdo estoque de gelatina, 80 yL de tampao de diluicdo
e 10 yL de anti-fade.

Em seguida, 100 pyL da solugdo gelatinosa contendo fluoresceina foram
aplicados sobre as células previamente cultivadas e expostas aos tratamentos
propostos, que foram armazenados em estufa a 37 °C em 100% de umidade, na

auséncia de luz.
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Apos o periodo de 1 hora, as amostras foram marcadas com um intercalante
de DNA (Hoechst - Invitrogen) para identificagdo nuclear. Para essa marcacgéo, a
sonda fluorescente foi preparada na concentracdo de 1:5000 em PBS 1X e entao
adicionada as amostras.

Em seguida, as amostras foram avaliadas em microscépio de fluorescéncia
(498 nm e 530 nm) (Leica DM6000, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e
fotomicrografias de cada amostra foram obtidas e analisadas para possibilitar a
determinacao da degradacgéo da gelatina, ao promover a liberagéo de fluoresceina e

indicando a atividade de enzimas gelatinoliticas/colagenoliticas.

Figura 10 - Esquema representativo da analise atividade gelatinolitica realizada por meio da
técnica de zimografia in situ

l 24 horas | 3horas | 21 horas | 1 hora | |
1x10% FBM Preparagao do Avaliagdo em Obtengéo e
células/compartimento TNF-o 2 substrato gelatinoso microscopio de analise das
(DMEM+10% SFB) (100 ng/mL.) (4 Jiem?) (EnzChek ®) e da fluorescéncia imagens
semeadas sobre laminulas o D'\SAE;A NA solugdo de gelatina para (498 nm e 530 nm) de cada
descontaminadas sem (10 pg/mL) zimografia in situ (Molecular ~ (Leica DM600O, Leica amostra
Probes, Eugene, OR, EUA) Microsystems, Wetzlar,

Alemanha)

Fonte: Elaboragao propria.

4.4 Analise dos Dados

Os dados foram submetidos a analise de normalidade e homocedasticidade
(Shapiro-Wilk; Levene) para selegcdo dos testes estatisticos adequados. Sendo
observada distribuigdo normal e homocedasticidade, estes foram analisados por meio
de testes paramétricos ANOVA (Analise de variancia) a um critério fixo
complementado por Tukey. Os resultados da atividade gelatinolitica foram avaliados
qualitativamente e apresentados de forma descritiva. Todas as inferéncias estatisticas

foram feitas considerando nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Nesta sessdo 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

necessaria para modular a sintese de MMP-2 estdo dispostos a seguir:
5.1.1 Avaliagao da viabilidade celular (MTT)

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo da viabilidade celular dos HGF
submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de MTT, estdo apresentados

na Figura 11.

Figura 11 - Viabilidade dos HGF expostos ao TNF-q, associado ou ndo a FBM, em diferentes
doses de energia
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Grupos identificados com simbolos distintos s&o estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05).
Fonte: Elaboragao propria.

Viabilidade celular (%)
@ 2
L [ [
_| *
o _| *
o _| 3
: —

De acordo com os resultados obtidos, a exposicdo dos HFG ao TNF-a nao
afetou a viabilidade destas células em cultura (p>0,05). A terapia com FBM 0,5 J/cm?
associada ou ngo ao TNF-a e com FBM 2 J/cm? associada ao TNF-a nZo afetou a
viabilidade celular (p>0,05). Ja a terapia com FBM 2 J/cm? aumentou a viabilidade dos
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HFG em relagdo ao controle negativo (p<0,05). A terapia com FBM 4 J/cm? aumentou
significativamente a viabilidade dos HFG na presenca ou auséncia de TNF-a em

relacdo ao controle negativo (p<0,05).

5.1.2 Analise da sintese de MMP-2

Os resultados obtidos a partir da analise da sintese de MMP-2 dos HGF
submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de ELISA, estdo

apresentados na Figura 12.

Figura 12 - Sintese de MMP-2 por HGF expostos ao TNF-a, associado ou ndo a FBM,
em diferentes doses de energia
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Grupos identificados com simbolos distintos séo estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05).
Fonte: Elaboragao propria.
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De acordo com os resultados obtidos, a exposicdo dos HGF ao TNF-a
promoveu aumento significativo da sintese de MMP-2 em relag&o ao controle negativo
(p<0,05). Os grupos tratados com FBM 0,5 J/cm? associada ou ndo ao TNF-a
apresentaram sintese de MMP-2 estatisticamente semelhante ao controle negativo
(p>0,05). Os grupos tratados com FBM 2 J/cm? e 4 J/cm? associada ou ndo ao TNF-a
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apresentaram diminuigao significativa da sintese de MMP-2 em relagéo ao controle
negativo (p<0,05).

