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RESUMO 

 

 

Carvalho DLC. Efeito da fotobiomodulação sobre o estresse oxidativo e o dano no 
DNA induzido pelo bussulfano em doses encontradas na saliva: estudo in vitro [tese]. 
São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Versão 
Original. 

 

 

O bussulfano (BU) é um quimioterápico amplamente utilizado para o tratamento de 

doenças hematológicas e para o condicionamento de transplante de células 

hematopoiéticas (TCH). As doses plasmáticas desse medicamento são altamente 

citotóxicas, causando mucosite oral (MO) com alta frequência e gravidade. O BU 

exibe concentrações na saliva que são similares às encontradas no plasma; porém, 

ainda não foi confirmado se essa concentração salivar também é citotóxica para 

queratinócitos, fato que poderia constituir um risco a mais para ocorrência de MO. A 

prevenção e o tratamento da MO têm sido realizados com laserterapia de baixa 

intensidade (LTBI), em que a fotobiomodução (FBM) favorece a redução da 

frequência e da duração das lesões. O objetivo deste trabalho foi verificar se o BU 

encontrado na saliva é citotóxico e genotóxico para queratinócitos em cultura, bem 

como se a FBM minimiza esses efeitos. Foram estabelecidos os seguintes grupos 

experimentais: Grupo Controle (C) – queratinócitos sem nenhum tratamento; Grupo 

Controle Saliva (CS)– queratinócitos expostos a saliva artificial; Grupo Controle 

Irradiado (CI) – queratinócitos expostos a LTBI; Grupo Controle Saliva Irradiado 

(CSI) – queratinócitos expostos a saliva e a LTBI; Grupo BU (BU) – queratinócitos 

expostos a BU veiculado em saliva; Grupo BU Irradiado (BUI) – queratinócitos 

expostos a BU salivar e concomitantemente a LTBI. Inicialmente testou-se se a 

saliva artificial formulada não causava modificações na viabilidade dos queratinócitos 

cultivados. Em seguida, essas células foram expostas ao BU veiculado em saliva ou 

inserido diretamente no meio, em concentrações que variaram de 4,0µg/mL a 

5,5µg/mL. Nesse ensaio, avaliou-se a viabilidade celular tanto no BU veiculado em 

saliva quanto do BU inserido no meio de cultura. Foi padronizado também um 

protocolo de LTBI para ser realizado nas células cultivadas, que incluiu três sessões 

de laserterapia (660nm, 100mW, 0,028 cm² área do spot, 20 segundos de tempo de 

irradiação, 8J/cm², 3571mW/cm2) com intervalo de 4h entre elas. Após essas 



 
 

padronizações, a concentração salivar de 5,5µg/mL de BU, que provocou menor 

viabilidade celular, foi utilizada em outros ensaios, que incluíram avaliação da taxa 

de morte celular pelo teste de TUNEL, do estresse oxidativo (quantificação da 

porcentagem de sequestro do radical DPPH, quantificação da superóxido dismutase 

e da catalase e nível de peroxidação lipídica) e da presença de danos no DNA por 

intermédio do ensaio cometa. A saliva artificial formulada não alterou a viabilidade 

celular quando comparada ao grupo controle, porém induziu menor taxa de 

sequestro do DPPH e níveis discretos de dano no DNA. O BU veiculado na saliva 

provocou maior redução da viabilidade celular quando comparado ao BU inserido 

diretamente no meio de cultura (p<0.001), sugerindo que a saliva potencializou o 

efeito tóxico do BU. Comparando com o grupo controle saliva, o Grupo bussulfano 

exibiu maior frequência de células TUNEL positivas (p<0.05), menor taxa de 

sequestro do radical DPPH (p<0.05), maior atividade da catalase (p<0.01) e maior 

taxa de peroxidação lipídica (p<0.01); não houve, contudo, diferenças em relação à 

presença da superóxido dismutase. Em comparação ao Grupo BU, o Grupo BU 

Irradiado exibiu menor quantidade de células TUNEL positivas (p<0.05), maior 

potencial de sequestro do radical DPPH (p<0.05), menor atividade da catalase 

(p<0.01) e menor taxa de peroxidação lipídica (p<0.01). Na análise de cometa, o 

Grupo BU exibiu maior porcentagem de DNA fragmentado em relação ao Grupo BUI 

(p<0.05). Concluiu-se que a concentração salivar do BU é tóxica para queratinócitos, 

induzindo estresse oxidativo e danos no DNA, porém a LTBI foi eficaz para a 

redução da citotoxicidade e da genotoxicidade do BU. 

 

 

Palavras-chave: Laserterapia de baixa intensidade. Bussulfano. Mucosite oral. 

Estresse oxidativo. Dano no DNA. 



ABSTRACT 

 

 

Carvalho DLC. Effects of photobiomodulation on oxidative stress and DNA damage 
induced by busulfan at doses found in saliva: an in vitro study [thesis]. São Paulo: 
Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Versão Original. 

 

 

Busulfan (BU) is a chemotherapeutic drug largely used into hematological diseases 

treatment and also on the conditioning hematopoietic cell transplantation (TCH).  

BU plasma concentrations are highly cytotoxic, causing oral mucositis (OM) with high 

frequency and severity.  BU salivary concentrations are similar to those found in 

plasma; however, it has not been confirmed whether the salivary concentration is 

also cytotoxic for keratinocytes, increasing risk for the occurrence of OM. Low 

intensity laser therapy (LILT) has been used for prevention and treatment of OM. 

Photobiomoduction (FBM) contributes to the reduction of frequency and lesions 

duration. This study aimed to verify if the BU found in saliva is cytotoxic and 

genotoxic for cultured keratinocytes, as well as whether FBM minimizes these 

effects. The following experimental groups were established: Control Group (C) - 

keratinocytes without any treatment; Control Group Saliva (CS) - keratinocytes 

exposed to artificial saliva; Irradiated Control Group (CI)- keratinocytes exposed to 

LILT; Control Group Irradiated saliva  (CSI) - keratinocytes exposed to saliva and 

LILT; BU Group (BU) - keratinocytes exposed to salivary BU; BU Group Irradiated 

(BUI) - keratinocytes exposed to salivary BU and concomitantly to LILT. Initially it was 

tested the artificial formulated saliva effects over the viability of the cultured 

keratinocytes. Thereafter, in order to verify the cells viability, these cells were 

exposed to BU diluted into artificial saliva or medium culture, the concentrations 

ranged from 4.0 μg / mL to 5.5 μg / mL. A LILT protocol was also standardized, which 

consist three laser therapy sessions (660nm, 100mW, 0.028cm² spot areas, 20 

seconds irradiation time, 8J / cm², 3571mW / cm ²) with 4 hours interval between 

them. After these preliminary tests, the BU salivary concentration of 5.5 μg / mL, 

which provoked less cell viability, was submitted in other tests, including the 

evaluation of cell death rate by the TUNEL test, oxidative stress (quantification of the 

DPPH radical, quantification of superoxide dismutase and catalase and level of lipid 

peroxidation) and the presence of DNA damage through the comet assay. The 



 
 

formulated artificial saliva did not modify the cell viability when compared to the 

Control group, but induced a lower DPPH sequestration rate and a discrete level of 

DNA damage. The salivary BU promoted a greater reduction in cell viability when 

compared to BU inserted directly into the culture medium (p <0.001), suggesting that 

saliva increased the toxic effect of BU. Comparing with the Saliva Control group, the 

BU group showed a higher frequency of TUNEL positive cells (p <0.05), a lower 

sequestration rate of the DPPH radical (p <0.05), higher catalase activity (p <0.01) 

and a higher lipid peroxidation rate (p <0.01); however, there were no differences 

related to the presence of superoxide dismutase. Compared to the BU group, the 

irradiated BU group had a lower TUNEL positive cells rate (p <0.05), a higher DPPH 

radical sequestration potential (p <0.05), lower catalase activity (p <0.01) and lower 

peroxidation rate lipid profile (p <0.01). In the comet analysis, the BU group exhibited 

a higher percentage of fragmented DNA in relation to the irradiated BU Group (p 

<0.05). It was concluded that the salivary concentration of BU is toxic to 

keratinocytes, inducing oxidative stress and DNA damage, but LTBI has been 

effective in reducing the cytotoxicity and genotoxicity of BU. 

 

 

Keywords: Low intensity laser therapy. Busulfan. Oral mucositis. Oxidative stress. 

DNA damage. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Há décadas, agentes quimioterápicos têm sido utilizados como agentes 

terapêuticos contra neoplasias malignas, tendo formulações químicas e protocolos 

de posologia que visam atingir uma dose plasmática compatível com a destruição 

das células neoplásicas. Ao atingir o pico plasmático, alguns desses quimioterápicos 

e seus metabólitos podem estar presentes na saliva, com doses iguais ou abaixo da 

dose terapêutica plasmática. Exemplos desses quimioterápicos são 5-fluourouracil 

(5-FU) (Jansman et al., 2002), metotrexato (Rodin et al., 2013), ciclofosfamida 

(Ritschel et al., 1981) e bussulfano (Bezinelli et al., 2017). 

O bussulfano (BU) é um agente alquilante utilizado para o tratamento de 

ampla gama de doenças hematológicas, incluindo leucemias e linfomas. Em 

conjunto com a ciclofosfamida, é o principal agente quimioterápico utilizado durante 

o condicionamento do transplante de células hematopoiéticas (TCH) (Palmer et al., 

2016). Contudo, gera intensa toxicidade, principalmente mucosite no trato digestivo, 

danos hepáticos e renais e distúrbios no sistema nervoso central (McCune & 

Holmberg, 2009), por induzir intenso estresse oxidativo, levando a danos do DNA 

(Mangerich et al., 2016). Particularmente em relação à mucosite oral (MO), nenhum 

estudo até então avaliou se as concentrações salivares do BU levariam a efeitos 

tóxicos nas células epiteliais; dessa maneira, a MO poderia advir tanto do efeito do 

BU plasmático, atingindo diretamente o tecido conjuntivo, quanto do BU salivar, 

atingindo diretamente os queratinócitos.  A proposta deste trabalho foi verificar se a 

concentração salivar do BU gera efeitos citotóxicos, incluindo danos no DNA (do 

inglês, deoxyribonucleic acid), e se a fotobiomodulação (FBM) poderia acarretar 

efeito protetor nessas células. 

A FBM com lasers ou diodos emissores de luz (LEDs, do inglês light emitting 

diodes) tem sido amplamente utilizada como agente preventivo e terapêutico da MO, 

com resultados que evidenciam eficácia clínica, principalmente quanto à prevenção 

das lesões (Oberoi et al., 2014). A FBM aumenta a quantidade de ATP (adenosina 

trifosfato) e das espécies reativas de oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN) (Karu, 1999; 

Karu, 1986), favorecendo a ativação de vias de sinalização celular que culminam 
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com um efeito anti-inflamatório e reparativo, eficaz para a prevenção da MO (Zecha 

et al., 2016).  

O estresse oxidativo tem sido associado à patogenia da MO, principalmente 

em suas fases iniciais. As células agredidas pelos agentes antineoplásicos exibem 

danos diretos e indiretos no DNA e produzem grande quantidade de EROs, que 

atuam nas membranas celulares, deflagrando respostas celulares inflamatórias 

(Cinausero et al., 2017). O efeito da FBM sobre as EROs em células sob estresse, 

exibindo grande quantidade desses radicais livres, ainda não é conhecido. Há uma 

tendência de se associar redução do estresse oxidativo em células e tecidos 

agredidos após a FBM (Hamblin, 2017), porém esses achados têm sido restritos 

principalmente a células musculares sob estresse mecânico, utilizando 

comprimentos de onda no infravermelho. Não encontramos nenhum estudo 

associando o efeito da FBM em células em cultura tratadas com quimioterápicos. 

Em função da presença do BU na saliva, e considerando a indicação da FBM 

para prevenção e tratamento da MO em pacientes sob TCH, elaboramos a hipótese 

de que a laserterapia poderia proteger queratinócitos contra danos derivados do 

estresse oxidativo gerado pelo BU, minimizando, com isso, danos no DNA gerados 

por esse quimioterápico quando presente na saliva.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Concentrações salivares de quimioterápicos 

 

 

Os agentes quimioterápicos, para terem máxima eficiência, requerem 

dosagens que produzem concentrações plasmáticas próximas de níveis tóxicos. A 

farmacocinética desses medicamentos é altamente variável, dependendo, por 

exemplo, da idade e do sexo do paciente, de interações medicamentosas e de 

ativação de genes relacionados ao metabolismo da droga. A farmacodinâmica 

identifica uma concentração que atinja de forma eficiente alvos neoplásicos, tendo 

efeitos diversos sobre tecidos sadios; a eficácia terapêutica é entendida como a 

máxima atividade terapêutica com o mínimo de toxicidade (Evans, 2001; Fan; de 

Lannoy, 2014).  

A monitorização terapêutica dos agentes quimioterápicos é feita, em geral, 

por intermédio da obtenção da curva de concentração plasmática do medicamento. 

