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Miotto LN. Avaliagédo do efeito combinado da fotobiomodulagdo 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
aplicacao isolada da FBM e dos compostos de NA sobre fibroblastos gengivais
resultaram em reduc&o da expressao e sintese de metaloproteinase da matriz (MMP),
€ esperado que a combinagao 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 irradiacdo 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 proliferagcdo 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 proliferagcdo e migragéo 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 aceleracao 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 complicagbes 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 ulceragao 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
degradacgédo da matriz extracelular, principalmente do colageno, e remodelagdo dos
tecidos durante sua formagao e manutencido 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 homologas
denominadas inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP-1 a TIMP-4)'8. E
durante o desenvolvimento da mucosite, o aumento de MMPs tem sido relacionado a
uma maior atividade proteolitica do tecido conjuntivo da Iamina prépria e também a
desorganizagao do tecido epitelial, por meio da perda da expressdo de moléculas de
adesdo's.

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
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utilizada como um tratamento preventivo eficaz quando associada aos cuidados orais
padrdes’®22, Além disso, a FBM pode reduzir tanto a ocorréncia quanto a severidade
das les6es®, reduzir a prescrigdo de analgésicos??, melhorar a dermatite por radiagao,
o linfoedema, reduzir a fibrose e ajudar na regeneragao dos nervos?*. Estudos in vitro
também demonstraram que a FBM promoveu estimulo da proliferagcao das células da
mucosa oral bem como a modulacdo da expressao 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 relagéo 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 lesdes, bem como reducao da
sintomatologia para os pacientes em tratamento radio/quimioterapico?®. E uma das
opgdes naturais pode ser a utilizagdo 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-hiperglicémico®®, anticarcinogénico®®,
antidepressivo®” e anti-inflamatoério38. E a NA demonstrou ser efetiva na modulagéo da
resposta inflamatéria e na regulagéo da atividade de MMPs3%40, Entretanto, devido a
fonte natural, os polifendis podem apresentar diferentes formulagdes, dependendo da
fonte, condigdo de cultivo, clima e forma de extracdo*' e essas variagbes em sua
composi¢ao 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 redugao 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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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 presenca 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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