Sendo assim, apos a realizagdo do estudo 1, a densidade de 4 J/cm? foi
selecionada para avaliagao do seu potencial de modulagao da resposta das células

da mucosa oral, associada ou n&o 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 modulacgéo da sintese e atividade de MMPS por HGF, bem como
sobre fungdes celulares relacionadas ao processo de reparo tecidual estao dispostos

a segquir:
5.2.1 Andlise da proliferagao celular

Os resultados obtidos a partir da analise da proliferacdo celular dos HGF
submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de PrestoBlue, estdo

apresentados na Figura 13.

Figura 13 - Proliferagéo celular de HGF expostos ou ndo ao TNF-a, associado ou ndo a FBM
(4 Jlem?) e NA
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Grupos identificados com simbolos distintos s&o estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05).
Fonte: Elaboragao propria.



63

De acordo com os resultados obtidos, a exposicao dos HFG ao TNF-a reduziu
significativamente a proliferagdo destas células em cultura (p<0,05). A terapia com
FBM nao afetou a proliferagéo celular (p>0,05) e o uso isolado da NA também nao
influenciou a proliferagéao celular (p>0,05). A combinagdo de FBM+NA aumentou a

proliferagcao dos HFG na presenga ou auséncia de TNF-a (p<0,05).

5.2.2 Andlise da migracao celular

Os resultados obtidos a partir da analise quantitativa da migragao celular dos
HGF submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de cicatrizacao in vitro,

estdo apresentados na Figura 14.

Figura 14 - Analise quantitativa da migragéao celular de HGF expostos ou ndo ao TNF-q,
associado ou néo a FBM (4 J/cm?) e NA
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Grupos identificados com simbolos distintos s&o estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05).
Fonte: Elaboragao propria.

De acordo com os resultados obtidos, as células expostas ao TNF-a e a NA de
forma isolada ou associada apresentaram area da ferida estatisticamente semelhante
ao controle negativo (p>0,05), portanto, esses tratamentos ndo afetaram a migragcao
destas células em cultura. A FBM e a associacdo da FBM+NA ambas na auséncia ou
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na presencga de TNF-a promoveram aumento da migragao dos HFG, pois promoveram
diminuigao significativa da area da ferida em relagdo ao controle negativo (p<0,05),
porém a FBM+NA com ou sem TNF-a promoveu um resultado mais efetivo.

Os resultados obtidos a partir da analise qualitativa da migragao celular dos
HGF submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de cicatrizacao in vitro,
estdo apresentados na Figura 15. E as imagens corroboram os dados quantitativos
obtidos.

Figura 15 - Analise qualitativa da migragdo celular de HGF expostos ou ndo ao TNF-q,
associado ou néo a FBM (4 J/cm?) e NA
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TNF/NA

TNF/FBM

| TNF/NA/FBM

Fonte: Elaboragao propria.
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5.2.3 Analise da sintese de MMP-2

Os resultados obtidos a partir da analise da sintese de MMP-2 dos HGF
submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de ELISA, estao
apresentados na Figura 16.

Figura 16 - Sintese de MMP-2 por HGF expostos ou ndo ao TNF- a, associado ou ndo a FBM
(4 Jlem?) e NA
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Grupos identificados com simbolos distintos s&o estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05).
Fonte: Elaboragao propria.

De acordo com os resultados obtidos, o tratamento com TNF-a aumentou
significativamente a sintese de MMP-2 isoladamente ou na presenga da terapia com
FBM (p<0,05). A terapia com FBM ou NA promoveu sintese de MMP-2 similar ao
controle negativo (p>0,05). E a associacao de FBM+NA na presenca ou auséncia de
TNF-a promoveu sintese de MMP-2 também similar ao controle negativo (p>0,05).
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5.2.4 Analise da sintese de IL-6

Os resultados obtidos a partir da analise da sintese de IL-6 dos HGF
submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de ELISA, estdo
apresentados na Figura 17.

Figura 17 - Sintese de IL-6 por HGF expostos ou néo ao TNF-a, associado ou ndo a FBM
(4 Jlem?) e NA
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Grupos identificados com simbolos distintos s&o estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05).
Fonte: Elaboragao propria.