Contudo, alguns quimioterápicos têm sido monitorados por intermédio do fluido 

salivar, procurando-se associação com os níveis plasmáticos. Exemplos desses 

quimioterápicos são 5-fluourouracil (5-FU) (Jansman et al. 2002), metotrexato (Rodin 

et al. 2013), ciclofosfamida (Ritschel et al., 1981) e bussulfano (Bezinelli et al., 2017). 

O BU exibe níveis salivares muito próximos daqueles observados em nível 

sérico. Um estudo demonstrou que seria viável realizar a monitorização terapêutica 

do BU administrado por via oral utilizando as concentrações salivares observadas 

em pacientes pediátricos portadores de leucemias e linfomas (Rauh et. al., 2006). 

Nosso grupo realizou outro estudo em que também demonstramos um índice de 

correlação alta entre os níveis plasmáticos e salivares do BU administrado por via 

endovenosa em pacientes sob condicionamento para TCH (Bezinelli et al., 2017). 

Não é sabido se as concentrações salivares dos quimioterápicos causam 

também efeitos citotóxicos, principalmente sobre as células epiteliais da mucosa 

oral, as quais estão expostas à saliva. Um estudo demonstrou que não houve 

associação da área sobre a curva do 5-FU encontrada na saliva com a toxicidade 
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provocada por esse quimioterápico, incluindo a MO (Jansman et al., 2002). Caso 

ocorra algum efeito sobre essas células, poder-se-ia dizer que a MO seria derivada 

tanto do processo inflamatório que se instala no tecido conjuntivo, quanto da 

exposição das células endoteliais aos agentes quimioterápicos via saliva. 

Além de um suposto efeito sobre a mucosa oral, os níveis salivares dos 

agentes quimioterápicos podem estar associados a alterações na própria saliva. Os 

agentes quimioterápicos acarretam modificações na composição e no fluxo salivar. 

Por exemplo, pode ocorrer diminuição da imunoglobulina A secretora diante da 

exposição a agentes alquilantes (Harrison et al., 1998); diminuição de amilase e 

aumento da albumina em pacientes com combinações incluindo doxorrubicina, 

metotrexato e vimblastina (Laine et al., 1992). 

 

 

2.2 Efeito citotóxico do bussulfano 

 

 

Desde meados dos anos 80, o BU foi reconhecido com um dos principais 

agentes quimioterápicos utilizados no condicionamento de TCH (Palmer et al., 

2016). O BU é um agente alquilante bifuncional, da classe dos alquisulfonados. 

Pode ser administrado por via oral ou endovenosa, tanto em doses mieloablativas ou 

em condicionamento de toxicidade reduzida (Palmer et al., 2016). Os regimes 

mieloablativos envolvendo doses mais altas do BU causam toxicidade aguda e 

crônica, como náuseas e vômitos, MO, enterites e doença hepática veno-oclusiva 

(de Lima et al., 2004) O BU foi introduzido como uma alternativa à irradiação 

corpórea total (TBI, do inglês total body irradiation), sendo uma terapia eficaz em 

regimes de condicionamento pré-TCH envolvendo ciclofosfamida, para pacientes 

com leucemia mielóide crônica (Takamatsu et al., 2005). O BU pode ser também 

utilizado em conjunto com outras drogas quimioterápicas, como a fludarabina, sendo 

esse regime considerado benéfico em virtude da menor toxicidade (Patel et al., 

2014; Lee et al., 2010). 

Recentemente, têm-se optado por utilizar o BU por via endovenosa, em 

detrimento da via oral, para reduzir o efeito de primeira passagem e, 

consequentemente, os efeitos tóxicos sobre o fígado. Não há consenso, contudo, 
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que a via endovenosa tenha efeito tóxico menor em relação ao trato digestivo. Há 

estudos evidenciando que pacientes sob BU endovenoso apresentaram menor 

frequência e menor gravidade de MO quando comparados com aqueles que 

utilizaram BU por via oral (Russell et al., 2002; Sobecks et al., 2012). 

O princípio de ação do BU é ocasionar danos no DNA e induzir a parada do 

ciclo celular (Takamatsu et al., 2005). É metabolizado principalmente no fígado, no 

qual ocorre conjugação catalítica com a glutationa pela glutationa S transferase 

(GST), formando um conjugado sulfônico, ou seja, a GST catalisa a reação de BU 

com o tripéptideo glutationa, que resulta na formação de cátion sulfônico, ocorrendo 

no fígado. Atividade de GST hepática elevada é associada a baixas concentrações 

de BU no plasma, indicando que a conjugação com a glutationa é um mecanismo 

eficaz para metabolização do BU (DeLeve; Wang, 2000).  

Um estudo avaliou o potencial citotóxico do BU, 5-FU, vimblastina, 

ciclofosfamida e carmustina (BCNU) em cultura de células. Ficou evidenciado que o 

BU e o BCNU induziram a morte preferencialmente de células responsáveis pela 

formação de colônias, com um fenótipo tronco, provocando um processo mais lento 

de recuperação das colônias. Com os demais quimioterápicos, o crescimento celular 

foi mais rápido. Ausência de recuperação do potencial proliferativo celular foi 

observado somente para o BU, o qual se estendeu até 650 dias após o tratamento, 

sugerindo que o tratamento como esse medicamento pode acarretar danos 

mieloablativos permanentes na medula hematopoiética (Botnick et al., 1981). 

Em queratinócitos cutâneos, o efeito citotóxico do BU é observado pela perda 

de coesão dessas células com a membrana basal e posteriormente eritema 

(Mangerich et al., 2016). Nessa situação observa-se eritema com sintomas de 

queimação, principalmente em regiões de mãos e pés (síndrome de mãos e pés) e 

axilas. Frequentemente o epitélio descama e origina hiperpigmentação, com 

resolução espontânea do quadro (Parker et al., 2013). 

Na cavidade oral, o BU provoca MO, xerostomia, alterações do paladar e 

predispõe a infecções oportunistas. Em geral, as mucosites são de graus severos, 

com média de tempo de aparecimento após 4 dias de infusão das células-tronco no 

TCH (Wingard et al., 1991; Chaudhry et al., 2016). Um estudo demonstrou que 

pacientes em protocolo de tratamento com BU apresentam desenvolvimento de 
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graus mais severos de MO (graus 3 e 4), em comparação com protocolo de 

treosulfan e fludarabina (TreoFlu). A duração das lesões ulceradas foi 

significativamente maior no grupo que recebeu o BU (Heli et al., 2012). Os regimes 

contendo BU também apresentam um risco aumentando de MO quando comparados 

com agentes alquilantes como, por exemplo, o melfalano (Fadda et al., 2006). 

 

 

2.3 Estresse oxidativo induzido por condicionamentos com bussulfano 

 

 

O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre a produção de 

EROs (radicais livres derivados do oxigênio) e a defesa antioxidante. A geração de 

radicais livres ocorre em mitocôndrias, membranas celulares e citoplasma. Cerca de 

2 a 5% do oxigênio metabolizado nas mitocôndrias são desviados da via metabólica 

e reduzidos a forma univalente, dando origem a radicais livres, que podem ser 

radicais superóxido, hidroxila e peróxido de hidrogênio, tendo em sua formação a 

participação de íons ferro e cobre (Barbosa et al., 2010). A produção contínua de 

radicais livres culmina no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidantes, 

com o objetivo de limitar os níveis intracelulares das EROs e controlar a ocorrência 

de danos. A cascata de reações que promove a produção de EROs e a consequente 

ativação de antioxidantes é denominada de estresse oxidativo. A produção 

excessiva pode conduzir a danos oxidativos; em contrapartida, quantidades menores 

de EROs exercem funções fisiológicas essenciais, tais como induzem proliferação 

celular e a síntese protéica (Barbosa et al., 2010)  

Dano oxidativo é o dano biomolecular causado pela reação das espécies 

reativas com estruturas celulares, promovendo alterações não compatíveis com a 

homeostase. As estruturas alvos desses radicais livres são lipídios, DNA, proteínas e 

carboidratos. Principalmente o DNA pode ser reparado após o dano oxidativo, em 

que ocorre a substituição de estruturas dessa molécula, mantendo a células viável. 

Por outro lado, o dano oxidativo pode induzir a morte celular por apoptose ou 

necrose, derivadas de intensa peroxidação lipídica e grande quantidade de adutos 

de DNA (Halliwell; Whiteman, 2004). 
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Os antioxidantes são substâncias que, quando presentes em baixas 

concentrações em comparação com a concentração do substrato oxidável, atrasam 

significativamente ou previnem a oxidação desse substrato. O sistema de defesa 

antioxidante tem a função de inibir e/ou reduzir os danos causados pela ação 

deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas não radicais, impedindo a 

formação ou a ação destes, bem como favorecendo o reparo. Os antioxidantes 

podem ser vitaminas (A, C e E), cobre, zinco, mangânes e selênio, licopeno, agentes 

fitoquímicos (não enzimáticos) e enzimas, tais como a superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX). A SOD catalisa a conversão do 

radical superóxido em peróxido de hidrogênio; já a CAT e a GPX transformam o 

peróxido de hidrogênio em água e oxigênio (Halliwell; Whiteman, 2004; Barbosa et 

al., 2010). A CAT contém ferro e é encontrada em eritrócitos e no fígado, estando 

concentrada principalmente nos peroxissomos (Barbosa et al., 2010). 

A peroxidação lipídica é um dos eventos de maior importância para a indução 

de lesões irreversíveis nas células. Nesse processo, EROs se ligam a ácidos graxos 

poli-insaturados, gerando subprodutos que podem produzir danos no sistema de 

membranas, no DNA e em proteínas. Esse processo pode ser intensificado diante da 

presença de ferro. As substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS, do inglês 

thiobarbituric acid reactive substances) sinalizam os níveis de peroxidação lipídica. O 

teste avalia a formação do malonaldeído (MDA) e de outros produtos dessa 

oxidação, os quais se ligam a aminoácidos e a bases nitrogenadas (Ayala et al., 

2014).   

Altas doses de quimioterapia no TCH resultam em oxidação protéica, tanto no 

plasma como nos eritrócitos, podendo gerar aumento do estresse oxidativo e levar a 

um aumento irreversível na formação de grupos carbonila (Sabuncuoglu et al., 

2012). Como as proteínas têm diferentes funções biológicas, modificações oxidativas 

podem levar a diversas consequências funcionais, tais como inibição de enzimas e 

atividades de ligação, aumento da agregação protéica e proteólise (Sabuncuoglu et 

al., 2012). As EROs produzidas no TCH podem também incrementar 

substancialmente a peroxidação lipídica, na qual se observam altos níveis de MDA, 

mas não necessariamente de CAT e SOD (Gonçalves et al., 2009). 
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As EROs têm papel central na aplasia medular, estando associadas a inibição  

da hematopoese. O aumento das EROs pode prejudicar a capacidade de 

regeneração da medula hematopoiética e induzir a senescência, levando a 

supressão da medula óssea a longo prazo (Chatterjee; Law, 2018). 

Particularmente o condicionamento com BU pode acarretar até 40% de 

redução da atividade antioxidante plasmática, com redução dos níveis plasmáticos 

de ácido úrico (um potente antioxidante) e intensa peroxidação lipídica, levando a 

níveis elevados de ferro sérico não ligado a transferrina (Dürken et al., 2000). Além 

disso, o BU se liga a glutationa das células, reduzindo em até 60% os níveis dessa 

substância antioxidante e aumentando a quantidade de EROs (DeLeve; Wang, 

2000; Hassan et al., 2002). A peroxidação lipídica induzida pelo BU altera a 

permeabilidade de membrana, resultando em inviabilidade celular (Cai et al., 2016). 

As EROs induzem danos no DNA por intermédio de vários mecanismos. Um 

deles é a ligação do radical hidroxila (HO) a algumas purinas e bases pirimidínicas 

(timina e citosina, por exemplo). O oxigênio singleto (1O2) também reage com o 

DNA, porém de forma mais seletiva que o radical hidroxila. O peroxinitrito (ONOO-) e 

os produtos de lipoperoxidação (dentre eles, o MDA) são outros componentes que 

reagem diretamente com o DNA, produzindo efeitos mutagênicos importantes. Os 

agentes alquilantes, no qual se enquadra o BU, são quimioterápicos que produzem 

danos diretos e indiretos no DNA. Os agentes alquilantes monofuncionais reagem 

com bases localizadas em somente uma fita de DNA; os bifuncionais (como é o caso 

do BU) reagem com as duas fitas de DNA, originando ligações cruzadas covalentes. 

Essas ligações impedem que a célula prolifere, acionando mecanismos de morte. Os 

danos indiretos no DNA são gerados a partir da peroxidação lipídica, induzindo 

mutações de DNA (Thirumaran et al., 2007). 
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2.4 Danos no DNA induzidos pelo bussulfano 

 

 

Os estudos envolvendo a análise de danos no DNA induzidos pelo BU exibem 

ampla gama de resultados, em função principalmente da dose empregada. Alguns 

deles demonstram que o BU induz a formação de adutos de DNA, e outros detectam 

somente a fragmentação do DNA. 

