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RESUMO

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

O bussulfano (BU) é um quimioterapico amplamente utilizado para o tratamento de
doencas hematolégicas e para o condicionamento de transplante de células
hematopoiéticas (TCH). As doses plasmaticas desse medicamento sdo altamente
citotoxicas, causando mucosite oral (MO) com alta frequéncia e gravidade. O BU
exibe concentracdes na saliva que sao similares as encontradas no plasma; porém,
ainda nédo foi confirmado se essa concentracdo salivar também é citotdxica para
queratinécitos, fato que poderia constituir um risco a mais para ocorréncia de MO. A
prevencdo e o tratamento da MO tém sido realizados com laserterapia de baixa
intensidade (LTBI), em que a fotobiomoducdo (FBM) favorece a reducdo da
frequéncia e da duracao das lesdes. O objetivo deste trabalho foi verificar se o BU
encontrado na saliva € citotéxico e genotdxico para queratindcitos em cultura, bem
como se a FBM minimiza esses efeitos. Foram estabelecidos os seguintes grupos
experimentais: Grupo Controle (C) — queratindcitos sem nenhum tratamento; Grupo
Controle Saliva (CS)- queratinécitos expostos a saliva artificial; Grupo Controle
Irradiado (Cl) — queratindcitos expostos a LTBI; Grupo Controle Saliva Irradiado
(CSI) — queratindcitos expostos a saliva e a LTBI; Grupo BU (BU) — queratindcitos
expostos a BU veiculado em saliva; Grupo BU Irradiado (BUI) — queratindcitos
expostos a BU salivar e concomitantemente a LTBI. Inicialmente testou-se se a
saliva artificial formulada ndo causava modificacdes na viabilidade dos queratinocitos
cultivados. Em seguida, essas células foram expostas ao BU veiculado em saliva ou
inserido diretamente no meio, em concentracbes que variaram de 4,0ug/mL a
5,5ug/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 trés sessdes
de laserterapia (660nm, 100mW, 0,028 cm2 area do spot, 20 segundos de tempo de

irradiacdo, 8J/cm?, 3571mW/cm?) com intervalo de 4h entre elas. Apds essas



padronizacdes, a concentracdo salivar de 5,5ug/mL de BU, que provocou menor
viabilidade celular, foi utilizada em outros ensaios, que incluiram avaliagdo da taxa
de morte celular pelo teste de TUNEL, do estresse oxidativo (quantificacdo da
porcentagem de sequestro do radical DPPH, quantificacdo da superéxido dismutase
e da catalase e nivel de peroxidacao lipidica) e da presenca de danos no DNA por
intermédio do ensaio cometa. A saliva artificial formulada ndo alterou a viabilidade
celular quando comparada ao grupo controle, porém induziu menor taxa de
sequestro do DPPH e niveis discretos de dano no DNA. O BU veiculado na saliva
provocou maior reducdo da viabilidade celular quando comparado ao BU inserido
diretamente no meio de cultura (p<0.001), sugerindo que a saliva potencializou o
efeito toxico do BU. Comparando com o grupo controle saliva, o Grupo bussulfano
exibiu maior frequéncia 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 peroxidacéo lipidica (p<0.01); ndo houve, contudo, diferencas em relacdo a
presenca da superoxido dismutase. Em comparacdo 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 peroxidacao lipidica (p<0.01). Na analise de cometa, 0
Grupo BU exibiu maior porcentagem de DNA fragmentado em relacdo ao Grupo BUI
(p<0.05). Concluiu-se que a concentracao salivar do BU € téxica para queratinécitos,
induzindo estresse oxidativo e danos no DNA, porém a LTBI foi eficaz para a

reducéo 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]. Sdo Paulo:
Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Versao 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 uyg/ mL to 5.5 uyg/ mL. A LILT protocol was also standardized, which
consist three laser therapy sessions (660nm, 100mW, 0.028cm?2 spot areas, 20
seconds irradiation time, 8J / cm?, 3571mW / cm 2) with 4 hours interval between
them. After these preliminary tests, the BU salivary concentration of 5.5 ug / 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 INTRODUCAO

Ha décadas, agentes quimioterapicos tém sido utilizados como agentes
terapéuticos contra neoplasias malignas, tendo formulages quimicas e protocolos
de posologia que visam atingir uma dose plasmética compativel com a destruicéo
das células neoplasicas. Ao atingir o pico plasmatico, alguns desses quimioterapicos
e seus metabdlitos podem estar presentes na saliva, com doses iguais ou abaixo da
dose terapéutica plasmatica. Exemplos desses quimioterapicos sao 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) € um agente alquilante utilizado para o tratamento de
ampla gama de doencas hematoldgicas, incluindo leucemias e linfomas. Em
conjunto com a ciclofosfamida, € o principal agente quimioterapico utilizado durante
o condicionamento do transplante de células hematopoiéticas (TCH) (Palmer et al.,
2016). Contudo, gera intensa toxicidade, principalmente mucosite no trato digestivo,
danos hepéticos e renais e distirbios no sistema nervoso central (McCune &
Holmberg, 2009), por induzir intenso estresse oxidativo, levando a danos do DNA
(Mangerich et al., 2016). Particularmente em relacdo a mucosite oral (MO), nenhum
estudo até entdo avaliou se as concentracfes salivares do BU levariam a efeitos
toxicos nas células epiteliais; dessa maneira, a MO poderia advir tanto do efeito do
BU plasmaético, atingindo diretamente o tecido conjuntivo, quanto do BU salivar,
atingindo diretamente os queratindcitos. A proposta deste trabalho foi verificar se a
concentracdo salivar do BU gera efeitos citotoxicos, incluindo danos no DNA (do
inglés, deoxyribonucleic acid), e se a fotobiomodulacdo (FBM) poderia acarretar

efeito protetor nessas células.

A FBM com lasers ou diodos emissores de luz (LEDs, do inglés light emitting
diodes) tem sido amplamente utilizada como agente preventivo e terapéutico da MO,
com resultados que evidenciam eficacia clinica, principalmente quanto a prevencao
das lesbes (Oberoi et al., 2014). A FBM aumenta a quantidade de ATP (adenosina
trifosfato) e das espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) (Karu, 1999;

Karu, 1986), favorecendo a ativagdo de vias de sinalizagdo celular que culminam
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com um efeito anti-inflamatério e reparativo, eficaz para a prevencdo da MO (Zecha
et al., 2016).

O estresse oxidativo tem sido associado a patogenia da MO, principalmente
em suas fases iniciais. As células agredidas pelos agentes antineoplasicos exibem
danos diretos e indiretos no DNA e produzem grande quantidade de EROs, que
atuam nas membranas celulares, deflagrando respostas celulares inflamatérias
(Cinausero et al., 2017). O efeito da FBM sobre as EROs em células sob estresse,
exibindo grande quantidade desses radicais livres, ainda néo € conhecido. Ha uma
tendéncia de se associar reducdo do estresse oxidativo em células e tecidos
agredidos ap6s a FBM (Hamblin, 2017), porém esses achados tém sido restritos
principalmente a células musculares sob estresse mecénico, utilizando
comprimentos de onda no infravermelho. Nao encontramos nenhum estudo

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

Em funcado da presenca do BU na saliva, e considerando a indicacdo da FBM
para prevencao e tratamento da MO em pacientes sob TCH, elaboramos a hipo6tese
de que a laserterapia poderia proteger queratindcitos contra danos derivados do
estresse oxidativo gerado pelo BU, minimizando, com isso, danos no DNA gerados

por esse quimioterapico quando presente na saliva.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Concentracdes salivares de quimioterapicos

Os agentes quimioterapicos, para terem maxima eficiéncia, requerem
dosagens que produzem concentracdes plasmaticas proximas de niveis toxicos. A
farmacocinética desses medicamentos €& altamente variavel, dependendo, por
exemplo, da idade e do sexo do paciente, de interagbes medicamentosas e de
ativacdo de genes relacionados ao metabolismo da droga. A farmacodinamica
identifica uma concentracdo que atinja de forma eficiente alvos neoplasicos, tendo
efeitos diversos sobre tecidos sadios; a eficacia terapéutica é entendida como a
maxima atividade terapéutica com o minimo de toxicidade (Evans, 2001; Fan; de

Lannoy, 2014).