De acordo com os resultados obtidos, o tratamento com TNF-a aumentou
significativamente a sintese de IL-6 em relagdo ao controle negativo (p<0,05). A
terapia com NA promoveu reducédo significativa da sintese de IL-6 em relagdo ao
controle negativo (p<0,05). Os grupos tratados com FBM e NA+FBM apresentaram
sintese de IL-6 estatisticamente semelhante ao controle negativo (p>0,05). Os grupos
tratados com NA, FBM e NA+FBM na presenca ou auséncia de TNF-a apresentaram
reducdo significativa da sintese de IL-6 em relagdo ao controle positivo (TNF-a)
(p>0,05).
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5.2.5 Analise da sintese de TIMP-1

Os resultados obtidos a partir da analise da sintese de TIMP-1 dos HGF
submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de ELISA, estao
apresentados na Figura 18.

Figura 18 - Sintese de TIMP-1 por HGF expostos ou ndo ao TNF-a, associado ou ndo a FBM
(4 Jlem?) e NA
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Grupos identificados com simbolos distintos séo estatisticamente diferentes (Tukey, p<0,05).
Fonte: Elaboragao propria.

De acordo com os resultados obtidos, o tratamento com TNF-a reduziu a
sintese de TIMP-1 em relagao ao controle negativo (p<0,05). Os grupos tratados com
NA, NA+FBM e TNF+NA+FBM apresentaram sintese de TIMP-1 estatisticamente
semelhante ao controle negativo (p>0,05). As terapias com NA+TNF, FBM e
FBM+TNF promoveram reducdo da sintese de TIMP-1 em relacdo ao controle
negativo (p<0,05).
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5.2.6 Analise da atividade gelatinolitica
Os resultados obtidos a partir da analise da atividade gelatinolitica dos HGF
submetidos ao protocolo experimental, através do ensaio de zimografia in situ, estao

apresentados na Figura 19 em aumento de 10X e na Figura 20 em aumento de 20X.

Figura 19 - Atividade gelatinolitica dos HGF em aumento de 10X

C- TNF NA TNF + NA

FBM TNF + FBM FBM + NA TNF + FBM + NA
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FBM TNF + FBM
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Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 20 - Atividade gelatinolitica dos HGF em aumento de 20X

NA TNF + NA

FBM TNF + FBM

FBM + NA

TNF + FBM + NA

I

TNF + NA

FBM TNF + FBM FBM + NA TNF + FBM + NA

Nucleo

Fonte: Elaboragao propria.

De acordo com os resultados obtidos, o tratamento com TNF-a promoveu a
maior intensidade de fluorescéncia entre todos os grupos, indicando maior atividade
de enzimas gelatinoliticas produzidas pelos HGF.

A FBM ou NA isolada ou associada (FBM+NA) na presenga ou auséncia de
TNF-a, promoveu menor intensidade de fluorescéncia, indicando modulagdo da
atividade gelatinolitica induzida por essas terapias.
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6 DISCUSSAO

A mucosite oral € uma das principais complica¢gdes agudas da quimioterapia ou
da radioterapia de cabega e pescogo, cuja incidéncia e severidade podem resultar em
interrupcdes e atrasos no tratamento oncolégico, impactando a qualidade de vida e
sobrevida destes pacientes’356, Apesar dos protocolos atualmente propostos, o
tratamento desta condicdo ainda nao esta bem estabelecido, sendo fundamental a
avaliacado de novas estratégias terapéuticas que acelerem o processo de reparo dos
tecidos orais.

Um grande numero de estudos ja comprovou os efeitos positivos da FBM com
laser de baixa intensidade na proliferagdo e migragao celulares, bem como na
modulagdo negativa de mediadores inflamatérios relacionados a etiopatogenese da
mucosite oral136.142,144,146-152,154,158-160  Egteg efeitos também foram demonstrados em
estudos em modelo animal e clinicos'%'4°, Visando apresentar novas propostas
terapéuticas, que possam auxiliar no reparo dos tecidos orais, os bioflavonoides tém
apresentado efeitos positivos na proliferacdo de células da mucosa oral, bem como
na modulagdo de mediadores inflamatorios e MMPg38-40.171,177-184

A partir destes achados, este estudo avaliou o potencial sinérgico da FBM com
LBI e da naringenina na modulag&o da sintese e atividade mediadores inflamatorios
por HGF, bem como sobre fungdes celulares relacionadas ao processo de reparo
tecidual. A hipotese de que a associacao dessas terapias na presenca de TNF-a pode
favorecer a aceleracao do reparo tecidual foi aceita.