Em um desses trabalhos, o BU foi considerado (e outros quimioterápicos, 

como melfalano e ciclofosfamida) um potencial carcinógeno para as células 

humanas, em função do risco de se originarem neoplasias secundárias ao 

tratamento com esses quimioterápicos. Esse potencial foi avaliado por intermédio de 

um ensaio em que foram utilizados DNA de bacteriófagos, sem a presença de 

células. O BU e a ciclofosfamida não provocaram a formação de adutos de DNA, 

mas sim a fragmentação deste; já o melfalano induziu a formação de adutos de DNA 

e a fragmentação deste em um padrão dose-dependente (Adams et al., 1996). 

Outro estudo verificou a frequência de quebras de DNA em leucócitos no 

sangue periférico de pacientes sob condicionamento com BU, daunorrubucina, 

ciclofosfamida e TBI. Foram realizadas coletas de sangue durante a infusão dos 

quimioterápicos e antes da TBI, bem como dois minutos após a TBI. A 

ciclofosfamida induziu altos níveis de quebra do DNA, a qual persistiu por até 2 dias 

após a finalização do tratamento. Já com o BU e daunorrubicina não foi possível 

detectar esses danos pelo método utilizado. Os autores discutem que provavelmente 

isso foi devido a dose administrada. Por outro lado, os danos no DNA provocados 

pela TBI foram reparados em 24h, diferentemente daqueles induzidos pela 

ciclofosfamida, que persistiram por mais tempo (Franssen et al., 1990). 

Em contraste com o estudo anterior, na mini-revisão descrita a seguir, o BU 

exibiu maior potencial genotóxico que a ciclofosfamida. Provavelmente essas 

diferenças ocorreram em função dos métodos de detecção de danos no DNA, que 

foram diferentes. 

O BU foi considerado um potente agente aneuploidogênico, ou seja, que 

induz a formação de cromatina com cromossomos em excesso ou faltantes, em uma 

mini-revisão incluindo vários agentes alquilantes, dentre eles a ciclofosfamida, e seu 
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potencial de induzir micronúcleos em eritrócitos presentes no sangue periférico e na 

medula hematopoiética. Em comparação a ciclosfosfamida, o BU foi indutor de maior 

quantidade de micronúcleos e de maior efeito citotóxico. Contudo, em comparação 

com a vincristina e a vimblastina, o BU e a ciclofosfamida exibiram potencial 

genotóxico menor. Os autores discutiram que o BU causa quebras de DNA e, 

durante as fases G1 e S, na qual ocorre o reparo desse DNA, há a formação de 

micronúcleos; esse processo é mais lento na ciclofosfamida, a qual necessita ser 

ativada no fígado primeiro, para que tenha efeito citotóxico. Ambos quimioterápicos 

exibiram uma relação direta entre efeito genotóxico e citotoxicidade, ou seja, a morte 

celular foi diretamente relacionada com os danos induzidos no DNA (Morales-

Ramirez et al., 2014). 

Há uma hipótese de que doses baixas de BU induzam a formação de 

monoadutos de DNA, e doses mais altas origem ligações cruzadas entre as fitas de 

DNA. Um estudo verificou o efeito da dose sobre a cinética de indução de danos no 

DNA analisando leucócitos murinos de sangue periférico por intermédio do ensaio 

cometa. Esse ensaio evidencia a perda as quebras de DNA, as quais, por 

eletroforese, são espalhadas em uma lâmina e analisadas por intermédio de 

microscopia de fluorescência. Foi evidenciado que doses baixas (até 30µM/kg) 

induziram a formação de cometas em um intervalo de 60min, ao passo que doses 

mais altas (acima de 45 µM/kg) não provocaram a formação de cometas, ao 

contrário, inibiram a formação destes, ficando abaixo do controle com 

dimetilsulfóxido (DMSO). Os autores discutiram que as doses altas provavelmente 

induziram ligações cruzadas entre as fitas de DNA, o que impediu a denaturação e o 

espalhamento dos fragmentos de DNA. Assim, os danos no DNA provocados pelo 

BU parecem ser dose-dependentes (Morales-Ramírez et al., 2006). 

O BU pode gerar senescência nas células, ou seja, a célula não progride no 

ciclo celular, mas também não aciona mecanismos de morte, perdendo a 

capacidade de gerar nova progênie em função de danos extensos de DNA. Essas 

células secretam várias citocinas inflamatórias e fatores de crescimento, que 

contribuem para a resistência celular ao quimioterápico. A hipótese vigente na 

literatura é que o BU induz a formação de ligações cruzadas no DNA, que acionam 

mecanismos de reparo no DNA mediados pela proteína p53. Um estudo demonstrou 

que fibroblastos exibindo diploidia, mantidos em cultura e tratados com BU (120µM), 
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exibiram parada na proliferação celular após 24h, devido à alta frequência de células 

em senescência, e não devido a apoptose. Essas células exibiram redução em até 

50% da glutationa, bem como aumento da quantidade de EROs em até 34% após 

4h de exposição ao quimioterápico. Os autores ainda demonstraram que a 

senescência foi induzida não pela p53, mas sim pela ativação da via Erk-p38 MAPK, 

feita pelas EROs (Probin et al., 2007). 

Em estudos com biópsia de pele, é comum verificar a presença de displasia 

cutânea após o TCH no qual o condicionamento foi realizado com agentes 

alquilantes. Essa displasia já foi associada a ciclofosfamida (Castaño et al., 2002), 

bem como ao BU (Hymes et al., 1985), no período de 15 a 45 dias após o 

transplante. Queratinócitos amplos, com núcleo extremamente grande, de contorno 

irregular e cromatina bizarra, exibindo pérolas querato-hialinas, têm sido 

denominados de “células do bussulfano” (Fitzpatrick, 1993). Aspecto semelhante foi 

observado em outro estudo (Li et al., 2012), no qual foram detectados casos 

exibindo displasia severa em queratinócitos cutâneos de pacientes sob TCH com 

condicionamento envolvendo quimioterápicos alquilantes e TBI. Essa displasia 

cutânea foi detectada no período pós-transplante, sendo significativamente 

associada ao BU, mas não a ciclofosfamida, fludarabina e TBI, nem a regimes de 

toxicidade reduzida e à doença do enxerto contra o hospedeiro (DECH). Contudo, 

avaliações a longo prazo revelaram que a tendência foi a displasia diminuir, 

normalizando o fenótipo dos queratinócitos após 241 dias do transplante. Esses 

estudos sugerem que o BU atua nos queratinócitos induzindo danos severos no 

DNA, porém esses danos são reversíveis e não-permanentes. Não há estudos 

indicando que esses mesmos efeitos genotóxicos possam ser detectados em 

queratinócitos da mucosa oral. 

Assim, o BU é um potente indutor de ligações cruzadas no DNA, as quais são 

convertidas em fragmentos quando houver o acionamento do reparo do DNA. Esses 

danos são dose-dependentes, e podem induzir senescência nas células. Na prática 

clínica, alterações no DNA traduzidas por displasia severa em queratinócitos de pele 

parecem ser reversíveis após longo tempo no período pós-transplante. 
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2.5 Estresse oxidativo e fotobiomodulação 

 

 

A FBM é a propriedade que os fótons têm de induzir respostas físicas e 

químicas em células e tecidos. Esses efeitos podem ser estimulatórios, em que a 

célula aumenta seu aporte energético e adquire potencial proliferativo, ou então 

inibitórios, com depleção energética e redução da atividade celular. Em geral, esse 

termo é empregado para a fototerapia incluindo doses baixas de energia e potência, 

tanto com LEDs quanto com lasers (Hamblin, 2017).  

A fototerapia provoca efeitos primários, secundários e terciários. São de 

particular interesse para o presente projeto os efeitos primários, nos quais ocorre 

absorção do fóton por cromóforos celulares, em geral localizados nas mitocôndrias, 

induzindo produção de ATP, EROs e óxido nítrico, em função do consumo de 

oxigênio nessas reações (Karu, 1999). O efeito do fóton sobre os cromóforos, 

particularmente sobre o citocromo c oxidase, leva ao aumento do potencial de 

membrana mitocondrial, induzindo produções baixas de EROs nas células normais. 

Essa produção é dose-dependente e bifásica, ou seja, baixas doses de densidade 

de energia (por volta de 3J/cm2) levam à produção de EROs, e altas doses (por volta 

de 30J/cm2) limitam o potencial de membrana, inibindo a formação de EROs; doses 

intermediárias (cerca de 10J/cm2), quando o potencial de membrana mitocondrial 

está igual ao baseline, também não induzem muita produção de EROs. A 

interpretação se essa produção de EROs é benéfica ou não depende do quanto o 

sistema antioxidante foi ativado, já que a presença, por exemplo de superóxidos 

dentro da mitocôndria pode induzir danos irreversíveis nessa organela. Por outro 

lado, a ação eficiente da SOD, inibindo os superóxidos, ativa vias de sinalização 

celular, benéficas para a proliferação celular (Hamblin, 2017). Pode-se dizer, em 

geral, que a baixa produção de EROs tem efeito benéfico sobre as células, e altas 

concentrações desses radicais são citotóxicos (Tafur; Mills, 2008).  

Há uma tendência de se verificar que a FBM gera redução de EROs em 

tecidos ou células nos quais esses radicais encontram-se em altos níveis, mesmo 

quando a fototerapia é realizada em doses baixas (Hamblin, 2017). As explicações 

para esses fatos ainda não estão esclarecidas, mas já se sabe que os tecidos com 

níveis altos de oxidação têm maior sensibilidade à fototerapia com luz de baixa 
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intensidade, principalmente porque o citocromo c oxidase torna-se mais 

fotossensível, absorvendo maior quantidade de fótons (Tafur; Mills, 2008). 

A redução de EROs após fototerapia com luz de baixa intensidade também 

está ligada à ativação de genes específicos. A FBM promove a modulação de vários 

genes, incluindo aqueles relacionados à proliferação celular, à inibição da apoptose, 

à ativação do sistema antioxidante e ao reparo do DNA. Um estudo demonstrou que 

o laser de 628nm, variando de 0.44 a 8.6J/cm2 e irradiância de 11.5mW/cm2, foi 

capaz de modular 111 genes em fibroblastos normais em cultura; desses, dois 

genes eram ligados ao sistema antioxidante, e estavam superexpressos: um ligado a 

selenoproteína W, um antioxidante dependente de glutationa, que torna as células 

mais resistentes ao peróxido de hidrogênio; outro relacionado à proteína 

antioxidante ATX1, que substitui a SOD1, consumindo diretamente os superóxidos 

ou então ativando vias das metalochaperonas. Os autores verificaram também que 

outros dois genes, também superexpressos, faziam parte do sistema de reparo do 

DNA: um gene considerado antimutagênico (denominado Nudix), que neutraliza a 

formação de adutos de DNA gerados por EROs; outro relacionado a uma enzima 

(denominada adenina fosforribosiltransferase - APRT) que promove o reparo do 

DNA em situações de danos que podem gerar mutações; a ativação desse enzima 

tem sido estudada diante da exposição a agentes alquilantes, pois ela promove a 

hidrólise do DNA alquilado. Os autores concluíram que a expressão gênica 

observada condiz com o efeito estimulatório que as doses empregadas no estudo 

comumente acarretam sobre os fibroblastos, principalmente no tocante à 

proliferação celular, e que genes ligados à proteção e reparo do DNA participam 

desse efeito estimulatório (Zhang et al., 2003). 

Em experimentos animais envolvendo situações de inflamação e reparo, a 

FBM tem promovido redução de proteínas antioxidantes. Essa redução tem sido 

interpretada como derivada da diminuição da inflamação provocada pela fototerapia. 

A ação de neutrófilos, macrófagos e células dendríticas promove aumento da 

produção de EROs, os quais são essenciais para eliminar patógenos, mas também 

contribuem para a instalação da inflamação e da destruição tecidual (Hoffmann; 

Griffiths, 2018). A fototerapia, ao modular esse processo, reduziria, como 

consequência, as EROs e a atividade do sistema antioxidante no local inflamado. 
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Um exemplo do papel da FBM no estresse oxidativo em situações de 

inflamação é um estudo em que foram realizadas lesões cutâneas padronizadas e 

posteriormente irradiadas com diferentes lasers (pulsado, 904nm, 70W, 0.4W/cm2, 

área do spot 0,10cm2, 1 e 3J/cm2; e contínuo, 660nm, 30mW, 0,10cm2, 1 e 3J/cm2). 

Esse trabalho demonstrou uma redução significativa de MDA (técnica TBARS) nos 

grupos dos dois tipos de lasers a 3J/cm2, bem como de SOD e de CAT nos grupos 

com laser contínuo a 1 e 3J/cm2 e no grupo com laser pulsátil a 3J/cm2. Os autores 

interpretaram a redução das proteínas antioxidantes como resultado da pouca 

exposição do tecido às EROs, já que a laserterapia provocou diminuição da 

inflamação e aumento da velocidade de reparo das feridas (Silveira et al., 2011). 