A monitorizacdo terapéutica dos agentes quimioterapicos é feita, em geral,
por intermédio da obtencdo da curva de concentracdo plasmatica do medicamento.
Contudo, alguns quimioterapicos tém sido monitorados por intermédio do fluido
salivar, procurando-se associacdo com 0s niveis plasmaticos. Exemplos desses
quimioterapicos séo 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 niveis salivares muito proximos daqueles observados em nivel
sérico. Um estudo demonstrou que seria viavel realizar a monitorizacao terapéutica
do BU administrado por via oral utilizando as concentragdes salivares observadas
em pacientes pediatricos portadores de leucemias e linfomas (Rauh et. al., 2006).
Nosso grupo realizou outro estudo em que também demonstramos um indice de
correlacdo alta entre os niveis plasmaticos e salivares do BU administrado por via

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

N&o é sabido se as concentracbes salivares dos quimioterapicos causam
também efeitos citotoxicos, principalmente sobre as células epiteliais da mucosa

oral, as quais estdo expostas a saliva. Um estudo demonstrou que ndo houve

associacdo da area sobre a curva do 5-FU encontrada na saliva com a toxicidade
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provocada por esse quimioterpico, 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 inflamatério que se instala no tecido conjuntivo, quanto da
exposicao das células endoteliais aos agentes quimioterapicos via saliva.

Além de um suposto efeito sobre a mucosa oral, os niveis salivares dos
agentes quimioterapicos podem estar associados a alteragdes na prépria saliva. Os
agentes quimioterapicos acarretam modificacdes na composicdo e no fluxo salivar.
Por exemplo, pode ocorrer diminuicdo da imunoglobulina A secretora diante da
exposicdo a agentes alquilantes (Harrison et al., 1998); diminuicdo de amilase e
aumento da albumina em pacientes com combinagdes incluindo doxorrubicina,

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

2.2  Efeito citotoxico do bussulfano

Desde meados dos anos 80, o BU foi reconhecido com um dos principais
agentes quimioterapicos 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
crdnica, como nauseas e vomitos, MO, enterites e doenca hepatica veno-oclusiva
(de Lima et al.,, 2004) O BU foi introduzido como uma alternativa a irradiacéo
corporea total (TBI, do inglés total body irradiation), sendo uma terapia eficaz em
regimes de condicionamento pré-TCH envolvendo ciclofosfamida, para pacientes
com leucemia mieldide crbnica (Takamatsu et al., 2005). O BU pode ser também
utilizado em conjunto com outras drogas quimioterapicas, como a fludarabina, sendo
esse regime considerado benéfico em virtude da menor toxicidade (Patel et al.,
2014; Lee et al., 2010).

Recentemente, tém-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 toxicos sobre o figado. Nao hé& consenso, contudo,
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que a via endovenosa tenha efeito toxico menor em relacdo ao trato digestivo. H&
estudos evidenciando que pacientes sob BU endovenoso apresentaram menor
frequéncia e menor gravidade de MO quando comparados com aqueles que

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

O principio de acdo do BU é ocasionar danos no DNA e induzir a parada do
ciclo celular (Takamatsu et al., 2005). E metabolizado principalmente no figado, no
qual ocorre conjugacdo catalitica com a glutationa pela glutationa S transferase
(GST), formando um conjugado sulfénico, ou seja, a GST catalisa a reacdo de BU
com o tripéptideo glutationa, que resulta na formacéo de cation sulfénico, ocorrendo
no figado. Atividade de GST hepatica elevada € associada a baixas concentracdes
de BU no plasma, indicando que a conjugacdo com a glutationa € um mecanismo

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

Um estudo avaliou o potencial citotéxico 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 responséaveis pela
formacao de coldnias, com um fenétipo tronco, provocando um processo mais lento
de recuperacao das coldonias. Com os demais quimioterapicos, o crescimento celular
foi mais rapido. Auséncia de recuperacdo do potencial proliferativo celular foi
observado somente para o BU, o qual se estendeu até 650 dias apds o tratamento,
sugerindo que o tratamento como esse medicamento pode acarretar danos

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

Em queratinécitos cutaneos, o efeito citotéxico do BU é observado pela perda
de coesdo dessas células com a membrana basal e posteriormente eritema
(Mangerich et al., 2016). Nessa situacao observa-se eritema com sintomas de
queimacgao, principalmente em regides de maos e pés (sindrome de méos e pés) e
axilas. Frequentemente o epitélio descama e origina hiperpigmentacdo, com

resolucao espontanea do quadro (Parker et al., 2013).

Na cavidade oral, o BU provoca MO, xerostomia, alteracdes do paladar e
predispde a infec¢des oportunistas. Em geral, as mucosites sdo de graus severos,
com média de tempo de aparecimento apds 4 dias de infusdo 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 comparacdo com protocolo de
treosulfan e fludarabina (TreoFlu). A duracdo das lesGes 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 desequilibrio entre a producao de
EROs (radicais livres derivados do oxigénio) e a defesa antioxidante. A geracdo de
radicais livres ocorre em mitocondrias, membranas celulares e citoplasma. Cerca de
2 a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocondrias sdo desviados da via metabdlica
e reduzidos a forma univalente, dando origem a radicais livres, que podem ser
radicais superoéxido, hidroxila e peroxido de hidrogénio, tendo em sua formacao a
participacdo de ions ferro e cobre (Barbosa et al., 2010). A producdo continua de
radicais livres culmina no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidantes,
com o objetivo de limitar os niveis intracelulares das EROs e controlar a ocorréncia
de danos. A cascata de reacdes que promove a producdo de EROs e a consequente
ativacdo de antioxidantes é denominada de estresse oxidativo. A producéo
excessiva pode conduzir a danos oxidativos; em contrapartida, quantidades menores
de EROs exercem funcdes fisiolégicas essenciais, tais como induzem proliferacédo

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

7

Dano oxidativo é o dano biomolecular causado pela reacdo das espécies
reativas com estruturas celulares, promovendo alteracdes ndo compativeis com a
homeostase. As estruturas alvos desses radicais livres séo lipidios, DNA, proteinas e
carboidratos. Principalmente o DNA pode ser reparado apos o dano oxidativo, em
que ocorre a substituicdo de estruturas dessa molécula, mantendo a células viavel.
Por outro lado, o dano oxidativo pode induzir a morte celular por apoptose ou
necrose, derivadas de intensa peroxidacao lipidica e grande quantidade de adutos
de DNA (Halliwell; Whiteman, 2004).
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Os antioxidantes s&o substancias que, quando presentes em baixas
concentracbes em comparacdo com a concentracdo do substrato oxidavel, atrasam
significativamente ou previnem a oxidacdo desse substrato. O sistema de defesa
antioxidante tem a funcdo de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acéo
deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas ndo radicais, impedindo a
formacdo ou a acdo destes, bem como favorecendo o reparo. Os antioxidantes
podem ser vitaminas (A, C e E), cobre, zinco, manganes e selénio, licopeno, agentes
fitoquimicos (ndo enzimaticos) e enzimas, tais como a superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX). A SOD catalisa a conversao do
radical superoxido em peréxido de hidrogénio; ja a CAT e a GPX transformam o
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio (Halliwell; Whiteman, 2004; Barbosa et
al., 2010). A CAT contém ferro e é encontrada em eritrocitos e no figado, estando

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

A peroxidacéo lipidica € um dos eventos de maior importancia para a inducao
de lesdes irreversiveis nas células. Nesse processo, EROs se ligam a acidos graxos
poli-insaturados, gerando subprodutos que podem produzir danos no sistema de
membranas, no DNA e em proteinas. Esse processo pode ser intensificado diante da
presenca de ferro. As substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS, do inglés
thiobarbituric acid reactive substances) sinalizam os niveis de peroxidacao lipidica. O
teste avalia a formacdo do malonaldeido (MDA) e de outros produtos dessa
oxidacdo, os quais se ligam a aminoacidos e a bases nitrogenadas (Ayala et al.,
2014).