Considerando que diversos autores ja evidenciaram os efeitos da FBM e outros
protocolos propostos para o tratamento e controle das lesées de mucosite oral, este
projeto visou evidenciar a regulagdo das terapias propostas sobre a sintese de
metaloproteinases da matriz, sendo que o aumento da concentragao local de MMPs
ja foi relatado em lesdes de mucosite oral'#-16 e também esta diretamente relacionado
a manutencdo da fase inflamatéria e ao atraso do processo de reparo
tecidua|9,10,17,18,71-74_

Os resultados do primeiro estudo, cujo objetivo foi determinado em selecionar
uma densidade de energia de FBM que fosse capaz de modular a sintese de MMP-2,
demonstrou que a FBM, na densidade de energia de 4 J/cm?, associada ou ndo ao
TNF-a, foi efetiva nesta modulagdo (Figura 12). A aplicagdo 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 ja foi
demonstrado nos estudos de Basso et al.?> em 2016, Pansani et al.’® em 2018 e Rech
et al.’% em 2021. Sendo esta uma resposta importante a ser avaliada quando se
almeja a biomodulagéo tecidual'®®. Assim, este parametro foi selecionado para as
analises subsequentes.

O processo de reparo tecidual € composto por fases distintas, iniciadas a partir
da injuria tecidual, que sdo descritas como fases de hemostasia, inflamatodria, de
proliferagdo e migragao celular e remodelagdo tecidual®'?3. Portanto, ao considerar o
estimulo do reparo das lesbes de mucosite oral, além da importancia da modulagao
da resposta inflamatoria, também € necessario avaliar as fungcdes de proliferacdo e
migracgao celular, pois eventos que resultem na reativagcédo da fase inflamatodria, como
ocorre nas lesdes de mucosite, podem reduzir a capacidade proliferativa e migratoria,
contribuindo também com o atraso do reparo tecidual®®3. Por outro lado, terapias que
associem a modulagdo negativa da fase inflamatoria e a estimulagédo da proliferagéo
e migracgao celular podem acelerar a cicatrizagéo tecidual®.

Neste trabalho, a analise da proliferacdo celular dos HGF submetidos ao
protocolo experimental, através do ensaio de PrestoBlue, demonstrou que a
combinacao de FBM+NA aumentou a proliferagao dos HFG na presenca ou auséncia
de TNF-a (p<0,05). A avaliacdo da migragédo destas células apds os tratamentos de
associagao propostos, também evidenciou um aumento da migracdo dos HGF na
auséncia ou na presenga de TNF-a, pois promoveram diminui¢ao significativa da area
da ferida em relagdo ao controle negativo (p<0,05).

Estudos anteriores demonstraram que a FBM pode estimular a
migrag&o'36:153.1%6 g g proliferagao de fibroblastos gengivais?5:26134.136,142,144,146-148,158 g
também a proliferagéo celular e a expressdo génica de queratindcitos'®”. Os efeitos
positivos da naringenina e outros bioflavonoides sobre a migracdo e a proliferagao
celular também ja foram apresentados'7%.181,

O desenvolvimento e a severidade da mucosite oral também esta relacionada
com o aumento da expressao de citocinas proé-inflamatoérias, como TNF-a, IL-1[3, IL-8
e IL-610-11.147582 Dentre elas, a IL-6 atua como mediador essencial na patogénese da
mucosite oral®1926.71.74 ' criando um feedback positivo sobre a reagdo inflamatoria local
e exacerbando o desequilibrio da matriz extracelular, causando destruic&o tecidual na

evolugdo da mucosite oral™® e podendo atrasar o reparo das lesbes?®. Porém, assim
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como o TNF-a, seu envolvimento completo na patogénese ainda permanece
desconhecido'0:88,

Estudos anteriores demonstraram que a FBM promoveu um efeito
biomodulador benéfico sobre a expressao de citocinas inflamatorias relacionadas a
mucosite oral por fibroblastos gengivais humanos, inclusive na redugao da expressao
de IL-6'31%41%9  Além disso, os efeitos da naringenina na modulagdo de citocinas
inflamatorias também ja foi demonstrado, resultando na inibicdo da secregéo de TNF-
aelL-6"'77178 A analise da sintese de IL-6 deste estudo foi realizada através do ensaio
de ELISA. De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar a redugao
significativa da sintese de |IL-6 em relag&o ao controle positivo ao realizar a associagéo
das terapias, na presenca ou auséncia de TNF-a (Figura 17).