Uma revisão sistemática recente avaliou o papel da FBM sobre o estresse 

oxidativo presente em lesões musculares induzidas em animais. Após aplicação dos 

critérios de inclusão e exclusão, os autores selecionaram oito artigos. Os 

biomarcadores de estresse oxidativo mais presentes nesses estudos foram CAT, 

SOD, GPX e marcadores de peroxidação lipídica. Os comprimentos de onda mais 

utilizados foram entre 780 e 904nm, com somente três estudos avaliando a 

fototerapia com 660nm. A potência variou de 5/2mW a 100W, e a fluência entre 1 e 

20J/cm2. Os autores verificaram que, em todos os estudos, a FBM promoveu 

aumento de proteínas antioxidantes e diminuição de TBARs, com diferenças 

significativas em relação aos controles em três deles. Os autores discutem que a 

FBM mediada por laser ou LED promove redução de EROs por intermédio da 

redução da inflamação aguda, bem como pela indução direta de proteínas 

antioxidantes; contudo, a grande variação na dosimetria limita conclusões a respeito 

do protocolo ideal para se atingir o máximo de efeito antioxidante (dos Santos et al., 

2017). Assim, contrariamente ao estudo anterior, essa revisão sistemática indica 

certa tendência em se encontrar aumento do capacidade antioxidante nos músculos. 

Outro estudo, agora com inflamação pulmonar induzida por formaldeído em 

ratos, para simular as condições de poluição ambiental, demonstrou que a FBM 

(laser 660nm, 210mW/cm2, 12.8J/cm²) reduziu os níveis de nitritos e de peróxido de 

hidrogênio e aumentou os teores de SOD e GPX, mas não de CAT (Silva Macedo et 

al., 2016).     
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A grande maioria dos trabalhos avaliou o estresse oxidativo diretamente nas 

células e nos tecidos injuriados. Um estudo verificou a capacidade antioxidante 

presente no sangue de ratos nos quais foi induzida ferida na mucosa do palato duro, 

posteriormente irradiada com laser 940nm (100mW, 1.11W/cm2, 10J/cm2). Os 

autores verificaram efeito positivo da FBM sobre o processo de reparo, 

principalmente na proliferação de fibroblastos e na síntese de colágeno; por outro 

lado, detectaram diminuição da capacidade antioxidante total no sangue (Firat et al., 

2014). 

Outra investigação avaliou o estresse oxidativo no sangue de ratos expostos 

a radiação gama (1 a 8Gy), a laserterapia de baixa intensidade (830nm, 20 ou 

100J/cm2, 300mW/cm2) ou a ambas irradiações na região da pele abdominal. A 

radiação gama provocou aumento significativo da SOD e do MDA, mas a 

laserterapia não modificou essa tendência quando utilizada em conjunto; ao 

contrário, houve certa tendência de a laserterapia aumentar a SOD e o MDA, apesar 

de não haver diferenças estatísticas. Os autores discutem a questão da dosimetria e 

o fato de terem avaliado o sangue e não o tecido injuriado, fatores que podem ser 

associados às diferenças encontradas com a maioria dos estudos, os quais incluem 

o tecido muscular inflamado (Freitinger Skalická et al., 2012). 

Assim, parece haver certo consenso de que, nos músculos com inflamação, a 

FBM reduz EROs e aumenta o potencial antioxidante, enquanto nos demais tecidos, 

incluindo pele e mucosa oral, a escassez de trabalhos não permite uma extrapolação 

geral. 

Embora os trabalhos citados envolvam os temas estresse oxidativo e FBM, 

nenhum deles se aproxima diretamente da proposta do presente estudo. Não 

encontramos nenhum trabalho que avaliasse o estresse oxidativo em células 

tratadas com quimioterapia e FBM. 
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2.6 Danos no DNA e fotobiomodulação 

 

 

O efeito da FBM sobre o DNA é pouco estudado. Uma investigação 

conduzida com queratinócitos orais humanos em cultura demonstrou que irradiações 

com 4J/cm2 (660nm, 40mW, 1mW/cm2) aumentaram os níveis de EROs, porém 

20J/cm2 não acarretaram modificações na taxa de EROs. O aumento do estresse 

oxidativo não gerou, contudo, fragmentação do DNA, avaliada por intermédio do 

ensaio cometa. Os autores também verificaram que as irradiações não induziram 

quebras nas fitas de DNA, avaliadas pela imunoexpressão de -H2AX, nem ativação 

do sistema de reparo do DNA, avaliada pela imunoexpressão de BRCA1. Os autores 

concluíram que a produção de EROs pela dose mais baixa de irradiação empregada 

é fisiológica, e pode ser benéfica em situações nas quais é necessário o estímulo à 

proliferação celular (Dillenburg et al., 2014). 

Um estudo demonstrou que a FBM (660nm, 40mW, 30, 90 e 150s de 

irradiação, gerando 30, 90 e 150J/cm2, respectivamente) diminuiu a taxa de 

senescência (nas fluências de 90 e 150J/cm2) em fibroblastos normais expostos a 

radiação gama de 2.5Gy e 10Gy. Contudo, em células de câncer de mama, a FBM 

aumentou a taxa de senescência após 4 dias da exposição à radiação gama. Os 

autores concluíram que a FBM promove proteção contra danos no DNA provocados 

pela radiação gama, porém esse efeito parece ser mais perceptível em células 

normais (Ramos Silva et al., 2016). 

O efeito protetor do FBM também foi avaliado em cultura de linfócitos B 

humanos, tratados com radiação UVA (100 e 135kJ/m2). A FBM foi realizada antes 

da radiação UVA, feita com laser 633nm, 1.2mW, com tempo de irradiação de 20 a 

100s, gerando fluência de 2.7kJ/m2. Os danos no DNA foram avaliados por ensaio 

cometa. Houve redução da quantidade de DNA danificado induzido pela radiação 

UVA quando as células foram expostas previamente a laserterapia, porém esse 

efeito foi limitado até 1kJ/cm2. Acima dessa fluência, o efeito protetor não foi mais 

observado. Os autores concluíram que a FBM com laser de 633nm tem efeito 

protetor contra danos no DNA induzidos pela radiação UVA, porém esse efeito é 

dose limitante (Dube et al. 2001). 



43 

 

Outra investigação demonstrou que FBM (LED 670nm, 35mW/cm2, 300s, 

10.5J/cm2), realizada sobre a pele na região dos rins de ratos com diabetes induzida, 

reduziu a formação de adutos 8-OHdG no DNA dos rins dos animais em 

comparação com o grupo diabético sem laserterapia. Houve também aumento 

significativo de CAT, mas não de SOD, GPX, glutationa redutase (GRX), glutationa 

S-transferase (GST) e glutationa reduzida (GSH). Nesse experimento, houve 

aumento significativo também da citocromo c oxidase. Os autores concluíram que a 

FBM foi eficaz para reduzir o estresse oxidativo e o dano no DNA provocado pelo 

diabetes nos rins (Lim et al., 2010). 

O efeito genotóxico da FBM foi avaliado em células procariotas, em modelo 

de cultura de Escherichia coli e plasmídeos dessa bactéria, com ou sem capacidade 

de reparo do DNA via exonuclease II. A cultura dessas bactérias foi exposta a laser 

de 658nm (contínuo ou pulsátil, 2,5, 250 ou 25000Hz, 10mW, 79mW/cm2, 1, 4 e 

8J/cm2) e a peróxido de hidrogênio (10mM, tempo de incubação de 10min). O estudo 

evidenciou que a pré-exposição das células e dos plasmídeos a laserterapia 

protegeu-os da ação genotóxica do peróxido de hidrogênio; essa proteção foi mais 

evidente nas células com deficiências no reparo do DNA. Nos plasmídeos, foi 

observado um padrão de distribuição do DNA diferente quando o material genético 

foi submetido a eletroforese no grupo em que houve exposição ao laser; os autores 

sugeriram que provavelmente o DNA foi alterado pelo laser, mas não em termos de 

quebras simples ou duplas de DNA. Os autores concluíram que a laserterapia, 

utilizada nas condições do experimento, não foi genotóxica; contudo, alterações no 

DNA foram detectadas e necessitam ser investigadas (Fonseca et al., 2010). 

Fluências mais altas de laserterapia podem induzir danos no DNA. Uma 

investigação envolvendo fibroblastos humanos em cultura utilizou FBM com laser de 

636nm, com fluências de 5 (7min de irradiação) e 10J/cm2 (24 min de irradiação), 

100mW, 11mW/cm2. Os autores fizeram duas sessões de irradiação, com intervalo 

de 3 dias entre elas. Após 1h ou 24h da irradiação, as células foram submetidas a 

dois tipos de ensaio cometa (alcalino), um de maneira convencional, que detecta 

presença de quebra de fitas de DNA, e outro, modificado com a introdução da 

enzima formamidopiridina glicosilase (Fpg), que detecta purinas oxidadas. No ensaio 

cometa convencional, a laserterapia com 16J/cm2 provocou danos no DNA em 

comparação aos controles sem tratamento e a 5J/cm2. Resultado semelhante foi 
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obtido com o ensaio cometa adicionado da enzima Fpg, quando a laserterapia de 

16J/cm2 provocou maior quantidade de purinas oxidadas quando comparada aos 

controles e a 5J/cm2. Contudo, houve redução dessa taxa de dano no DNA após 

24h, sugerindo que o sistema de reparo do DNA é suficiente para corrigir os erros no 

material genético induzidos pela FBM. Os autores concluíram que laserterapia com 

fluências mais altas podem ter efeito inibitório sobre fibroblastos, induzindo danos no 

DNA; esses danos, contudo, podem ser reparados por mecanismos ainda a serem 

esclarecidos (Mbene et al., 2009). 

Assim, os estudos descritos parecem indicar que a FBM tem efeito protetor 

contra danos no DNA provocados por radiação gama, radiação UVA e diabetes; 

contudo, esse efeito é dose-dependente, já que fluências mais altas parecem induzir 

lesões no DNA; esse efeito parece variar também em função do tipo celular 

envolvido. Não encontramos nenhum trabalho que avaliasse o efeito da FBM sobre 

o DNA de células expostas a quimioterápicos. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

3.1 Geral 

 

 

Investigar se doses salivares de BU são citotóxicas e se a FBM exerce efeito 

protetor sobre queratinócitos humanos expostos a essas doses. 

 

 

3.2 Específicas 

 

 

- Validar a metodologia de utilização de saliva artificial constituída em 

laboratório, contendo agentes quimioterápicos e inserido em cultura de células. 

- Investigar se doses de BU encontradas na saliva modificam a viabilidade de 

queratinócitos humanos in vitro. 

- Investigar se a concentração salivar do BU induz estresse oxidativo nesses 

queratinócitos, por intermédio da quantificação da atividade sequestradora de 

DPPH, SOD, CAT e peroxidação lipídica. 

- Investigar se a concentração salivar do BU induz quebras de fita de DNA. 

- Analisar se a exposição prévia a LBI atenua os efeitos citotóxicos do BU 

veiculado em saliva. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

A metodologia descrita a seguir foi aprovada pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo (Parecer n. 

1.585.003) (Anexo A). 

 

 

4.1 Cultivo Celular 

 

 

Todo o experimento do presente trabalho foi realizado com a linhagem 

comercial de queratinócitos cutâneos humanos imortalizados HaCat (Humane 

Kerainozyten Zell-Line, CLS Cell Lines Service, GmbH, Eppelheim, Germany). As 

células foram acondicionadas em criotubos e mantidas no nitrogênio líquido até sua 

utilização. O descongelamento foi feito com banho-maria a 37°C; após esse 

procedimento, as células foram transferidas para frascos de cultivo celular contento 

meio Eagle modificado por Dulbeco (DMEM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 

USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco – Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA), 1% de antibiótico/antimicótico (Gibco – Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 

1% de L-Glutamina. Os frascos de cultivo foram mantidos a 37°C em atmosfera 

úmida contendo 5% de CO2. A manipulação das células ocorreu em fluxo laminar e 

seu crescimento foi analisado a cada dois dias em microscópio invertido com 

contraste de fase (Axio Vert®, Carl Zeiss, Oberköchen, Alemanha). O meio de 

cultivo foi trocado conforme o metabolismo celular (em média a cada dois dias). 
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4.2 Grupos experimentais 

 

 

Foram estabelecidos os seguintes grupos experimentais: 

 

a) Grupo Controle (C): células HaCat sem nenhum tratamento. 

b) Grupo Controle Saliva (CS): células HaCat com adição de 

saliva artificial constituída em laboratório. 

c) Grupo Bussulfano (BU): células HaCat expostas a diferentes 

doses de BU veiculado em saliva artificial. 

d) Grupo Controle Irradiado (CI): células HaCat submetidas a 

FBM com laserterapia de baixa intensidade. 

e) Grupo Controle Saliva Irradiado (CSI): células HaCat com 

adição de saliva artificial e submetidas a FBM com laserterapia de 

baixa intensidade. 

f) Grupo Bussulfano Irradiado (BUI): células HaCat expostas a 

saliva contendo BU e submetidas a FBM com laserterapia de baixa 

intensidade. 