Altas doses de quimioterapia no TCH resultam em oxidacado protéica, tanto no
plasma como nos eritrocitos, podendo gerar aumento do estresse oxidativo e levar a
um aumento irreversivel na formacdo de grupos carbonila (Sabuncuoglu et al.,
2012). Como as proteinas tém diferentes fung¢des biologicas, modificacdes oxidativas
podem levar a diversas consequéncias funcionais, tais como inibicdo de enzimas e
atividades de ligacdo, aumento da agregacao protéica e protedlise (Sabuncuoglu et
al., 2012). As EROs produzidas no TCH podem também incrementar
substancialmente a peroxidacao lipidica, na qual se observam altos niveis de MDA,

mas n&o necessariamente de CAT e SOD (Gongalves et al., 2009).
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As EROs tém papel central na aplasia medular, estando associadas a inibicéo
da hematopoese. O aumento das EROs pode prejudicar a capacidade de
regeneracdo da medula hematopoiética e induzir a senescéncia, levando a

supressao da medula 6ssea a longo prazo (Chatterjee; Law, 2018).

Particularmente o condicionamento com BU pode acarretar até 40% de
reducdo da atividade antioxidante plasmética, com reducdo dos niveis plasmaticos
de &cido urico (um potente antioxidante) e intensa peroxidacgéao lipidica, levando a
niveis elevados de ferro sérico ndo ligado a transferrina (Dirken et al., 2000). Além
disso, 0 BU se liga a glutationa das células, reduzindo em até 60% os niveis dessa
substancia antioxidante e aumentando a quantidade de EROs (DelLeve; Wang,
2000; Hassan et al.,, 2002). A peroxidacdo lipidica 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 varios mecanismos. Um
deles é a ligacdo do radical hidroxila (HO®) a algumas purinas e bases pirimidinicas
(timina e citosina, por exemplo). O oxigénio singleto (*O,) também reage com o
DNA, porém de forma mais seletiva que o radical hidroxila. O peroxinitrito (ONOQO") e
os produtos de lipoperoxidacdo (dentre eles, o MDA) sdo outros componentes que
reagem diretamente com o DNA, produzindo efeitos mutagénicos importantes. Os
agentes alquilantes, no qual se enquadra o BU, sdo quimioterapicos 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 ligagcfes cruzadas covalentes.
Essas ligacBes impedem que a célula prolifere, acionando mecanismos de morte. Os
danos indiretos no DNA sdo gerados a partir da peroxidagéo lipidica, induzindo
mutacdes de DNA (Thirumaran et al., 2007).
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2.4  Danos no DNA induzidos pelo bussulfano

Os estudos envolvendo a andlise de danos no DNA induzidos pelo BU exibem
ampla gama de resultados, em funcao principalmente da dose empregada. Alguns
deles demonstram que o BU induz a formagéo de adutos de DNA, e outros detectam

somente a fragmentacéo do DNA.

Em um desses trabalhos, o BU foi considerado (e outros quimioterpicos,
como melfalano e ciclofosfamida) um potencial carcinbgeno para as células
humanas, em funcdo do risco de se originarem neoplasias secundarias ao
tratamento com esses quimioterapicos. Esse potencial foi avaliado por intermédio de
um ensaio em que foram utilizados DNA de bacteri6fagos, sem a presenca de
células. O BU e a ciclofosfamida ndo provocaram a formacédo de adutos de DNA,
mas sim a fragmentacédo deste; jA o melfalano induziu a formacédo de adutos de DNA

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

Outro estudo verificou a frequéncia de quebras de DNA em leucdcitos no
sangue periférico de pacientes sob condicionamento com BU, daunorrubucina,
ciclofosfamida e TBI. Foram realizadas coletas de sangue durante a infusdo dos
guimioterapicos e antes da TBI, bem como dois minutos apés a TBI. A
ciclofosfamida induziu altos niveis de quebra do DNA, a qual persistiu por até 2 dias
apos a finalizacdo do tratamento. JA com o BU e daunorrubicina ndo foi possivel
detectar esses danos pelo método utilizado. Os autores discutem gque 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-revisdo descrita a seguir, o BU
exibiu maior potencial genotoxico que a ciclofosfamida. Provavelmente essas
diferencas ocorreram em fungdo dos métodos de deteccdo de danos no DNA, que

foram diferentes.

O BU foi considerado um potente agente aneuploidogénico, ou seja, que
induz a formagdo de cromatina com CromossSomos em excesso ou faltantes, em uma

mini-revisdo incluindo varios agentes alquilantes, dentre eles a ciclofosfamida, e seu
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potencial de induzir microndcleos em eritrcitos presentes no sangue periférico e na
medula hematopoiética. Em comparacao a ciclosfosfamida, o BU foi indutor de maior
guantidade de micronucleos e de maior efeito citotéxico. Contudo, em comparacao
com a vincristina e a vimblastina, o BU e a ciclofosfamida exibiram potencial
genotoxico 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, ha a formacao de
micronucleos; esse processo € mais lento na ciclofosfamida, a qual necessita ser
ativada no figado primeiro, para que tenha efeito citotoxico. Ambos quimioterapicos
exibiram uma relacéo direta entre efeito genotdxico e citotoxicidade, ou seja, a morte
celular foi diretamente relacionada com os danos induzidos no DNA (Morales-
Ramirez et al., 2014).

Ha uma hipétese de que doses baixas de BU induzam a formacdo de
monoadutos de DNA, e doses mais altas origem ligacGes cruzadas entre as fitas de
DNA. Um estudo verificou o efeito da dose sobre a cinética de inducdo de danos no
DNA analisando leucécitos murinos de sangue periférico por intermédio do ensaio
cometa. Esse ensaio evidencia a perda as quebras de DNA, as quais, por
eletroforese, sdo espalhadas em uma lamina e analisadas por intermédio de
microscopia de fluorescéncia. Foi evidenciado que doses baixas (até 30uM/kg)
induziram a formacao de cometas em um intervalo de 60min, ao passo que doses
mais altas (acima de 45 puM/kg) n&o provocaram a formacédo de cometas, ao
contrario, inibiram a formacdo destes, ficando abaixo do controle com
dimetilsulféxido (DMSOQO). Os autores discutiram que as doses altas provavelmente
induziram ligagOes cruzadas entre as fitas de DNA, o que impediu a denaturacéo e o
espalhamento dos fragmentos de DNA. Assim, os danos no DNA provocados pelo

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

O BU pode gerar senescéncia nas células, ou seja, a célula ndo progride no
ciclo celular, mas também n&do aciona mecanismos de morte, perdendo a
capacidade de gerar nova progénie em funcdo de danos extensos de DNA. Essas
células secretam varias citocinas inflamatorias e fatores de crescimento, que
contribuem para a resisténcia celular ao quimioterapico. A hipdtese vigente na
literatura € que o BU induz a formacédo de ligacbes cruzadas no DNA, que acionam
mecanismos de reparo no DNA mediados pela proteina p53. Um estudo demonstrou

gue fibroblastos exibindo diploidia, mantidos em cultura e tratados com BU (120uM),
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exibiram parada na proliferagéo celular apos 24h, devido a alta frequéncia de células
em senescéncia, e ndo devido a apoptose. Essas células exibiram reducdo em até
50% da glutationa, bem como aumento da quantidade de EROs em até 34% apos
4h de exposicdo ao quimioterapico. Os autores ainda demonstraram que a
senescéncia foi induzida n&o pela p53, mas sim pela ativagéo da via Erk-p38 MAPK,
feita pelas EROs (Probin et al., 2007).