As MMPs desempenham um papel fundamental na fisiologia normal do tecido
conjuntivo durante o desenvolvimento, morfogénese e cicatrizagcdo de feridas, mas
sua atividade desregulada tem sido implicada em varios processos
patoldgicos® 10187172 Essa atuagdo ocorre pela degradagdo do colageno, acelerando
a desorganizagao tecidual local, além disso, possuem uma fungdo essencial na
ativacdo de mediadores inflamatodrios, vias de sinalizagdo e no recrutamento de
diferentes células inflamatdrias’7°. A superexpressdao de MMPs na cavidade oral,
desencadeada por mediadores inflamatérios da mucosite oral, pode acelerar a
desorganizagao tecidual, resultando em dano tecidual’. Neste contexto, a MMP-2 é
umas das principais MMPs associadas a mucosite oral na cavidade oral, tendo um
papel importante no reparo tecidual'#-16.74,

Alguns estudos vém demonstrando que em algumas patologias, a FBM com
LBl pode atuar na modulacdo de MMP-2, podendo colaborar com a remodelacao
tecidual, facilitando o reparo'%'%2, De forma semelhante, a naringenina também
demonstrou ser efetiva na regulagdo da atividade de MMPs3%4°, reduzindo a
expressdo de MMP-2 em diversas patologias'’®181-184 Porém, no estudo de
Hernandez-Aquino et al.'® (2017), a administragdo de NA foi associada com atividade
normal de MMP-2 e foi sugerido que os efeitos anti-inflamatoérios, antinecroticos e
antifibréticos da NA estéo relacionados com a sua capacidade de prevenir a ativagao
do NF-kB'8. Todavia, mais estudos sdo necessarios para avaliar esta nova
terapéutica e seu mecanismo de agdo nas MMPs.

Em nosso estudo realizamos a avaliacdo da sintese de MMP-2 por meio do
imunoensaio ELISA. No primeiro estudo, observamos que nos grupos tratados com
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LBl em 2 J/lcm? e 4 J/cm? associada ou ndo ao TNF-a ocorreu uma diminuigéo
significativa da sintese de MMP-2 em relagdo ao controle negativo (p<0,05). No
segundo estudo, observamos que o grupo submetido a associagdo de FBM+NA na
presenca ou auséncia de TNF-a apresentou sintese de MMP-2 similar ao controle
negativo (p>0,05).

Considerando que as MMPs sao produzidas geralmente em formas latentes, &
importante determinar também a taxa de atividade dessas enzimas'®4. Essa avaliagéo
pode ser realizada através do ensaio de zimografia in situ, que possibilita a
determinacdo da degradacdo do substrato de gelatina, ao promover a liberagcédo de
fluoresceina, e indicando a atividade de enzimas gelatinoliticas'®®'%4. Neste trabalho,
observamos que o tratamento com TNF-a promoveu a maior intensidade de
fluorescéncia entre todos os grupos, indicando maior atividade de enzimas
gelatinoliticas produzidas pelos HGF. Além disso, a FBM ou NA isoladas ou
associadas (FBM+NA), na presenga de TNF-a, promoveram menor intensidade de
fluorescéncia, indicando modulagdo da atividade gelatinolitica induzida por essas
terapias (Figuras 19 e 20).

As TIMPs atuam na regulagdo da atividade das MMPs'8, por meio de inibigéo
direta do sitio ativo ou ainda por meio de controle pds-transcricional, controlando a
extensdo da remodelagdo da matriz extracelular’®76.78-80 Em 2010, Al-Dasooqi e
colaboradores’ demonstraram o potencial das MMPs e TIMPs no desenvolvimento
da mucosite do trato gastrointestinal, demonstrando uma perda do equilibrio na
sintese destas proteinas. Além disso, os autores verificaram que alteragcdes na
expressdo de MMPs e TIMPs estavam correlacionadas com as alteragdes
histopatoldgicas observadas'. No entanto, a compreensdo das TIMPs ainda é
superficial em muitos aspectos e novas informagdes sdo necessarias'®. Neste estudo,
foi realizado a analise da sintese de TIMP-1 por HGF por meio do ensaio ELISA. De
acordo com os resultados obtidos, a associacdo de FBM+NA, na presenca ou
auséncia de TNF-a, demonstrou sintese de TIMP-1 estatisticamente semelhante ao
controle negativo (p>0,05), enquanto os grupos NA+TNF, FBM e FBM+TNF
apresentaram reducédo da sintese de TIMP-1 em relagdo ao controle negativo
(p<0,05).