Nas análises preliminares do efeito da saliva com BU sobre os queratinócitos, 

criamos mais um grupo no qual este quimioterápico foi veiculado diretamente no 

meio de cultura. Esse grupo teve por objetivo sinalizar se o BU veiculado em saliva 

ou em meio exerce efeitos diferentes sobre a viabilidade celular. Não constitui um 

grupo experimental, pois o foco do presente trabalho é verificar os efeitos do BU 

veiculado em saliva. 
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4.3 Teste de viabilidade celular 

 

 

A citotoxicidade do BU foi avaliada por meio de teste de viabilidade celular 

MTS (sal tetrazólio). Esse teste também foi utilizado para confirmar que a saliva 

artificial constituída em laboratório era inerte aos queratinócitos. 

O ensaio MTS é um método colorimétrico de detecção de células capazes de 

reduzir o sal tetrazólio, pela ação de desidrogenases mitocondriais, gerando 

trifenilformazan; a detecção do trifenilformazan sugere que a atividade mitocondrial 

celular está preservada; a modificação de cor detectada pelos filtros de absorbância 

é proporcional à frequência de células cuja capacidade de conversão do sal 

tetrazólio está preservada (Sittampalam et al., 2004). 

Células HaCat (3500 células por poço) (Sperandio, 2012; Rosin, 2015) foram 

cultivadas em placas de 96 poços de cor preta e fundo transparente. Após 24h dos 

tratamentos (administração de BU, saliva e FBM), o teste de viabilidade celular foi 

realizado com o utilizando o kit Cell Titer 96 (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). 

Foram adicionados 20µL da solução Cell Titer 96 a 180µL de meio, prosseguindo-se 

a incubação por 120min em estufa CO2 a 37°C. Após esse período, foi quantificada 

a formação do sal formazan em espectrofotômetro (ELX 800 Biotekinstruments Inc., 

Winooski, VT, EUA), com filtro de 490 nm. Os valores dos testes foram divididos 

pelos do controle e multiplicados por 100, obtendo-se uma porcentagem de 

viabilidade celular. Os experimentos de MTS foram realizados em sextuplicata. 

 

 

4.4 Validação de protocolo de confecção armazenamento e veiculação de 

saliva artificial no meio de cultura 

 

 

Foi constituída saliva artificial com base em Malpass et al. (2013), com a 

seguinte composição: mucina (1.35 g/l), cloreto de potássio (475 mg/l), cloreto de 

sódio (700 mg/l), cloreto de cálcio (185 mg/l), fosfato de potássio (420 mg/l), cloreto 

de magnésio (105 mg/l), uréia (45 mg/l), D-(+)-glicose (100 mg/l), α-amilase (100,000 

U/l), lisozima (750 U/l) e fosfatase ácida (4 U/l). Esta saliva artificial, por vezes 
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chamada de saliva artificial completa, é utilizada para experimentos in vitro, a fim de 

criar um ambiente oral artificial válido. Segundo Malpass et al. (2013) o cálcio e 

fostato ajudam a manter a integridade mineral dos dentes; a mucina protege a 

superfície dentária contra a desmineralização e promove a remineralização, além de 

lubrificação e proteção da mucosa; a amilase catalisa as quebras de amido e 

glicogênio em maltose e inibe a aderência e o crescimento bacteriano; a lisozima 

destrói as paredes celulares bacterianas; a fosfatase alcalina libera grupos fosfato 

de outras moléculas durante a digestão; e a uréia, em conjunto com bicarbonatos e 

fosfatos, modula o pH e a capacidade tampão. Assim foi composta uma saliva 

artificial capaz de imitar a saliva humana. 

Inicialmente, foi verificado se essa composição e o volume de 10µL e 20 µL 

de saliva interferiam na viabilidade celular. Esse volume foi inserido após a 

constatação da aderência dos queratócitos. A viabilidade celular foi avaliada após a 

saliva ficar 24h em contato com as células. 

Em seguida, foi avaliada a melhor maneira de se armazenar essa saliva, para 

evitar de se constituir essa solução toda vez que a mesma fosse utilizada. Testou-se 

então o armazenamento a 8C e a -4C, bem como se o descongelamento não 

interferiria na viabilidade celular. A saliva artificial foi acondicionada em tubos falcon 

com as quantidades adequadas para cada ensaio, sendo descongelada uma única 

vez. 

 

 

 

4.5 Exposição ao bussulfano 

 

 

O BU (Sigma-Aldrich Brasil LTDA, São Paulo, SP, Brasil) foi dissolvido em 

saliva artificial e no meio de cultura em diferentes concentrações. Para o 

estabelecimento dessas concentrações, baseamo-nos naquelas detectadas na 

saliva de pacientes submetidos a monitorização terapêutica do BU durante 

condicionamento para TCH (Bezinelli et al., 2017). Nesse estudo do qual 

participamos, foi encontrada alta correlação entre os níveis plasmáticos de BU com 

os níveis salivares, indicando que as concentrações do BU no sangue são muito 

similares àquelas detectadas na saliva. Portanto, esse quimioterápico está presente 
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na saliva em concentrações consideradas terapêuticas. Vimos que o pico do BU na 

saliva ocorre após 180min após a infusão endovenosa do medicamento, com 

declínio para níveis não tóxicos e não-terapêuticos após 360min; a mesma 

farmacocinética foi observada no sangue. A média de concentração na saliva em 

180min foi de 4.21µg/mL de BU, com valor mínimo de 2.32 µg/mL e máximo de 

5.7µg/mL (Bezinelli et al., 2017). 

Para verificar se o pico de concentração salivar do BU gerava efeitos 

citotóxicos em queratinócitos, estudamos a viabilidade celular de culturas expostas a 

4.0, 4.5, 5.0 e 5.5 µg/mL de BU veiculado, inicialmente, diretamente no meio de 

cultura nas concentrações descritas, com tempo de incubação de 24h. Após o 

período de incubação, o meio contendo o BU foi substituído por meio desprovido 

dessa droga e realizado o teste de viabilidade celular. Em seguida, essa droga foi 

diluída na saliva artificial nas mesmas concentrações descritas, e 20µL dessa 

solução foram inseridos nas placas de cultura, com tempo de incubação de 24h, 

sendo também realizado teste de viabilidade celular. Pela comparação destes, foi 

possível verificar se a saliva alterou o potencial citotóxico do BU, considerando-se o 

tipo de linhagem celular envolvida e as condições de experimentação padronizadas 

no presente estudo. Também foi possível estabelecer a concentração padrão do BU 

veiculado em saliva para ser utilizada nos demais ensaios. 

 

 

4.6 Fotobiomodulação com laserterapia de baixa intensidade 

 

 

Para verificar se os protocolos de LTBI exercem efeito protetor sobre 

queratinócitos expostos ao BU, células HaCat receberam irradiação com laser 

InGaAlP 660nm (Therapy XT, DMC Importação e Exportação de Equipamentos 

LTDA, São Carlos, SP, Brasil), 100 mW de potência, 0,028 cm² área do spot, 20 

segundos de tempo de irradiação, gerando fluência de 8J/cm² e irradiância de 

3571mW/cm2. Essa dosimetria foi estabelecida com base em estudos nos quais foi 

realizada LTBI para prevenção e tratamento de MO em pacientes sob 

condicionamento com BU (Eduardo et al., 2015; Bezinelli et al., 2015). A irradiação 

foi realizada com a fibra óptica mantida em posição perpendicular ao fundo da placa. 
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Utilizou-se placa de Petri contendo adesivo preto no fundo, no qual furos de mesmo 

diâmetro, compatíveis com a área do spot, foram realizados, para se padronizar o 

local e a área de irradiação, evitando-se que células ficassem sem irradiação ou com 

excesso desta (Figura 4.2). Esse método foi adaptado de Sperandio (2012). 

Também foi utilizada placa preta de 96 e 12 poços, contendo fundo transparente, a 

qual mantém a irradiação restrita às células presentes somente no poço no qual foi 

posicionada a ponta (Figura 4.3 e 4.4). A irradiação ocorreu em fluxo laminar, 

mantendo-se o grupo respectivo que não receberia irradiação também sob as 

mesmas condições experimentais. 

Para simular múltiplas sessões de LTBI aplicadas durante e após o 

condicionamento com BU, estipulou-se que seriam realizadas três sessões de LTBI. 

A primeira sessão ocorreu imediatamente após a finalização da incubação do BU. 

Foram testados os intervalos de 1, 2, 3 e 4h entre as sessões, para se estabelecer 

aquele mais adequado para se detectar o efeito protetor da LTBI, avaliado pelo teste 

de viabilidade celular.  

 

Figura 4.1 – A: Placa de Petri com adesivo-guia utilizada para os ensaios com a luz laser. B: Placa de 
96 poços na cor preta com fundo transparente utilizada para os ensaios com a luz laser 
(Sperandio, 2012). C: Placa de 12 poços na cor preta com fundo transparente utilizada 
para os ensaios com a luz laser (Sperandio, 2012) 

 

  

  

A B 
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4.7 Ensaio TUNEL 

 

 

Foi realizado ensaio TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling), o qual 

detecta fragmentação de DNA derivada de quebras simples e duplas da fita de DNA. 

O ensaio é utilizado para avaliar os índices de células sugestivas de estarem em 

morte por apoptose ou necrose (Otsuki, 2000). 

Células HaCat foram cultivadas em lamínulas colocadas em placa de 12 

poços, cujo fundo continha adesivo similar ao descrito no item 4.6. Após adesão 

sobre as lamínulas, as células foram submetidas aos diferentes tratamentos e, após 

24h, foram fixadas com metanol puro até sua utilização. Depois de fixadas, foram 

lavadas três vezes com PBS. Em seguida, as lamínulas foram incubadas com os 

reagentes pertencentes ao Kit Dead End Fluorometric Tunel System (Promega, Inc., 

Madison, Wisconsin, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Após este 

procedimento, as lâminas foram montadas com meio de montagem DAPI 

(Vectashield ®, Vector Laboratories, CA, USA) e analisadas em microscópio de 

fluorescência Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss, Oberköchen, Alemanha). Foram 

quantificadas as células TUNEL positivas, obtendo-se a porcentagem dessas células 

em um total de 500 células. Esse ensaio foi realizado em triplicata para os seguintes 

grupos com ou sem tratamento com BU e com ou sem irradiação com LTBI: 

Controle, Controle Irradiado, Controle Saliva, Controle Saliva Irradiado, BU com 

concentração salivar de 5,5µg/mL e BU 5,5µg/mL Irradiado. 

 

C 
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4.8 Obtenção de lisado celular 

 

 

Para quantificação de proteínas de interesse, foi obtido lisado das células dos 

diferentes grupos. Para tanto, as células HaCat foram cultivadas em placas de 60 

mm de diâmetro, apropriadas para a LTBI quando necessário, e posteriormente 

submetidas aos diferentes tratamentos. Após 24h, o meio de cultura foi descartado e 

as células foram lavadas com PBS. Para que as células se soltassem do fundo, fora 

imersas em tampão RIPA (50nM Tris-HCl, 150 nM cloreto de sódio, 1% Triton X, 1% 

desoxicolato de sódio, 0,1% de SDS e 1nM EDTA) acrescido de inibidor de protease 

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), e posteriormente foram gentilmente deslocadas 

com auxílio de “cell scraper”. Essa solução foi então centrifugada a 11000 rpm por 

20 minutos a 4ºC. Após a centrifugação, o sobrenadante foi coletado e armazenado 

em alíquotas de 100µL em freezer -80C, até o momento de sua utilização. 
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4.9 Quantificação de proteínas 

 

 

Para todos os grupos, foram quantificadas as proteínas a partir do lisado 

celular, pelo método do ácido biocinconínico (BCA) (Protein Assay Reagent Kit, 

ThermoScientific, EUA).  

Este ensaio consiste na detecção colorimétrica e quantificação de proteína 

total. O método combina a redução de Cu+² a Cu+¹ por proteína em meio alcalino, 

reação de biureto, com detecção colorimétrica altamente sensível e seletiva do 

cátion cuproso usando o reagente contendo ácido biocinconínico. O produto da 

reação de cor púrpura deste ensaio é formado pela quelação de duas moléculas de 

BCA com um íon cuproso. A leitura é realizada na absorbância de 562 nm. O 

experimento foi realizado em triplicata. 

A quantificação de proteínas foi necessária para a análise da SOD (item 4.11) 

e também da CAT (item 4.12). 