Em estudos com bidpsia de pele, é comum verificar a presenca de displasia
cutdnea apés o TCH no qual o condicionamento foi realizado com agentes
alquilantes. Essa displasia ja foi associada a ciclofosfamida (Castafio et al., 2002),
bem como ao BU (Hymes et al., 1985), no periodo de 15 a 45 dias apos o
transplante. Queratinécitos amplos, com nucleo extremamente grande, de contorno
irregular e cromatina bizarra, exibindo pérolas querato-hialinas, tém 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 queratinécitos cutaneos de pacientes sob TCH com
condicionamento envolvendo quimioterapicos alquilantes e TBI. Essa displasia
cutanea foi detectada no periodo pds-transplante, sendo significativamente
associada ao BU, mas ndo a ciclofosfamida, fludarabina e TBI, nem a regimes de
toxicidade reduzida e a doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH). Contudo,
avaliacbes a longo prazo revelaram que a tendéncia foi a displasia diminuir,
normalizando o fenétipo dos queratinécitos apds 241 dias do transplante. Esses
estudos sugerem que o BU atua nos queratinécitos induzindo danos severos no
DNA, porém esses danos sdo reversiveis e nado-permanentes. Nao ha estudos
indicando que esses mesmos efeitos genotoxicos possam ser detectados em

gueratinécitos da mucosa oral.

Assim, o BU é um potente indutor de ligacdes cruzadas no DNA, as quais séo
convertidas em fragmentos quando houver o acionamento do reparo do DNA. Esses
danos sdo dose-dependentes, e podem induzir senescéncia nas ceélulas. Na pratica
clinica, alteracdes no DNA traduzidas por displasia severa em queratinocitos de pele

parecem ser reversiveis apos longo tempo no periodo pos-transplante.
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2.5 Estresse oxidativo e fotobiomodulagéo

A FBM é a propriedade que os fotons tém de induzir respostas fisicas e
qguimicas em células e tecidos. Esses efeitos podem ser estimulatérios, em que a
célula aumenta seu aporte energético e adquire potencial proliferativo, ou entao
inibitérios, com deplecédo energética e reducdo da atividade celular. Em geral, esse
termo é empregado para a fototerapia incluindo doses baixas de energia e poténcia,

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

A fototerapia provoca efeitos primarios, secundarios e terciarios. Sdo de
particular interesse para o presente projeto os efeitos primarios, nos quais ocorre
absorcédo do féton por cromoforos celulares, em geral localizados nas mitocéndrias,
induzindo producdo de ATP, EROs e Oxido nitrico, em funcdo do consumo de
oxigénio nessas reacdes (Karu, 1999). O efeito do féton sobre os croméforos,
particularmente sobre o citocromo c oxidase, leva ao aumento do potencial de
membrana mitocondrial, induzindo producdes baixas de EROs nas células normais.
Essa producédo € dose-dependente e bifasica, ou seja, baixas doses de densidade
de energia (por volta de 3J/cm?) levam a producado de EROs, e altas doses (por volta
de 30J/cm?) limitam o potencial de membrana, inibindo a formacdo de EROs; doses
intermediarias (cerca de 10J/cm?), quando o potencial de membrana mitocondrial
estd igual ao baseline, também ndo induzem muita producdo de EROs. A
interpretacdo se essa producdo de EROs é benéfica ou ndo depende do quanto o
sistema antioxidante foi ativado, ja que a presenca, por exemplo de superéxidos
dentro da mitocéndria pode induzir danos irreversiveis nessa organela. Por outro
lado, a acdo eficiente da SOD, inibindo os superéxidos, ativa vias de sinalizagédo
celular, benéficas para a proliferacdo celular (Hamblin, 2017). Pode-se dizer, em
geral, que a baixa producédo de EROs tem efeito benéfico sobre as células, e altas
concentracdes desses radicais sao citotoxicos (Tafur; Mills, 2008).

Ha uma tendéncia de se verificar que a FBM gera reducdo de EROs em
tecidos ou células nos quais esses radicais encontram-se em altos niveis, mesmo
quando a fototerapia € realizada em doses baixas (Hamblin, 2017). As explicacdes
para esses fatos ainda ndo estdo esclarecidas, mas ja se sabe que os tecidos com

niveis altos de oxidacdo tém maior sensibilidade a fototerapia com luz de baixa
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intensidade, principalmente porque o citocromo ¢ oxidase torna-se mais

fotossensivel, absorvendo maior quantidade de fétons (Tafur; Mills, 2008).

A reducdo de EROs apds fototerapia com luz de baixa intensidade também
esta ligada a ativacao de genes especificos. A FBM promove a modulacao de varios
genes, incluindo aqueles relacionados a proliferacdo celular, a inibicdo da apoptose,
a ativacao do sistema antioxidante e ao reparo do DNA. Um estudo demonstrou que
o laser de 628nm, variando de 0.44 a 8.6J/cm?” e irradiancia de 11.5mW/cm?, 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
selenoproteina W, um antioxidante dependente de glutationa, que torna as células
mais resistentes ao peroxido de hidrogénio; outro relacionado a proteina
antioxidante ATX1, que substitui a SOD1, consumindo diretamente os superéxidos
ou entdo 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 antimutagénico (denominado Nudix), que neutraliza a
formacao de adutos de DNA gerados por EROs; outro relacionado a uma enzima
(denominada adenina fosforribosiltransferase - APRT) que promove o reparo do
DNA em situacdes de danos que podem gerar mutacdes; a ativacdo desse enzima
tem sido estudada diante da exposicdo a agentes alquilantes, pois ela promove a
hidrélise do DNA alquilado. Os autores concluiram que a expressao génica
observada condiz com o efeito estimulatério que as doses empregadas no estudo
comumente acarretam sobre os fibroblastos, principalmente no tocante a
proliferacdo celular, e que genes ligados a protecao e reparo do DNA participam
desse efeito estimulatério (Zhang et al., 2003).

Em experimentos animais envolvendo situacdes de inflamacao e reparo, a
FBM tem promovido reduc@o de proteinas antioxidantes. Essa redugcdo tem sido
interpretada como derivada da diminui¢cao da inflamacgé&o provocada pela fototerapia.
A acdo de neutrofilos, macréfagos e células dendriticas promove aumento da
producdo de EROs, 0s quais sao essenciais para eliminar patégenos, mas tambéem
contribuem para a instalagcdo da inflamacdo e da destruicdo tecidual (Hoffmann;
Griffiths, 2018). A fototerapia, ao modular esse processo, reduziria, como

consequéncia, 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 situagdes de
inflamac@o é um estudo em que foram realizadas lesdes cutdneas padronizadas e
posteriormente irradiadas com diferentes lasers (pulsado, 904nm, 70W, 0.4W/cm?
area do spot 0,10cm?, 1 e 3J/cm?; e continuo, 660nm, 30mW, 0,10cm?, 1 e 3J/cm?).
Esse trabalho demonstrou uma reducdo significativa de MDA (técnica TBARS) nos
grupos dos dois tipos de lasers a 3J/cm? bem como de SOD e de CAT nos grupos
com laser continuo a 1 e 3J/cm? e no grupo com laser pulsatil a 3J/cm?. Os autores
interpretaram a reducdo das proteinas antioxidantes como resultado da pouca
exposicdo do tecido as EROs, jA que a laserterapia provocou diminuicdo da
inflamacé&o e aumento da velocidade de reparo das feridas (Silveira et al., 2011).