Esta regulacdo pode estar associada a ativagdo de vias de sinalizagao
intracelulares, como a via do Fator nuclear Kappa B (NFkB), que é responsavel pela
transcricdo de diversos genes relacionados a proliferacdo e sobrevivéncia
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celular®1%71.72 Esta via de sinalizagcdo também esta relacionada a expressédo de MMPs
e de outros mediadores inflamatoérios como IL-1, IL-6 e TNF-a'95-197,

Em relagdo a execugéo desta investigagdo, um aspecto positivo é a utilizagao
da LASERTable durante os protocolos de FBM, que proporciona uma padronizagao
da irradiagdo da FBM com LBI. A configuragdo do equipamento, além de evitar a
sobreposig¢ao da irradiagao para os outros compartimentos, padroniza a distancia de
irradiacdo e permite a irradiagdo simultdnea e homogénea 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 padronizag&o dos resultados de FBM'°.
Outro fator a ser considerado € que os polifendis naturais podem apresentar diferentes
formulagbes, dependendo da fonte, condigdo de cultivo, clima e forma de extragdo*!
e essas variagbes em sua composigdo podem dificultar a sua aplicagéo terapéutica®?.
Visando reduzir este viés, para o presente estudo foi utilizada a NA sintética, que pode
oferecer resultados mais representativos e de maior reprodutibilidade*2.

Entretanto, ao considerar os resultados obtidos € importante levar em conta as
limitagdes do presente estudo, por se tratar de uma investigacao realizada utilizando
um modelo in vitro de cultura de células em monocamada. Os modelos in vivo sdo
mais preditivos para estudar a cicatrizacdo, permitindo uma representacdo mais
realista’. Porém, os estudos pré-clinicos em cultura de células, apesar de
apresentarem menor representatividade, sdo essenciais para a avaliagdo da
efetividade de diferentes parametros e contribuem com resultados preliminares para
investigacdes posteriores. E apesar de que os dados dos estudos in vitro ndo poderem
serem extrapolados diretamente para as situagdes clinicas'®®, é possivel com o
modelo in vitro isolar respostas celulares especificas a diferentes estimulos, levando
a uma melhor compreensao de como varias condi¢des influenciaram diferentes
resultados®’. 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
limitagdes?®®, como menor representatividade morfologica e fenotipica, quando
comparada aos modelos de cultura de células tridimensionais?°0-201,

Dessa forma, os dados apresentados demonstram que a associagao entre a
FBM+NA pode potencializar os efeitos observados para estas terapias isoladas (efeito
sinérgico) na modulagcdo de diversas fungdes celulares, que podem resultar na

aceleracao 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 elucidagao dos efeitos das terapias com FBM e

NA na regulacdo de eventos celulares e moleculares envolvidos no processo de
patogénese da MO.
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7 CONCLUSAO

A fotobiomodulagdo com laser de baixa intensidade (4 J/cm?, 780 nm, 0,025 W)
associado a naringenina apresenta um potencial sinérgico in vitro resultando em
aumento da proliferacdo e migracéo celular dos fibroblastos gengivais humanos e
menores niveis de sintese de MMP-2 e IL-6, sem alterar a sintese de TIMP-1. E a
associacao dessas terapias na presenga de TNF-a indicou a modulacio da atividade
gelatinolitica, favorecendo estas fung¢des celulares que estdo relacionadas a

aceleracao do reparo tecidual.
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Numero do Parecer: 5.462.156

Apresentacao do Projeto:

Trata-se da apresentagdo de emenda acompanhada de relatério parcial cujo resumo inicial constava: “A
mucosite € um dos principais efeitos adversos do tratamento oncolégico e apresenta influéncia significativa
na morbidade e qualidade de vida dos pacientes submetidos a este tipo de tratamento. A etiopatogenia
desta condicdo vem sendo relacionada n&o s6 a toxicidade direta dos quimioteréapicos e radiagao ionizante,
mas também a uma ativac@o exacerbada da resposta inflamatéria dos tecidos. Recentemente, o
desenvolvimento e a severidade da mucosite oral também tem sido relacionada a expresséo exacerbada de
metaloproteinases da matriz (MMPs), as quais desorganizam os tecidos epitelial e conjuntivo, resultando em
atraso do processo de reparo. O manejo da mucosite oral tem sido baseado na utilizagdo de agentes
analgésicos topicos, antibiéticos e antifingicos, bem como na aplicagdo da laserterapia de baixa intensidade
(LBI). A LBI apresenta resultados positivos sobre as lesbes de mucosite oral, porém, esta modalidade
terapéutica requer a utilizagdo de um equipamento de custo moderado e deve ser feito sob superviséo.
Desta forma, novas estratégias preventivas e terapéuticas, que possam atuar na modulagéo da resposta
inflamatéria e da expressdo de MMPs para diminuir a incidéncia e a severidade das lesGes de mucosite oral
e também acelerar o processo de reparo tem sido propostas. Estudos recentes demonstraram a efetividade
de compostos naturais, como as antocianinas, na reducgédo da incidéncia e severidade destas lesdes. Desta