 

 

4.10 Quantificação da atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH) 

 

 

O DPPH (C18H12N5O6) contém um elétron desemparelhado, sendo então 

considerado um radical livre, porém relativamente estável, de fácil detecção. Na 

reação descrita a seguir, adaptada de Ginsburg et. al., (2013) para amostras de 

saliva, ocorre uma oxi-redução do DPPH pelo sistema antioxidante das amostras 

testadas. O DPPH confere cor violeta à solução; ao ser reduzido (“sequestrado”), a 

solução modifica de cor. Em ambiente escuro, 1,9 mL de uma solução contendo 

DPPH a 0,06 mM (0,1 mM DPPH, 0,9% NaCl e 25 mM tampão HEPES, constituído 

de NaCl 0,15M e EDTA 20 mM; pH 7,4, em 40% de etanol) foi adicionada a uma 

alíquota (100 µL) de cada amostra em um tubo de ensaio, com posterior 

homogeneização em agitador de tubos. Para o cálculo da porcentagem de sequestro 

do DPPH, foi feito um controle padrão de DPPH (1,9 ml de radical DPPH 0,06mM 
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adicionado a 100 µL de RIPA), tendo como branco álcool metílico. Foi realizada 

leitura da absorbância imediatamente após a reação com a solução de DPPH em 

espectrofotômetro (COLEMAN, Equipamentos para Laboratório Com. E Importação 

LTDA, Santo André, SP, Brasil) com filtro de 515nm. O experimento foi realizado 

para os grupos Controle, Controle Irradiado, Controle Saliva, Controle Saliva 

Irradiado, BU 5,5µg/mL veiculado em saliva, e BU 5,5µg/mL veiculado em saliva 

irradiado. Em cada grupo, as análises foram feitas em quadruplicata. Os resultados 

foram expressos em porcentagem de sequestro de DPPH, obtida pela seguinte 

fórmula: 

 

 

Sequestro de DPPH (%) = [(Abs controle DPPH – Abs Teste)/ Abs controle DPPH] x 100 

 

 

4.11 Quantificação da superóxido dismutase 

 

 

A SOD foi quantificada por intermédio da técnica de Western blotting. 

Alíquotas de lisado celular dos diferentes grupos contendo 30µg de proteína foram 

diluídas em tampão da amostra (3% de dodecil sulfato de sódio, 150 nM Tris pH 6,8, 

15% de B-mercaptoetanol, 30% de glicerol e 0,01% de azul de bromofenol) e, em 

seguida, mantidas em banho-maria a 95°C. Após desnaturação das proteínas, as 

amostras foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE com gel de corrida a base de 

acrilamida 10% a 100V em temperatura ambiente. Foi utilizada cuba para 

eletroforese vertical (BioRad, Hercules, CA, USA) acoplada a fonte de elétrons (LPS 

300V, Loccus do Brasil LTDA, São Paulo, Brasil). Para o controle da eletroforese e 

posteriormente do blot, utilizou-se padrão de peso molecular Precision Plus 

Kaleidoscope Protein Standard (BioRad, Hercules, CA, USA). Após a eletroforese, 

procedeu-se a transferência das proteínas do gel de acrilamida para membrana de 

nitrocelulose (Amersham-GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, Reino Unido) 

sob voltagem de 60 V por 1 hora e meia a 4°C. Depois da transferência, as 

membranas foram incubadas com albumina bovina 5% por 1h, para bloqueio de 

sítios inespecíficos. Em seguida, foram incubadas “overnight a 4°C com anticorpo 

primário anti-SOD (Anti-Superoxide Dismutase 1 antibody, ab16831, rabbit 
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polyclonal to superoxide dismutase 1, 1:10000, Cambridge, Reino Unido) e anti-β-

actina (clone AC-15, mouse anti β-actina, #A5441, 1:500, Sigma-Aldrich, Brasil) 

conjuntamente e manter sob agitação. Após a incubação com o anticorpo primário, 

as membranas foram lavadas com TBST (150 nM cloreto de sódio, 20 mM Tris base 

pH 7,6, 0,1% Tween 20) sob agitação em temperatura ambiente (três lavagens de 

5min cada); em seguida foi realizada a incubação com anticorpo secundário 

conjugado a HRP (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, MA, USA) por 1,5h em 

temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram lavadas com TBST (três 

lavagens de 5min cada) e imersas em solução contendo luminol (ECL Prime, 

Amershan-Ge Healthcare Life Science, Little Chalfont, Reino Unido), para análise 

por quimioluminescência. As membranas foram então digitalizadas em escaner para 

blot (C-Digit®, Li-Cor Biosciences, Lincoln, Reino Unido). Foi quantificada a 

densidade de cada banda utilizando o programa Image J. Os ensaios de Western 

blotting foram feitos em triplicata experimental para todos os grupos. A densidade da 

banda de amostra foi normalizada pela densidade de banda da β-actina.  

 

 

4.12 Quantificação da catalase 

 

 

O princípio do método descrito a seguir é baseado na redução da absorbância 

das amostras testadas, devido a indução da transformação do peróxido de 

hidrogênio em água e oxigênio pela CAT. Foi realizada quantificação dessa enzima 

seguindo o método preconizado por Aebi (1984). Foram adicionadas alíquotas 

(10µL) de cada amostra a 890µL de tampão fosfato 50mM; em seguida, foi 

adicionado 100µL de tampão fosfato contendo peróxido de hidrogênio 13.2mM (6 mL 

de tampão fosfato e 28 µL de peróxido de hidrogênio). Após agitação por inversão 

do tubo, foi realizada leitura em espectrofotômetro (Beckman Coulter DU 800, 

California, EUA) com filtro de 240 nm por 5 minutos. Esta metodologia baseia-se no 

acompanhamento da decomposição do peróxido de hidrogênio, desta maneira 

obtém-se uma absorbância inicial e uma final, das quais o delta é a subtração destas 

leituras. 
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O experimento foi realizado em triplicata para os grupos Controle, Controle 

Irradiado, Controle Saliva, Controle Saliva Irradiado, BU 5,5µg/mL veiculado em 

saliva, e BU 5,5µg/mL veiculado em saliva Irradiado. O cálculo da atividade da CAT 

foi feito seguindo a fórmula: 

 

 

 

 

 

Os resultados da CAT (em U/mL) foram normalizados pela concentração de 

proteínas totais de cada amostra e apresentados em U/µg de proteína. 

 

 

4.13 Quantificação da Peroxidação lipídica 

 

 

A peroxidação lipídica foi analisada pela quantificação do MDA utilizando a 

técnica TBARS. O princípio dessa técnica baseia-se na reação do ácido 

tiobarbitúrico com o MDA, originando cor vermelha nessa reação. O método foi 

adaptado de Shirzad et al. (2014). Alíquotas de 100 µL de lisado celular foram 

homogenizadas com 200 µL de uma solução contendo ácido tricloroacético 15%, 

ácido tiobarbitúrico 0,375% e ácido clorídrico 0,25N. A mistura foi aquecida a 90-

100C por 15min e, após resfriamento em bancada, centrifugada por 10min a 1300g. 

O sobrenadante foi colhido e analisado em espectrofotômetro (Coleman, 

Equipamentos para Laboratório Com. e Importação LTDA, Santo André, SP, Brasil), 

com comprimento de onda em 532 nm. O teste foi realizado em quadruplicata para 

os grupos Controle, Controle Irradiado, Controle Saliva, Controle Saliva Irradiado, 

BU 5,5µg/mL veiculado em saliva, e BU 5,5µg/mL veiculado em saliva Irradiado.  

  

U/ml = Δ leituras/(tomada de ensaio * E) 
E (coeficiente de extinção molar) = 0,071 
Tomada de ensaio = 0,01mL 
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A quantidade de MDA foi calculada seguinte a fórmula (Estherbauer; 

Cheeseman, 1990): 

 

 

 

 

 

 

 

O resultado foi expresso em mg de MDA/litro. 

 

 

4.14 Mensuração da fragmentação do DNA por ensaio Cometa 

 

 

A presença de dano no DNA foi investigada por meio do ensaio cometa. 

Nesse ensaio, a fragmentação do DNA é visualizada por intermédio do 

espalhamento desse material a partir do núcleo da célula, o qual origina uma 

imagem semelhante a um cometa, com cabeça (núcleo) e cauda (espalhamento do 

DNA). Para este ensaio utilizamos o método de cometa em solução alcalina descrito 

por Singh et al. (1988). Lâminas de vidro foram mergulhadas em 1% de agarose 

diluída em água e secas em uma estufa a 37°C, até secagem completa. Em um 

Eppendorf com 2x104 de células, foi realizada centrifugação a 200g por 3 min a 4°C, 

retirando-se em seguida o sobrenadante. A esse sobrenadante, foi adicionado 70 µL 

de agarose de baixo ponto de fusão a 1% misturada em PBS. O material foi, em 

seguida, depositado nas lâminas e mantido a 4°C por 5 min. Solução de lise (2,5 M 

NaCl, 0,1 M EDTA, 10 mM TrisHCl, pH 10) contendo Triton X-100 foi adicionada às 

lâminas, as quais foram mantidas a 4°C por 1h. Após este período, as lâminas foram 

transferidas para um tanque horizontal de eletroforese (BioRad Sub-Cell® GT, Itália) 

e incubadas com tampão de eletroforese (0,3 M NaOH e 1 mM EDTA) por 40 

minutos a 4°C. A eletroforese foi realizada a 25 V, 300 mA, por 30 min. Após a 

eletroforese, as lâminas foram retiradas do tanque e lavadas por três vezes com 

tampão de neutralização (0,4 Tris, pH 7,5 com concentrado de HCl). Após esse 

procedimento, as lâminas foram montadas com meio de montagem DAPI 

X (g/L) = (Abs/C)*M 
mg/L= X/1000 
Abs = absorbância das amostras 
C (coeficiente de absorção molar) = 153 M-¹L-¹  
M (massa molar MDA) = 73 g/mol 
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(Vectashield®, Vector Laboratories, CA, USA) e analisadas em microscópio Zeiss 

LSM 510 (Carl Zeiss, Oberköchen, Alemanha). O experimento foi realizado em 

triplicata para os grupos Controle, Controle Irradiado, Controle Saliva, Controle 

Saliva Irradiado, BU 5,5µg/mL veiculado em saliva, e BU 5,5µg/mL veiculado em 

saliva Irradiado. 

Imagens de 100 cometas de cada grupo foram digitalizadas (aumento original 

de 400X) e analisadas por intermédio do plugin “OpenComet” (Gyori et al., 2014) 

instalado no programa ImageJ (Schneider et al., 2012). Esse plugin fornece, dentre 

outras mensurações, a porcentagem de DNA presente na cauda do cometa, que 

representa a quantidade de quebras de DNA presentes na amostra. 

 

 

4.15 Análise estatística 

 

 

Os dados numéricos foram apresentados em média e desvio-padrão, quando 

seguiram uma distribuição paramétrica, e em média, desvio-padrão, mediana e 

valores mínimo e máximo, quando seguiram uma distribuição não-paramétrica. Os 

grupos foram comparados entre si pela análise de variância Anova seguida do teste 

de Tukey, para distribuições paramétricas, e Krusal-Wallis seguida do teste de Dunn, 

para distribuições não paramétrica. Quando necessário comparar somente dois 

grupos, foi utilizado o teste de Mann-Whitney ou teste t de Student. O nível de 

significância adotado foi de 5%. 
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5 RESULTADOS  

 

 

5.1 Viabilidade celular 

 

 

5.1.1 Quantidade e tipo de armazenamento da saliva 

 

 

Foram realizados ensaios para verificar se a quantidade a ser inserida no 

meio de cultura e o tipo de armazenamento da saliva interferiam na viabilidade 

celular. A figura 5.1 mostra a viabilidade celular com a inserção de 10µL e 20µL de 

saliva. Não houve diferenças significativas entre os volumes de 10µL e 20µL em 

relação ao controle (p>0,05), sugerindo que a saliva propriamente dita, e o seu 

volume, não interferiram na viabilidade celular. 

 

 

Figura 5.1 – Média (±desvio-padrão) da viabilidade celular em cultivos sem saliva (controle) e 
naqueles contendo 10 µL e 20 µL de saliva 

 

 

 

 

 

A figura 5.2 ilustra a viabilidade celular segundo o tipo de armazenamento da 

saliva, variando-se o seu volume inserido no meio de cultura. O grupo contendo 

10µL de saliva com armazenamento prévio a 8°C exibiu maior viabilidade celular, 
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diferindo estatisticamente do controle. Já o volume de 20µL não exibiu diferença 

com o controle, independentemente do tipo de armazenamento prévio da saliva. Na 

prática laboratorial, vimos que o mais seguro seria utilizar a saliva congelada no 

freezer -4C; na geladeira, a solução corria o risco de contaminação e de perda da 

temperatura de manutenção, uma vez que o refrigerador era aberto várias vezes ao 

dia para acesso a outros materiais. Assim, como queríamos manter a saliva o mais 

inerte possível, sem exibir diferenças com o grupo C, adotamos como Grupo CS a 

veiculação de 20µL de saliva previamente constituída e armazenada a -4C. 