Uma revisdo sistematica recente avaliou o papel da FBM sobre o estresse
oxidativo presente em lesbes musculares induzidas em animais. Apos aplicacdo dos
critérios de inclusdo e exclusdo, os autores selecionaram oito artigos. Os
biomarcadores de estresse oxidativo mais presentes nesses estudos foram CAT,
SOD, GPX e marcadores de peroxidacéao lipidica. Os comprimentos de onda mais
utilizados foram entre 780 e 904nm, com somente trés estudos avaliando a
fototerapia com 660nm. A poténcia variou de 5/2mW a 100W, e a fluéncia entre 1 e
20J/cm?. Os autores verificaram que, em todos os estudos, a FBM promoveu
aumento de proteinas antioxidantes e diminuicdo de TBARs, com diferencas
significativas em relacdo aos controles em trés deles. Os autores discutem que a
FBM mediada por laser ou LED promove reducdo de EROs por intermédio da
reducdo da inflamacdo aguda, bem como pela inducdo direta de proteinas
antioxidantes; contudo, a grande variacao na dosimetria limita conclusdes a respeito
do protocolo ideal para se atingir o maximo de efeito antioxidante (dos Santos et al.,
2017). Assim, contrariamente ao estudo anterior, essa revisdo sistematica indica

certa tendéncia em se encontrar aumento do capacidade antioxidante nos musculos.

Outro estudo, agora com inflamac&o pulmonar induzida por formaldeido em
ratos, para simular as condigcbes de poluicdo ambiental, demonstrou que a FBM
(laser 660nm, 210mW/cm?, 12.8J/cm?) reduziu os niveis de nitritos e de peréxido de
hidrogénio e aumentou os teores de SOD e GPX, mas ndo 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/cm? 10J/cm?). Os
autores verificaram efeito positivo da FBM sobre o processo de reparo,
principalmente na proliferacdo de fibroblastos e na sintese de colageno; por outro
lado, detectaram diminuicdo da capacidade antioxidante total no sangue (Firat et al.,
2014).

Outra investigacdo avaliou o estresse oxidativo no sangue de ratos expostos
a radiacdo gama (1 a 8Gy), a laserterapia de baixa intensidade (830nm, 20 ou
100J/cm?, 300mW/cm?) ou a ambas irradiacbes na regido da pele abdominal. A
radiagdo gama provocou aumento significativo da SOD e do MDA, mas a
laserterapia ndo modificou essa tendéncia quando utilizada em conjunto; ao
contrario, houve certa tendéncia de a laserterapia aumentar a SOD e o MDA, apesar
de ndo haver diferencas estatisticas. Os autores discutem a questéo da dosimetria e
o fato de terem avaliado o sangue e néo o tecido injuriado, fatores que podem ser
associados as diferencas encontradas com a maioria dos estudos, 0os quais incluem

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

Assim, parece haver certo consenso de que, nos musculos com inflamacéo, a
FBM reduz EROs e aumenta o potencial antioxidante, enquanto nos demais tecidos,
incluindo pele e mucosa oral, a escassez de trabalhos ndo permite uma extrapolacao

geral.

Embora os trabalhos citados envolvam os temas estresse oxidativo e FBM,
nenhum deles se aproxima diretamente da proposta do presente estudo. N&o
encontramos nenhum trabalho que avaliasse o0 estresse oxidativo em células

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

O efeito da FBM sobre o DNA é pouco estudado. Uma investigacao
conduzida com queratindcitos orais humanos em cultura demonstrou que irradiagées
com 4J/cm? (660nm, 40mW, 1mW/cm? aumentaram os niveis de EROs, porém
20J/cm? ndo acarretaram modificacdes na taxa de EROs. O aumento do estresse
oxidativo ndo gerou, contudo, fragmentacdo do DNA, avaliada por intermédio do
ensaio cometa. Os autores também verificaram que as irradiagbes ndo induziram
guebras nas fitas de DNA, avaliadas pela imunoexpressao de y-H2AX, nem ativacéo
do sistema de reparo do DNA, avaliada pela imunoexpressao de BRCA1. Os autores
concluiram que a producédo de EROs pela dose mais baixa de irradiagdo empregada
e fisiolégica, e pode ser benéfica em situacdes nas quais € necessario o estimulo a

proliferacéo celular (Dillenburg et al., 2014).

Um estudo demonstrou que a FBM (660nm, 40mW, 30, 90 e 150s de
irradiacdo, gerando 30, 90 e 150J/cm? respectivamente) diminuiu a taxa de
senescéncia (nas fluéncias de 90 e 150J/cm?) em fibroblastos normais expostos a
radiacdo gama de 2.5Gy e 10Gy. Contudo, em células de cancer de mama, a FBM
aumentou a taxa de senescéncia apds 4 dias da exposi¢cado a radiacdo gama. Os
autores concluiram que a FBM promove protecédo contra danos no DNA provocados
pela radiacdo gama, porém esse efeito parece ser mais perceptivel em células

normais (Ramos Silva et al., 2016).

O efeito protetor do FBM também foi avaliado em cultura de linfocitos B
humanos, tratados com radiacdo UVA (100 e 135kJ/m?). A FBM foi realizada antes
da radiagao UVA, feita com laser 633nm, 1.2mW, com tempo de irradiacéo de 20 a
100s, gerando fluéncia de 2.7kJ/m?. Os danos no DNA foram avaliados por ensaio
cometa. Houve reducdo da quantidade de DNA danificado induzido pela radiacao
UVA quando as células foram expostas previamente a laserterapia, porém esse
efeito foi limitado até 1kJ/cm2. Acima dessa fluéncia, o efeito protetor ndo foi mais
observado. Os autores concluiram que a FBM com laser de 633nm tem efeito
protetor contra danos no DNA induzidos pela radiacdo UVA, porém esse efeito é
dose limitante (Dube et al. 2001).
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Outra investigacdo demonstrou que FBM (LED 670nm, 35mW/cm?, 300s,
10.5J/cm?), realizada sobre a pele na regido dos rins de ratos com diabetes induzida,
reduziu a formacdo de adutos 8-OHdG no DNA dos rins dos animais em
comparacdo com o grupo diabético sem laserterapia. Houve também aumento
significativo de CAT, mas ndo 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 concluiram 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 genotoxico da FBM foi avaliado em células procariotas, em modelo
de cultura de Escherichia coli e plasmideos dessa bactéria, com ou sem capacidade
de reparo do DNA via exonuclease Il. A cultura dessas bactérias foi exposta a laser
de 658nm (continuo ou pulsatil, 2,5, 250 ou 25000Hz, 10mW, 79mW/cm?, 1, 4 e
8J/cm?) e a peréxido de hidrogénio (10mM, tempo de incubagédo de 10min). O estudo
evidenciou que a pré-exposicdo das células e dos plasmideos a laserterapia
protegeu-os da acdo genotoxica do perdxido de hidrogénio; essa protecdo foi mais
evidente nas células com deficiéncias no reparo do DNA. Nos plasmideos, foi
observado um padrao de distribuicdo do DNA diferente quando o material genético
foi submetido a eletroforese no grupo em que houve exposi¢cao ao laser; os autores
sugeriram que provavelmente o DNA foi alterado pelo laser, mas ndo em termos de
guebras simples ou duplas de DNA. Os autores concluiram que a laserterapia,
utilizada nas condi¢cdes do experimento, ndo foi genotoxica; contudo, alteracées no