maneira, o objetivo desta
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pesquisa in vitro é avaliar comparativamente os efeitos da proantocianidina (PA) extraida de sementes de
uva e da LBl como agentes antioxidantes e moduladores da sintese de citocinas inflamatoérias e de MMPs.
Seréo utilizadas células da mucosa oral obtidas de 1 individuo jovem e saudavel, por meio de dissociacao
enzimatica. Na primeira etapa do projeto, estas células seréo cultivadas em meio de cultura completo por 24
horas, seguido da aplicagéo dos quimioterapicos e citocinas inflamatorias. Apds os periodos de 3, 6, 12 e 24
horas serdo avaliadas a expresséo e sintese de citocinas e MMPs por meio de PCR em Tempo Real e
ELISA, respectivamente. Na segunda etapa serdo avaliadas a cito e genotoxicidade das soluges contendo
PA sobre as células da mucosa oral, por meio do ensaio de MTT e Cometa, respectivamente. Apos a
selecdo das concentragdes ndo cito/genotdxicas, estas serdo avaliadas quanto a sua atividade anti-
oxidante, antiinflamatéria e inibitéria sobre MMPs, por meio da detecgdo de espécies reativas de oxigénio,
PCR e ELISA. Os dados serdo avaliados estatisticamente por meio de testes paramétricos ou néo-
paramétricos, selecionados a partir da analise da distribuicdo normal destes dados. Apds esta primeira
etapa, os fibroblastos serdo submetidos a uma associagcdo das terapias com PA e também com a
naringenina (NA), um inibidor de MMPs de origem sintética, e a LBI, para determinar os efeitos sinérgicos
destas terapias. Para tanto, as mesmas células isoladas para o objetivo primario serdo cultivadas em placas
de 24 compartimentos e submetidas ao estimulo com TNF-alfa. A seguir, serdo aplicadas as solugdes de NA
e PA, seguido da aplicagdo da LBI. Apos 24 horas, serdo determinadas a sintese e atividade de MMPs.”

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Avaliar a participacdo 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 inflamatéria de células da
mucosa oral, e como inibidores da atividade de metaloproteinases diretamente envolvidas no
desenvolvimento das lesdes de mucosite oral. Avaliar o potencial sinérgico da aplicacdo da LBl e da
naringenina na modulagdo da sintese e atividade de metaloproteinases da matriz por fibroblastos gengivais,
bem como sobre fungdes celulares relacionadas ao processo de reparo tecidual.

Objetivo Secundario:

Subprojeto 1. Estabelecimento de modelo in vitro para avaliagdo do efeito de quimioterapicos e citocinas
inflamatérias sobre a expresséo, sintese e atividade de metaloproteinases por fibroblastos de gengiva e
queratinécitos orais; Avaliar, in vitro, a citotoxicidade e genotoxicidade
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de diferentes concentragdes de PA sobre fibroblastos de gengiva e queratinécitos orais; Analisar
comparativamente o efeito da PA em concentragdes néo citotoxicas e ndo genotdxicas, e da LBl em
parametros especificos, como agentes antioxidantes, moduladores da resposta inflamatéria e inibidores da
expressao, sintese e atividade de MMPs.