 

 

Figura 5.2 – Média (±desvio-padrão) da viabilidade celular em cultivos sem saliva (controle) e 
naqueles com 10 µL e 20µL de saliva, a qual foi previamente armazenada a -4°C ou 
8°C. Teste de Tukey, *p<0.05; **p<0.01 

 
 

 

 

 

5.1.2 Concentração do bussulfano veiculado ou não em saliva 

 

 

A figura 5.3 mostra a viabilidade celular segundo diferentes concentrações 

salivares do BU. Inicialmente, o BU foi inserido diretamente no meio de cultura 

(Figura 5.3 A) e, em seguida, veiculado em saliva (Figura 5.3 B), para se verificar se 

a saliva modifica a citotoxicidade desse quimioterápico. O efeito do BU sobre os 
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queratinócitos foi dose-dependente, ou seja, quanto maior a concentração da droga, 

menor a viabilidade celular. A concentração de 5,5µg/mL de BU inserido diretamente 

no meio de cultura foi a que provocou diferenças significativas em relação ao 

controle (p<0.05), gerando viabilidade celular de 76% (Figura 5.3 A). Quando as 

mesmas concentrações de BU foram veiculadas em saliva, todas elas acarretaram 

menor viabilidade em relação ao controle-saliva (Figura 5.3 B). 

Comparamos também os valores de viabilidade dos grupos de BU veiculado 

no meio de cultura, com os aqueles em que o BU foi veiculado na saliva, pareando-

se cada concentração. Observou-se que todas as concentrações do BU veiculadas 

em saliva geraram menor viabilidade celular; na análise pareada de cada 

concentração, somente a de 4.0ug/mL foi significativa (Teste t de Student, p=0.004). 

Assim, as concentrações do BU selecionadas no presente trabalho exercem efeito 

tóxico sobre queratinóticos, com ou sem a presença da saliva. Os resultados 

também sugerem que a saliva modifica a citotoxicidade do BU, havendo uma 

tendência de tornar mais tóxico esse quimioterápico para os queratinócitos. 

Para os ensaios de TUNEL, estresse oxidativo e de dano no DNA, foi adotado 

o BU com concentração em saliva de 5.5µg/mL, por ser essa concentração a que 

maior se aproximou de uma dose letal de 50%. 

 

  



64 

 

Figura 5.3 – Média (±desvio-padrão) da viabilidade celular (normalizada pela da do controle (A) e 
controle saliva(B)) após tratamento com bussulfano em diferentes concentrações, 
inserido no meio sem saliva (A) e com saliva (B). Teste de Tukey, *p<0.05; **p<0.01 

 
 

 

 

 

5.1.3 Tratamento com laserterapia de baixa intensidade (LTBI) 

 

 

Para simular as sessões diárias de LTBI realizadas no paciente sob TCH, os 

cultivos celulares tratados com BU veiculado em saliva foram expostos a três 

sessões de LBI. A figura 5.4 mostra a viabilidade celular quando as sessões de LBI 

tiveram intervalo de 1h, 2h, 3h e 4h. Nota-se que os intervalos das sessões que 

aumentaram a viabilidade celular após o tratamento com BU, independentemente da 

concentração dessa droga, foram de 2h e 4h. O intervalo de 4h entre as sessões 

aumentou a viabilidade celular de forma mais homogênea considerando-se as 
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diferentes concentrações, sendo escolhido então para ser realizado nos demais 

ensaios envolvendo LBI. 

 

 

Figura 5.4 - Média (±desvio-padrão) da viabilidade celular (normalizada pela da do controle saliva) 
após tratamento com bussulfano em diferentes concentrações e quatro ciclos de 
laserterapia de baixa intensidade, com intervalos de 1h, 2h, 3h e 4h entre os ciclos. 
Teste de Tukey, *p<0.05; **p<0.01 

 
 

 

 

A figura 5.5 ilustra a viabilidade celular após tratamento com BU veiculado em 

saliva em diferentes concentrações, com e sem a execução de três sessões de LBI, 

com intervalo de 4h entre elas. Nota-se que em todas as concentrações do BU, a 

LBI exerceu um efeito protetor, acarretando um aumento significativo da viabilidade 

celular.  
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Figura 5.5 – Média (±desvio-padrão) da viabilidade celular (normalizada pela da do controle saliva) 
após tratamento com bussulfano em diferentes concentrações, inserido no meio sem 
saliva (A) e com saliva (B). Teste de Tukey, *p<0.05; **p<0.01 

 

 

 

 

 

5.2 Análise de TUNEL 

 

 

A porcentagem de células positivas para TUNEL é representada na Figura 

5.6. O grupo BU 5,5µg/mL exibiu maior porcentagem de células TUNEL positivas, 

com diferenças significativas em relação aos controles (p<0.05) e ao grupo BU 

irradiado (p<0.05). Não houve diferenças significativas entre o BU irradiado e os 

controles. A figura 5.7 ilustra as marcações encontradas. 
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Figura 5.6 - Box-plot para a porcentagem de células positivas para TUNEL em cada grupo. Traço 
horizontal espesso - mediana; Altura do box - intervalo interquartis; whiskers - valores 
mínimo e máximo;  - outliers. * p<0.05 (Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn) 

 

 

Figura 5.7 – Exemplos de padrões de marcação no ensaio TUNEL, dos grupos Controle Saliva (CS), 
Controle Saliva Irradiado (CSI), Bussulfano (BU) e Bussulfano Irradiado (BUI). Aumento 
de 400X 
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5.3 Estresse oxidativo 

 

 

5.3.1 Atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 

 

 

A mensuração da atividade sequestradora do radical livre DPPH foi realizada 

para os grupos C, CS e BU 5,5µg/mL veiculado em saliva, com e sem três sessões 

de LBI. A Figura 5.8 ilustra a porcentagem de redução de DPPH. Nota-se que a 

menor mediana da porcentagem de sequestro do DPPH é do grupo BU 5.5ug/mL, 

seguido do grupo CS. Os grupos que receberam LBI exibiram um incremento na 

porcentagem de sequestro desse radical livre, mostrando diferenças significativas 

em relação aos grupos sem LBI. Particularmente o grupo BU 5.5ug/mL Irradiado 

exibiu diferenças significativas em relação ao BU sem LBI (p<0.05). 

 

 

Figura 5.8 - Box-plot para a porcentagem de sequestro do radical livre DPPH em cada grupo. Traço 
horizontal espesso - mediana; Altura do box - intervalo interquartis; whiskers - valores 
mínimo e máximo. * p<0.05 (Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn) 
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5.4 Quantificação da superóxido dismutase 

 

 

A quantificação da SOD foi realizada por intermédio da técnica de Western 

blotting. A figura 5.9 evidencia a densidade da banda obtida nos blottings de cada 

grupo. Nota-se densidade ligeiramente maior no grupo BU 5.5µg/mL, porém essa 

diferença não foi estatisticamente significante em relação aos demais grupos. Assim, 

as irradiações com LBI, em especial as realizadas nos grupos com BU, não 

acarretaram diferenças na produção de SOD.  

 

 

Figura 5.9 – Média (± desvio-padrão) da densidade de banda obtida na técnica de Western-blotting 
para análise da superóxido dismutase. Foi realizada normalização com a densidade de 
banda da actina em todos os grupos. Sem diferenças significativas (teste de variância 
Anova) 
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5.5 Quantificação da catalase 

 

 

A média de atividade da catalase em todos os grupos é demonstrada na 

figura 5.10. Nota-se que o grupo BU 5.5ug/mL exibiu a maior atividade dessa 

enzima, diferindo estatisticamente dos demais grupos (p<0.01). A LBI (três sessões, 

feitas a cada 4h) reduziu a atividade da catalase em todos os grupos, com 

diferenças significativas na comparação entre Controle Saliva com e sem LBI 

(p<0.01) e BU 5.5ug/mL com e sem LTBI (p<0.01). 

 

 

Figura 5.10 - Média (±desvio-padrão) da atividade da catalase, normalizada pela quantidade de 
proteínas em cada grupo e expressa em U/mg proteína. **p<0.01 (análise de 
variância Anova seguida do teste de Tukey) 

 
 

 

 

 

5.6 Peroxidação lipídica 

 

 

A peroxidação lipídica foi avaliada pela quantificação do malondialdeído 

(MDA) utilizando a técnica TBARS. A figura 5.11 mostra a média da quantidade de 

MDA detectada em cada grupo. O grupo BU 5.5ug/mL exibiu a maior quantidade de 

MDA, com diferenças significativas em relação aos demais grupos (p<0.01). Quando 
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esse grupo recebeu LBI, houve redução drástica da quantidade de MDA (p<0.01), 

equiparando-se aos controles. Em geral, os demais grupos irradiados também 

exibiram menor quantidade de MDA, porém sem diferenças significativas em relação 

aos respectivos grupos sem LBI. 

 

Figura 5.11 - Média (±desvio-padrão) da quantidade de malondialdeído (MDA) em cada grupo. 
**p<0.01 (análise de variância Anova seguida do teste de Tukey) 

 
 

 

 

 

5.7 Dano no DNA 

 

 

5.7.1 Ensaio cometa 

 

 

A presença de dano no DNA foi investigada por meio do ensaio cometa nos 

grupos Controle, Controle Saliva, Controle Saliva Irradiado, Bussulfano 5.5ug/mL e 

Bussulfano 5.5ug/mL Irradiado. Nota-se que o grupo C não exibiu espalhamento do 

DNA, ou seja, não foram detectados cometas (Figura 5.12 A), ao passo que no 
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grupo CS (Figura 5.12 B) alguns cometas, de cauda restrita, foram encontrados. Já o 

grupo BU 5.5ug/mL exibiu alta frequência de cometas, com núcleos quase 

inexistentes e caudas longas (Figura 5.12 D). Todos os grupos com LBI exibiram 

redução da quantidade de cometas e caudas mais curtas (Figuras 5.12 C e 5.12 E), 

principalmente o grupo BU 5.5ug/mL Irradiado. Na quantificação da porcentagem de 

DNA na cauda do cometa, o grupo BU exibiu a maior média, seguido pelo Grupo CS 

(Figura 5.13). Houve redução dessa porcentagem em todos os grupos irradiados, 

com menor valor para o grupo BU Irradiado. Esse grupo diferiu estatisticamente 

quando comparado com o grupo BU (p<0.05) e Controle Saliva (p<0.05). 

 

Figura 5.12 - Imagens representativas do espalhamento de fragmentos de DNA no ensaio cometa 
(DAPI, aumento original 400X). C: Ausência de cometas no grupo Controle. CS: 
Presença de cometas no grupo Controle Saliva, porém com caudas discretas. BU: 
Grande quantidade de cometas, com caudas nítidas, no grupo Bussulfano 5.5ug/mL. 
BUI: Redução da frequência de cometas no grupo Bussulfano 5.5ug/mL Irradiado 
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Figura 5.13 - Box-plot para a porcentagem de DNA na cauda do cometa. Traço horizontal espesso - 
mediana; Altura do box - intervalo interquartis; whiskers - valores mínimo e máximo;  
- outliers. * p<0.05 (Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn) 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

O objetivo deste trabalho foi verificar se as concentrações salivares do BU 

poderiam ser citotóxicas para queratinócitos e se a LTBI poderia atenuar esses 

efeitos. 

Inicialmente padronizamos a confecção e a utilização de saliva artificial que 

serviria de veículo para o BU. Verificamos se essa composição não interferia na 

cultura celular utilizando a HaCat. Decidimos realizar essa etapa porque no estudo 

que nos baseamos para formular a saliva, os autores verificaram que a sua 

composição, principalmente a presença da α-amilase, induziu a secreção de IL-8, IL-

6 e VCAM1 em cultura de fibroblastos gengivais, não sendo inerte nesse meio de 

cultura. Os autores também avaliaram se essa saliva modificou os níveis de EROs 

ou de superóxidos, e não encontraram diferenças em relação ao controle (Malpass 

et al. 2013). Em nosso estudo, os grupos contendo saliva não exibiram alterações 

significativas quanto à viabilidade celular, porém verificamos que o grupo CS exibiu 

menor atividade de sequestro do DPPH. Nesse grupo também notamos certa 

frequência de fragmentação do DNA, ainda que discreta se compararmos com os 

resultados para o Grupo C. Assim, podemos admitir que a saliva utilizada no 

presente experimento não interferiu, de forma significativa, na viabilidade celular, 

mas acarretou certa redução na atividade antioxidante relacionada à neutralização 

de radicais livres de nitrogênio. Esse resultado foi uma surpresa, já que a saliva é 

sabidamente um potente fluido antioxidante (Buczko et al., 2015). Esse potencial 

antioxidante é oriundo da catalase derivada de microrganismos do biofilme, de 

produtos antioxidantes derivados do sangue e extravasados para a saliva via fluido 

crevicular, bem como de substâncias antioxidantes presentes nas verduras e frutas 

ingeridas na dieta, as quais são mantidas na saliva por tempo prolongado após as 

refeições (Ginsburg et al., 2013). Como não adicionamos nenhum desses 

componentes na saliva artificial, o potencial antioxidante avaliado no presente 

estudo é exclusivamente derivado dos queratinócitos cultivados. Assim, pode-se 

dizer que a saliva modificou diretamente as células analisadas, reduzindo seu 

potencial de sequestro de radicais livres de nitrogênio. Por outro lado, os danos no 

DNA observados no grupo CS não foram suficientes para induzir modificações nos 

4
7
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padrões de viabilidade celular. Contudo, pode-se inferir que, se a formulação 

utilizada provocou a secreção de citocinas pró-inflamatórias, as quais demandam 

ativação de vias de sinalização, bem como alterou o potencial antioxidativo, 

provavelmente esses mesmos componentes atuaram direta ou indiretamente, de 

forma negativa, no DNA dos queratinócitos estudados, os quais, vale comentar, não 

são especializados no contato com a saliva, já que são cutâneos. Mais estudos são 

necessários para elucidar o efeito da saliva formulada no presente estudo sobre o 

DNA e o estresse oxidativo em cultura de queratinócitos, incluindo os da mucosa 

oral. 