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

Fluéncias mais altas de laserterapia podem induzir danos no DNA. Uma
investigagdo envolvendo fibroblastos humanos em cultura utilizou FBM com laser de
636nm, com fluéncias de 5 (7min de irradiacdo) e 10J/cm? (24 min de irradiacao),
100mW, 11mW/cm?. Os autores fizeram duas sessées de irradiacédo, com intervalo
de 3 dias entre elas. Apdés 1h ou 24h da irradiacédo, as células foram submetidas a
dois tipos de ensaio cometa (alcalino), um de maneira convencional, que detecta
presenca de quebra de fitas de DNA, e outro, modificado com a introducdo da
enzima formamidopiridina glicosilase (Fpg), que detecta purinas oxidadas. No ensaio
cometa convencional, a laserterapia com 16J/cm? provocou danos no DNA em

comparacdo aos controles sem tratamento e a 5J/cm?. Resultado semelhante foi
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obtido com o ensaio cometa adicionado da enzima Fpg, quando a laserterapia de
16J/cm? provocou maior quantidade de purinas oxidadas quando comparada aos
controles e a 5J/cm?. Contudo, houve reducéo dessa taxa de dano no DNA apés
24h, sugerindo que o sistema de reparo do DNA é suficiente para corrigir 0s erros no
material genético induzidos pela FBM. Os autores concluiram que laserterapia com
fluéncias mais altas podem ter efeito inibitério 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 radiagdo gama, radiacdo UVA e diabetes;
contudo, esse efeito é dose-dependente, ja que fluéncias mais altas parecem induzir
lesbes no DNA; esse efeito parece variar também em funcdo do tipo celular
envolvido. Nado encontramos nenhum trabalho que avaliasse o efeito da FBM sobre

o DNA de células expostas a quimioterapicos.
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3 PROPOSICAO

3.1 Geral

Investigar se doses salivares de BU sdo citotoxicas e se a FBM exerce efeito
protetor sobre queratindcitos humanos expostos a essas doses.

3.2 Especificas

- Validar a metodologia de utilizagcdo de saliva artificial constituida em

laboratério, contendo agentes quimioterapicos e inserido em cultura de células.

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

gueratinécitos humanos in vitro.

- Investigar se a concentragao salivar do BU induz estresse oxidativo nesses
queratinécitos, por intermédio da quantificacdo da atividade sequestradora de
DPPH, SOD, CAT e peroxidacao lipidica.

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

- Analisar se a exposicdo prévia a LBl atenua os efeitos citotoxicos do BU

veiculado em saliva.
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4 MATERIAL E METODOS

A metodologia descrita a seguir foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao 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 queratindcitos cutdneos humanos imortalizados HaCat (Humane
Kerainozyten Zell-Line, CLS Cell Lines Service, GmbH, Eppelheim, Germany). As
células foram acondicionadas em criotubos e mantidas no nitrogénio liquido até sua
utilizacdo. O descongelamento foi feito com banho-maria a 37°C; ap0s 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 antibidtico/antimicético (Gibco — Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e
1% de L-Glutamina. Os frascos de cultivo foram mantidos a 37°C em atmosfera
Uumida contendo 5% de CO,. A manipulacdo das células ocorreu em fluxo laminar e
seu crescimento foi analisado a cada dois dias em microscopio invertido com
contraste de fase (Axio Vert®, Carl Zeiss, Oberkdchen, 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 adicao de

saliva artificial constituida em laboratoério.

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

doses de BU veiculado em saliva artificial.

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

FBM com laserterapia de baixa intensidade.

e) Grupo Controle Saliva Irradiado (CSI): células HaCat com
adicdo 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 analises preliminares do efeito da saliva com BU sobre os queratinécitos,
criamos mais um grupo no qual este quimioterapico 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. Nao 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 tetrazdlio). Esse teste também foi utilizado para confirmar que a saliva

artificial constituida em laboratério era inerte aos queratinécitos.

O ensaio MTS é um método colorimétrico de detecgdo de células capazes de
reduzir o sal tetrazolio, pela acdo de desidrogenases mitocondriais, gerando
trifenilformazan; a deteccéo do trifenilformazan sugere que a atividade mitocondrial
celular esta preservada; a modificacdo de cor detectada pelos filtros de absorbancia
€ proporcional a frequéncia de células cuja capacidade de conversdao do sal
tetrazolio esta preservada (Sittampalam et al., 2004).

Células HaCat (3500 células por poc¢o) (Sperandio, 2012; Rosin, 2015) foram
cultivadas em placas de 96 pocos de cor preta e fundo transparente. Apds 24h dos
tratamentos (administracdo 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 20pL da solucéo Cell Titer 96 a 180uL de meio, prosseguindo-se
a incubacédo por 120min em estufa CO, a 37°C. Apdés esse periodo, foi quantificada
a formacao do sal formazan em espectrofotdmetro (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 Validagdo de protocolo de confecgcdo armazenamento e veiculagdo de

saliva artificial no meio de cultura

Foi constituida saliva artificial com base em Malpass et al. (2013), com a
seguinte composicdo: mucina (1.35 g/l), cloreto de potassio (475 mg/l), cloreto de
sédio (700 mgl/l), cloreto de calcio (185 mg/l), fosfato de potassio (420 mg/l), cloreto
de magnésio (105 mg/l), uréia (45 mg/l), D-(+)-glicose (100 mg/l), a-amilase (100,000

U/l), lisozima (750 U/l) e fosfatase acida (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 valido. Segundo Malpass et al. (2013) o calcio e
fostato ajudam a manter a integridade mineral dos dentes; a mucina protege a
superficie dentaria contra a desmineralizacdo e promove a remineralizacdo, além de
lubrificacdo e protecdo da mucosa; a amilase catalisa as quebras de amido e
glicogénio em maltose e inibe a aderéncia e o crescimento bacteriano; a lisozima
destréi as paredes celulares bacterianas; a fosfatase alcalina libera grupos fosfato
de outras moléculas durante a digestéo; e a uréia, em conjunto com bicarbonatos e
fosfatos, modula o pH e a capacidade tampé&o. Assim foi composta uma saliva
artificial capaz de imitar a saliva humana.

Inicialmente, foi verificado se essa composicdo e o volume de 10uL e 20 pL
de saliva interferiam na viabilidade celular. Esse volume foi inserido apds a
constatacao da aderéncia dos queratdcitos. A viabilidade celular foi avaliada apos 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 solucéo toda vez que a mesma fosse utilizada. Testou-se
entdo o armazenamento a 8°C e a -4°C, bem como se o descongelamento néo
interferiria na viabilidade celular. A saliva artificial foi acondicionada em tubos falcon
com as quantidades adequadas para cada ensaio, sendo descongelada uma Unica

vez.

4.5 Exposicao ao bussulfano

O BU (Sigma-Aldrich Brasil LTDA, Sé&o Paulo, SP, Brasil) foi dissolvido em
saliva artificial e no meio de cultura em diferentes concentracbes. Para o
estabelecimento dessas concentragbes, baseamo-nos naquelas detectadas na
saliva de pacientes submetidos a monitorizacdo terapéutica do BU durante
condicionamento para TCH (Bezinelli et al., 2017). Nesse estudo do qual
participamos, foi encontrada alta correlagdo entre os niveis plasmaticos de BU com
0s niveis salivares, indicando que as concentracdes do BU no sangue sdo muito

similares aquelas detectadas na saliva. Portanto, esse quimioterapico esta presente
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na saliva em concentracfes consideradas terapéuticas. Vimos que o pico do BU na
saliva ocorre ap6s 180min apo6s a infusdo endovenosa do medicamento, com
declinio para niveis ndo toxicos e nao-terapéuticos apos 360min; a mesma
farmacocinética foi observada no sangue. A média de concentracdo na saliva em
180min foi de 4.21pg/mL de BU, com valor minimo de 2.32 pg/mL e maximo de
5.7ug/mL (Bezinelli et al., 2017).