Subprojeto 2.Determinar o efeito da combinagéo das terapias, LBl e naringenina, na viabilidade de
fibroblastos gengivais, por meio do ensaio alamarBlue;Determinar o efeito da combinagéo da LBI e
naringenina na migracéao de fibroblastos gengivais, por meio do ensaio de cicatrizag¢éo in vitro (wound
healing);Determinar o efeito da combinacdo da LBI e naringenina na sintese de MMP-2 por fibroblastos
gengivais, por meio de imunoensaio ELISA;Determinar o efeito da combinagéo da LBl e naringenina na
atividade gelatinolitica de fibroblastos gengivais, por meio de zimografia in situ.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos da coleta do tecido gengival serdo os mesmos aos que o paciente sera submetido durante o
procedimento de exodontia, ou seja, ndo haveréo riscos adicionais. Todos os procedimentos para coleta e
isolamento das células, bem como para os protocolos experimentais seréo realizados de acordo com o
Protocolo de Biosseguranca da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP. Os quimioterapicos
serdo manipulados por operador experiente, equipado com todos os equipamentos de protec¢do individual,
em capela de fluxo laminar.

Beneficios:

A partir deste estudo, sera possivel desenvolver formulagdes de proantocianidina para testes in vivo e
clinico, com o objetivo de reduzir a o desenvolvimento e a gravidade das les6es de mucosite oral.

Até o momento, ndo houve fatores que interferiram negativamente na execugdo do projeto e, o
desenvolvimento do projeto néo resultou em quaisquer danos para o participante.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Estudo nacional, unicentrico, de carater académico a ser realizado para obtengéo de titulo de Doutor.
Patrocinador: Financiamento Proprio

NUmero de participantes incluidos no Brasil: 01.

N&o houve armazenamento de amostras em banco de material biolégico no Brasil.

Estudo ja iniciou e tem previsdo de encerramento em 31/03/2023.

N&o houve uso de fontes secundérias de dados (prontuérios, dados demograficos, etc)

- Critério de Inclusdo: Pacientes saudaveis, ndo fumantes, sem co-morbidades e com indicagéo
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prévia de exodontia de terceiros molares.

- Justificativa da emenda: inclusdo de membro de equipe, que por um equivoco néo foi incluido
anteriormente.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Foram apresentados os seguintes documentos: PB Informacgdes Bésicas, Relatério Parcial com solicitagdo
de Emenda.

Recomendacoes:

Vide campo Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Sugere-se a aprovagdo da emenda acompanhada de relatério parcial.

Considerac6es Finais a critério do CEP:

Emenda APROVADA em reuni&o de 10 de junho de 2022.

O pesquisador devera encaminhar relatério parcial no meio do periodo da pesquisa até o prazo final da
pesquisa, quando devera encaminhar o relatério final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_192839| 27/05/2022 Aceito
do Projeto 9_E2.pdf 16:50:30
Outros RC_CEP_Larissa_atualizado_27_05_22| 27/05/2022 |Carlos Alberto de Aceito

.pdf 16:50:12 [Souza Costa
QOutros Carta_Resposta_Projeto_Mucosite_ago | 23/08/2021 |Carlos Alberto de Aceito
sto_2021.docx 14:28:31 [ Souza Costa

Cronograma Cronograma.pdf 23/08/2021 |Carlos Alberto de Aceito
14:28:13 _[Souza Costa

Outros Relatorio_Parcial_Com_Emenda.docx 05/07/2021 |Carlos Alberto de Aceito
10:27:28 [ Souza Costa

Projeto Detalhado / | PROJETO_LAIS_CEP_Alterado_2021.d| 05/07/2021 |Carlos Alberto de Aceito

Brochura [olo>'¢ 10:27:05 |[Souza Costa

| Investigador

Folha de Rosto folhaDeRosto_2021.pdf 03/05/2021 |Carlos Alberto de Aceito
11:36:14 _[Souza Costa

TCLE / Termos de |TCLE_FINAL_06_10_17.docx 06/10/2017 |Carlos Alberto de Aceito

Assentimento / 10:15:23 | Souza Costa

Justificativa de

Auséncia

Orcamento Orcamento_detalhado_CEP.pdf 29/08/2017 | Carlos Alberto de Aceito
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Orcamento Orcamento_detalhado_CEP.pdf 15:07:36 | Souza Costa Aceito

Outros Cumprimento_normas_14_08_17.docx 14/08/2017 |Carlos Alberto de Aceito
20:56:29 | Souza Costa

Outros Ressarcimento_de_gastos_13_06_2017| 13/06/2017 |Carlos Alberto de Aceito
.pdf 09:27:23 | Souza Costa

Outros autorizacao_lab.pdf 13/06/2017 |Carlos Alberto de Aceito
09:22:56 | Souza Costa

Outros Autorizacao_CEP_clinica.pdf 13/06/2017 |Carlos Alberto de Aceito
09:22:27 | Souza Costa

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

ARARAQUARA, 10 de Junho de 2022

Assinado por:
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(Coordenador(a))
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