Utilizamos uma formulação de saliva que contivesse as principais substâncias 

encontradas nesse fluido, incluindo, além da α-amilase, mucina, lisozima, fosfatase 

ácida, magnésio, cálcio e uréia, para verificar se esses componentes não alterariam 

o potencial citotóxico do BU. Um resultado interessante foi que o conjunto BU+saliva 

provocou maior redução da viabilidade celular em comparação à taxa provocada 

pelo BU sem saliva. Portanto, a combinação da saliva com o BU gerou um efeito 

tóxico maior. Se a saliva modificou quimicamente o BU e o tornou mais tóxico, não é 

possível depreender pela metodologia empregada no presente estudo. Contudo, 

esse resultado pode ter significado direto para o paciente, já que até então se 

acreditava que a MO causada pelo BU era somente derivada do BU plasmático 

(Chaudhry et al., 2016). O presente estudo demonstrou que o BU salivar é tóxico 

para os queratinócitos, bem como que os componentes salivares também têm 

interferência nessa toxicidade. 

Verificamos que as doses salivares de BU, encontradas no pico 

farmacocinético máximo da droga, induziram redução da viabilidade celular, 

aumento da frequência de células sugestivas de estarem em apoptose ou necrose 

pelo teste de TUNEL, bem como aumento da taxa de peroxidação lipídica e redução 

do potencial antioxidante de radicais livres de nitrogênio. Esses resultados estão de 

acordo com outros estudos que demonstraram, no sangue, intensa peroxidação 

lipídica e redução da viabilidade celular devido a alterações da membrana 

plasmática por esses radicais (Dürken et al., 2000; DeLeve; Wang, 2000; Hassan et 

al., 2002; Gonçalves et al., 2009; Cai et al., 2016). Assim, as concentrações 

salivares do BU induzem produção de radicais livres nos queratinócitos por vias 

similares às descritas para as células sanguíneas provocadas pelo BU plasmático. 
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Paralelamente ao aumento dos radicais livres, detectamos altos níveis de catalase 

nas células tratadas com BU salivar, mas não houve a mesma tendência com a 

SOD. Esse resultado está condizente com um estudo clínico descrito na literatura 

que demonstrou aumento da catalase e manutenção dos níveis de SOD nos 

eritrócitos do sangue periférico de pacientes com condicionamento a base de BU e 

ciclofosfamida para TCH (Gonçalves et al., 2009). O aumento da catalase pode ser 

interpretado em função do aumento da peroxidação lipídica, ou seja, altos níveis de 

peróxido de hidrogênio induzidos pelo BU provocam intensa peroxidação lipídica 

(Gonçalves et al., 2009). Altos níveis de peróxidos, por sua vez, induzem a produção 

de catalase, a qual neutraliza esses EROs. A ausência de aumento da SOD, por 

outro lado, é intrigante, já que essa enzima converte os superóxidos em peróxido de 

hidrogênio. Uma hipótese é que o BU não induz tanto superóxido, mas diretamente 

peróxido de hidrogênio por outras vias de oxirredução, fato que necessita ser 

confirmado. 

Apesar de termos encontrado porcentagem de células TUNEL positivas no 

grupo tratado com BU maior que o C, consideramos essa porcentagem menor que 

os valores de viabilidade celular detectados pelo MTS. O tratamento com BU a 

5.5µg/mL veiculado em saliva gerou uma média de viabilidade celular de 52.1%, 

indicando que pelo menos metade da população celular analisada não estava viável. 

Detectamos, no TUNEL, uma porcentagem ao redor de 3% de células positivas, bem 

abaixo do índice sugerido pelo MTS, sugerindo que a ausência de viabilidade não é 

oriunda de morte celular. Outro estudo também detectou índices não tão elevados 

de células TUNEL positivas após tratamento com BU, mas sim taxas elevadas de 

células em senescência, com altos níveis de estresse oxidativo (Probin et al., 2007). 

Assim, é necessário investigar se as doses salivares do BU também exerceram esse 

efeito sobre queratinócitos, ou seja, mais do que provocar apoptose, o BU induziria 

parada no ciclo celular. Nesse processo, pode haver redução da atividade 

mitocondrial, justificando os resultados de MTS, o qual é um teste que indica a 

atividade de enzimas mitocondriais. Na mucosa oral, a senescência de 

queratinócitos levaria à ausência de renovação epitelial, o que explicaria por que 

esse agente quimioterápico provoca MOs severas (Chaudhry et al., 2016; Eduardo 

et al., 2018), que se manifestam, frequentemente, dias após ter cessado o 

tratamento. 
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No presente trabalho, o BU encontrado na saliva também foi capaz de induzir 

danos no DNA, tal qual é descrito para o BU plasmático (Morales-Ramirez et al., 

2014). Em pele, o BU plasmático origina displasias cutâneas detectadas após a 

finalização do tratamento (Hymes et. al., 1985; Li et al., 2012), mas com potencial de 

regressão a longo prazo (Li et al., 2012). Em função da indução de danos no DNA 

também pelo BU salivar, podemos formular a hipótese de que a mucosa oral teria 

risco maior do que a pele em exibir essa displasia. A confirmação dessa tendência é 

crucial para se posicionar o BU não só como importante agente causador de MO, 

mas também como agente mutagênico para a mucosa oral. 

Detectamos no presente estudo que a LTBI, com dosimetria similar à utilizada 

para prevenção da MO durante o TCH (Eduardo et al., 2015), teve efeito protetor 

sobre as células expostas ao BU salivar. Esse efeito protetor foi caracterizado por 

aumento da viabilidade dessas células, redução da taxa de células TUNEL positivas, 

promoção de maior sequestro do DPPH e redução da taxa de peroxidação lipídica. 

Além disso, houve menor porcentagem de DNA fragmentado nas células irradiadas, 

sugerindo que essa proteção se estendeu também para o DNA das células. 

Uma das etapas do presente estudo foi estabelecer qual intervalo entre 

sessões de LTBI causariam maior viabilidade celular, ou seja, qual regime de LTBI 

teria efeito estimulatório perceptível. Decidimos realizar essa etapa porque um dos 

efeitos da fotobiomodulação é gerar inibição da proliferação celular, ou então não a 

alterar, principalmente quando doses excessivas são administradas (Hamblin, 2017). 

Por exemplo, o intervalo de 1h entre as sessões gerou os menores valores de 

viabilidade celular, inclusive abaixo do controle, independentemente da dose do BU. 

Provavelmente isso ocorreu porque a energia fornecida pela primeira irradiação não 

foi totalmente utilizada nesse intervalo de tempo; assim, a segunda irradiação teve 

efeito inócuo, ou seja, a célula não converteu a energia do fóton em ATP, já que 

ainda estava repleta de energia. Por outro lado, o intervalo de 2h gerou os maiores 

índices de viabilidade celular, mas somente quando as doses de BU foram maiores. 

Para evitar a variável dose nos grupos com LTBI, optamos pelo intervalo de 4h entre 

as irradiações, que também gerou maior taxa de células viáveis em relação ao 

controle, com uma constância maior independentemente da concentração do BU. 
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Em geral, os estudos sobre FBM e estresse oxidativo estão atrelados a 

situações de inflamação, nas quais a irradiação promove a redução de EROs 

derivadas de células inflamatórias (Silveira et al., 2011; dos Santos et al., 2017; 

Hoffmann; Griffiths, 2018). A comparação desses estudos com o nosso é limitada no 

sentido de que não avaliamos a inflamação induzida pela ação do BU. Contudo, a 

tendência geral de que a LBTI promove a redução de EROs em tecidos nos quais 

esses radicais encontram-se elevados (Hamblin, 2017) foi também observada no 

presente estudo, principalmente pela redução drástica dos níveis de peroxidação 

lipídica no grupo BUI. Contudo, em nosso estudo essa redução de EROs não foi 

acompanhada de aumento da produção de proteínas antioxidantes, como é 

detectado nos experimentos envolvendo inflamação muscular (dos Santos et al., 

2017). Nos músculos esqueléticos, a LTBI parece reduzir radicais livres derivados de 

oxigênio e nitrogênio, bem como aumentar o potencial antioxidante da célula 

muscular. Nossos resultados não se alinham com esses trabalhos publicados em 

tecido muscular no tocante ao aumento das proteínas antioxidantes, já que 

verificamos diminuição da catalase e ausência de modificações dos teores de SOD 

nos grupos irradiados. Outros autores também observaram diminuição da catalase 

após a LTBI, com lesões induzidas em pele (Silveira et al., 2011). Assim, podemos 

dizer que a LTBI aplicada nos queratinócitos expostos ao BU salivar promoveu 

redução da peroxidação lipídica, fato que sugere indiretamente uma redução dos 

níveis de EROs, mas não necessariamente aumentou a capacidade antioxidante 

ligada a radicais livres de oxigênio. Por outro lado, o potencial de sequestrar o 

DPPH, um radical livre derivado de nitrogênio, foi aumentado após a LTBI, o que 

demonstra certa ação positiva da irradiação laser sobre outros sistemas 

antioxidantes presentes nos queratinócitos. 

A FBM também reduziu a porcentagem de dano no DNA induzida pelo BU. 

Outros trabalhos com células expostas a radiação gama (Ramos Silva et al., 2016) e 

radição ultravioleta (Dube et al., 2001) também demonstraram redução nos danos no 

DNA gerados por essas radiações. Contudo, esse efeito protetor da LTBI parece ser 

dose-dependente, em que fluências mais altas (16J/cm2) não exercem mais 

proteção e, ao contrário, induzem fragmentação do DNA (Mbene et al., 2009). Já 

outro estudo com queratinócitos normais demonstrou que doses de 20J/cm2 não 

provocaram modificação nos níveis de estresse oxidativo, nem alterações no DNA 
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(Dillenburg et al., 2014). No presente estudo, utilizamos a fluência de 8J/cm2, que 

pareceu segura no tocante à conservação do DNA em células saudáveis, ou seja, 

sem exposição ao BU. Constatamos bem esse fato principalmente no Grupo CI e no 

Grupo CSI; nesse último, praticamente não foram encontrados cometas quando 

comparado ao Grupo CS, o qual exibiu certa quantidade de DNA fragmentado. Um 

aspecto a ser considerado é que as irradiações foram realizadas durante a 

exposição ao BU, ou seja, foram feitas com uma intenção de profilaxia contra os 

efeitos citotóxicos do BU, e não depois que as lesões celulares foram instaladas. 

Provavelmente os resultados obtidos na análise do DNA ilustram uma possível 

ativação do sistema de reparo dessa molécula feita pela FBM. Formulamos essa 

hipótese com base no fato de que a FBM pode ativar genes ligados à neutralização 

de adutos oriundos de EROs e genes relacionados a proteínas que hidrolisam DNA 

alquilado por agentes quimioterápicos (Zhang et al., 2003). 

Assim, podemos afirmar que o efeito citotóxico e genotóxico do BU foi 

significativamente atenuado pela LTBI com a dosimetria e os ciclos de irradiação 

empregados no presente trabalho. Esses resultados são promissores e ensejam 

novas aplicações da LTBI para pacientes sob quimioterapia, utilizando esse recurso 

como um agente profilático contra efeitos genotóxicos do tratamento antineoplásico. 

Nesse sentido, o aprimoramento da dosimetria, aliado à condução de mais estudos 

acerca dos mecanismos de ação da LTBI sobre o sistema de reparo do DNA, são 

fundamentais. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

A saliva artificial formulada no presente estudo não interfere na viabilidade 

de queratinócitos, mas acarreta menor potencial de sequestro de radicais 

livres derivados de nitrogênio. 

As concentrações salivares do BU são citotóxicas para queratinócitos em 

cultura, gerando menor viabilidade celular, maior taxa de morte celular, 

maior estresse oxidativo e alta frequência de fragmentação do DNA. 

A saliva artificial potencializou a citotoxicidade do BU, diminuindo a 

viabilidade celular em comparação ao BU veiculado sem saliva. 

A LTBI, realizada em três sessões com intervalo de 4h entre elas, conferiu 

proteção aos queratinócitos expostos ao BU salivar, reduzindo o estresse 

oxidativo e os danos no DNA. 
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ANEXO A – Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa 
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