Para verificar se o pico de concentracdo salivar do BU gerava efeitos
citotoxicos em queratindcitos, estudamos a viabilidade celular de culturas expostas a
4.0, 4.5, 5.0 e 5.5 yg/mL de BU veiculado, inicialmente, diretamente no meio de
cultura nas concentracdes descritas, com tempo de incubacdo de 24h. Apds o
periodo de incubacdo, o meio contendo o BU foi substituido por meio desprovido
dessa droga e realizado o teste de viabilidade celular. Em seguida, essa droga foi
diluida na saliva artificial nas mesmas concentracbes descritas, e 20uL dessa
solucédo foram inseridos nas placas de cultura, com tempo de incubacdo de 24h,
sendo também realizado teste de viabilidade celular. Pela comparacao destes, foi
possivel verificar se a saliva alterou o potencial citotéxico do BU, considerando-se o
tipo de linhagem celular envolvida e as condicbes de experimentacdo padronizadas
no presente estudo. Também foi possivel estabelecer a concentracdo padrdo do BU

veiculado em saliva para ser utilizada nos demais ensaios.

4.6 Fotobiomodulacdo com laserterapia de baixa intensidade

Para verificar se os protocolos de LTBI exercem efeito protetor sobre
queratinécitos expostos ao BU, células HaCat receberam irradiacdo com laser
INnGaAIP 660nm (Therapy XT, DMC Importagcdo e Exportacdo de Equipamentos
LTDA, Séo Carlos, SP, Brasil), 100 mW de poténcia, 0,028 cm? area do spot, 20
segundos de tempo de irradiacdo, gerando fluéncia de 8J/cm? e irradiancia de
3571mW/cm?. Essa dosimetria foi estabelecida com base em estudos nos quais foi
realizada LTBI para prevencdo e tratamento de MO em pacientes sob
condicionamento com BU (Eduardo et al., 2015; Bezinelli et al., 2015). A irradiacao

foi realizada com a fibra optica mantida em posicao perpendicular ao fundo da placa.
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Utilizou-se placa de Petri contendo adesivo preto no fundo, no qual furos de mesmo
didmetro, compativeis com a &rea do spot, foram realizados, para se padronizar o
local e a area de irradiacéo, evitando-se que células ficassem sem irradiacdo ou com
excesso desta (Figura 4.2). Esse método foi adaptado de Sperandio (2012).
Também foi utilizada placa preta de 96 e 12 pocos, contendo fundo transparente, a
qual mantém a irradiagdo restrita as células presentes somente no po¢o no qual foi
posicionada a ponta (Figura 4.3 e 4.4). A irradiacdo ocorreu em fluxo laminar,
mantendo-se 0 grupo respectivo que nao receberia irradiacdo também sob as

mesmas condigdes experimentais.

Para simular mudiltiplas sessfes de LTBI aplicadas durante e apds o
condicionamento com BU, estipulou-se que seriam realizadas trés sessdes de LTBI.
A primeira sessao ocorreu imediatamente apoés a finalizacdo da incubagédo do BU.
Foram testados os intervalos de 1, 2, 3 e 4h entre as sessdes, para se estabelecer
aguele 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 pocgos na cor preta com fundo transparente utilizada para os ensaios com a luz laser
(Sperandio, 2012). C: Placa de 12 pog¢os na cor preta com fundo transparente utilizada
para os ensaios com a luz laser (Sperandio, 2012)




53

4.7 Ensaio TUNEL

Foi realizado ensaio TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling), o qual
detecta fragmentacéo de DNA derivada de quebras simples e duplas da fita de DNA.
O ensaio € utilizado para avaliar os indices de células sugestivas de estarem em
morte por apoptose ou necrose (Otsuki, 2000).

Células HaCat foram cultivadas em laminulas colocadas em placa de 12
pocos, cujo fundo continha adesivo similar ao descrito no item 4.6. Ap6s adeséao
sobre as laminulas, as células foram submetidas aos diferentes tratamentos e, apos
24h, foram fixadas com metanol puro até sua utilizacdo. Depois de fixadas, foram
lavadas trés vezes com PBS. Em seguida, as laminulas foram incubadas com os
reagentes pertencentes ao Kit Dead End Fluorometric Tunel System (Promega, Inc.,
Madison, Wisconsin, EUA), de acordo com as instrucbes do fabricante. ApOs este
procedimento, as laminas foram montadas com meio de montagem DAPI
(Vectashield ®, Vector Laboratories, CA, USA) e analisadas em microscopio de
fluorescéncia Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss, Oberkdchen, Alemanha). Foram
qguantificadas 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 irradiagdo com LTBI:
Controle, Controle Irradiado, Controle Saliva, Controle Saliva Irradiado, BU com

concentracéo salivar de 5,5ug/mL e BU 5,5ug/mL Irradiado.
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4.8 Obtencéo de lisado celular

Para quantificacdo de proteinas de interesse, foi obtido lisado das células dos
diferentes grupos. Para tanto, as células HaCat foram cultivadas em placas de 60
mm de diametro, apropriadas para a LTBI quando necessario, e posteriormente
submetidas aos diferentes tratamentos. Apos 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 tampao RIPA (50nM Tris-HCI, 150 nM cloreto de sodio, 1% Triton X, 1%
desoxicolato de sodio, 0,1% de SDS e 1nM EDTA) acrescido de inibidor de protease
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), e posteriormente foram gentilimente deslocadas
com auxilio de “cell scraper”. Essa solugdo foi entdo centrifugada a 11000 rpm por
20 minutos a 4°C. Ap6s a centrifugacado, o sobrenadante foi coletado e armazenado

em aliguotas de 100uL em freezer -80°C, até o momento de sua utilizacao.
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4.9 Quantificacdo de proteinas

Para todos os grupos, foram quantificadas as proteinas a partir do lisado
celular, pelo método do acido biocinconinico (BCA) (Protein Assay Reagent Kit,
ThermoScientific, EUA).

Este ensaio consiste na detecgdo colorimétrica e quantificagdo de proteina
total. O método combina a reducdo de Cu®™ a Cu* por proteina em meio alcalino,
reacdo de biureto, com deteccdo colorimétrica altamente sensivel e seletiva do
cation cuproso usando o reagente contendo acido biocinconinico. O produto da
reacdo de cor purpura deste ensaio € formado pela quelacdo de duas moléculas de
BCA com um ion cuproso. A leitura é realizada na absorbancia de 562 nm. O

experimento foi realizado em triplicata.

A guantificacdo de proteinas foi necessaria para a analise da SOD (item 4.11)
e também da CAT (item 4.12).

4.10 Quantificacdo da atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH)

O DPPH (CygH12NsOg) contém um elétron desemparelhado, sendo entdo
considerado um radical livre, porém relativamente estavel, de facil deteccdo. Na
reacado descrita a seguir, adaptada de Ginsburg et. al., (2013) para amostras de
saliva, ocorre uma oxi-reducédo do DPPH pelo sistema antioxidante das amostras
testadas. O DPPH confere cor violeta a solucdo; ao ser reduzido (“sequestrado”), a
solugdo modifica de cor. Em ambiente escuro, 1,9 mL de uma solugédo contendo
DPPH a 0,06 mM (0,1 mM DPPH, 0,9% NaCl e 25 mM tampé&o HEPES, constituido
de NaCl 0,15M e EDTA 20 mM; pH 7,4, em 40% de etanol) foi adicionada a uma
aliquota (100 pL) de cada amostra em um tubo de ensaio, com posterior
homogeneizacdo em agitador de tubos. Para o calculo da porcentagem de sequestro
do DPPH, foi feito um controle padrdo de DPPH (1,9 ml de radical DPPH 0,06mM
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adicionado a 100 pL de RIPA), tendo como branco é&lcool metilico. Foi realizada
leitura da absorbancia imediatamente ap0s a reacdo com a solucdo de DPPH em
espectrofotometro (COLEMAN, Equipamentos para Laboratério Com. E Importacao
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 5,5ug/mL veiculado em saliva, e BU 5,5ug/mL veiculado em saliva
irradiado. Em cada grupo, as analises foram feitas em quadruplicata. Os resultados
foram expressos em porcentagem de sequestro de DPPH, obtida pela seguinte

formula:

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

4.11 Quantificacdo da superoxido dismutase

A SOD foi quantificada por intermédio da técnica de Western blotting.
Aliguotas de lisado celular dos diferentes grupos contendo 30ug de proteina foram
diluidas em tamp&o da amostra (3% de dodecil sulfato de sédio, 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. Apés desnaturacdo das proteinas, 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, Sao Paulo, Brasil). Para o controle da eletroforese e
posteriormente do blot, utilizou-se padrdo de peso molecular Precision Plus
Kaleidoscope Protein Standard (BioRad, Hercules, CA, USA). Apds a eletroforese,
procedeu-se a transferéncia das proteinas 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 transferéncia, as
membranas foram incubadas com albumina bovina 5% por 1h, para bloqueio de
sitios inespecificos. Em seguida, foram incubadas “overnight a 4°C com anticorpo

primario anti-SOD (Anti-Superoxide Dismutase 1 antibody, abl16831, rabbit
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polyclonal to superoxide dismutase 1, 1:10000, Cambridge, Reino Unido) e anti-3-
actina (clone AC-15, mouse anti (B-actina, #A5441, 1:500, Sigma-Aldrich, Brasil)
conjuntamente e manter sob agitacdo. Apos a incubacdo com o anticorpo primario,
as membranas foram lavadas com TBST (150 nM cloreto de sodio, 20 mM Tris base
pH 7,6, 0,1% Tween 20) sob agitacdo em temperatura ambiente (trés lavagens de
5min cada); em seguida foi realizada a incubacdo com anticorpo secundério
conjugado a HRP (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, MA, USA) por 1,5h em
temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram lavadas com TBST (trés
lavagens de 5min cada) e imersas em solugdo contendo luminol (ECL Prime,
Amershan-Ge Healthcare Life Science, Little Chalfont, Reino Unido), para andlise
por quimioluminescéncia. As membranas foram entdo 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 -actina.

4.12 Quantificacao da catalase

O principio do método descrito a seguir € baseado na reducéo da absorbancia
das amostras testadas, devido a inducdo da transformacdo do peréxido de
hidrogénio em &gua e oxigénio pela CAT. Foi realizada quantificagdo dessa enzima
seguindo o método preconizado por Aebi (1984). Foram adicionadas aliquotas
(10puL) de cada amostra a 890uL de tampédo fosfato 50mM; em seguida, foi
adicionado 100puL de tampéao fosfato contendo peréxido de hidrogénio 13.2mM (6 mL
de tampéo fosfato e 28 pL de perdxido de hidrogénio). Apos agitacdo por inversao
do tubo, foi realizada leitura em espectrofotbmetro (Beckman Coulter DU 800,
California, EUA) com filtro de 240 nm por 5 minutos. Esta metodologia baseia-se no
acompanhamento da decomposicdo do peréxido de hidrogénio, desta maneira
obtém-se uma absorbancia inicial e uma final, das quais o delta € a subtracdo destas

leituras.
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O experimento foi realizado em triplicata para os grupos Controle, Controle
Irradiado, Controle Saliva, Controle Saliva Irradiado, BU 5,5ug/mL veiculado em
saliva, e BU 5,5ug/mL veiculado em saliva Irradiado. O célculo da atividade da CAT

foi feito seguindo a formula:

U/ml = A leituras/(tomada de ensaio * E)
E (coeficiente de extincdo molar) = 0,071
Tomada de ensaio = 0,01mL

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

proteinas totais de cada amostra e apresentados em U/ug de proteina.

4.13 Quantificacdo da Peroxidacao lipidica

A peroxidacgdo lipidica foi analisada pela quantificagdo do MDA utilizando a
técnica TBARS. O principio dessa técnica baseia-se na reacdo do acido
tiobarbitirico com o MDA, originando cor vermelha nessa reacdo. O método foi
adaptado de Shirzad et al. (2014). Aliquotas de 100 pL de lisado celular foram
homogenizadas com 200 puL de uma solucdo contendo &cido tricloroacético 15%,
acido tiobarbitarico 0,375% e éacido cloridrico 0,25N. A mistura foi aquecida a 90-
100°C por 15min e, ap6és resfriamento em bancada, centrifugada por 10min a 1300g.
O sobrenadante foi colhido e analisado em espectrofotbmetro (Coleman,
Equipamentos para Laboratorio Com. e Importacdo 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 5,5ug/mL veiculado em saliva, e BU 5,5ug/mL veiculado em saliva Irradiado.
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A quantidade de MDA foi calculada seguinte a formula (Estherbauer;
Cheeseman, 1990):

X (g/L) = (Abs/C)*M

mg/L= X/1000

Abs = absorbancia das amostras

C (coeficiente de absorcdo molar) = 153 M"L™
M (massa molar MDA) = 73 g/mol

O resultado foi expresso em mg de MDA/litro.

4.14 Mensuracao da fragmentag&o do DNA por ensaio Cometa

A presenca de dano no DNA foi investigada por meio do ensaio cometa.
Nesse ensaio, a fragmentacdo do DNA é visualizada por intermédio do
espalhamento desse material a partir do nucleo da célula, o qual origina uma
imagem semelhante a um cometa, com cabeca (ndcleo) e cauda (espalhamento do
DNA). Para este ensaio utilizamos o método de cometa em solucao alcalina descrito
por Singh et al. (1988). Laminas de vidro foram mergulhadas em 1% de agarose
diluida em agua e secas em uma estufa a 37°C, até secagem completa. Em um
Eppendorf com 2x10* de células, foi realizada centrifugacdo a 200g por 3 min a 4°C,
retirando-se em seguida o sobrenadante. A esse sobrenadante, foi adicionado 70 uL
de agarose de baixo ponto de fusdo a 1% misturada em PBS. O material foi, em
seguida, depositado nas laminas e mantido a 4°C por 5 min. Solucéo de lise (2,5 M
NaCl, 0,1 M EDTA, 10 mM TrisHCI, pH 10) contendo Triton X-100 foi adicionada as
laminas, as quais foram mantidas a 4°C por 1h. ApGs este periodo, as laminas foram
transferidas para um tanque horizontal de eletroforese (BioRad Sub-Cell® GT, Italia)
e incubadas com tampao 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. Apés a
eletroforese, as laminas foram retiradas do tanque e lavadas por trés vezes com
tampdo de neutralizacdo (0,4 Tris, pH 7,5 com concentrado de HCI). Apds esse

procedimento, as laminas foram montadas com meio de montagem DAPI
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(Vectashield®, Vector Laboratories, CA, USA) e analisadas em microscopio Zeiss
LSM 510 (Carl Zeiss, Oberkdchen, Alemanha). O experimento foi realizado em
triplicata para os grupos Controle, Controle Irradiado, Controle Saliva, Controle
Saliva Irradiado, BU 5,5ug/mL veiculado em saliva, e BU 5,5ug/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 mensuracoes, a porcentagem de DNA presente na cauda do cometa, que

representa a quantidade de quebras de DNA presentes na amostra.

4.15 Anédlise estatistica

Os dados numéricos foram apresentados em média e desvio-padrao, quando
seguiram uma distribuicdo paramétrica, e em média, desvio-padrao, mediana e
valores minimo e maximo, quando seguiram uma distribuicdo ndo-paramétrica. Os
grupos foram comparados entre si pela analise de variancia Anova seguida do teste
de Tukey, para distribuicdes paramétricas, e Krusal-Wallis seguida do teste de Dunn,
para distribuicbes ndo paramétrica. Quando necessario comparar somente dois
grupos, foi utilizado o teste de Mann-Whitney ou teste t de Student. O nivel de

significancia 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 insercédo de 10uL e 20uL de
saliva. Nao houve diferencas significativas entre os volumes de 10puL e 20puL em
relacdo ao controle (p>0,05), sugerindo que a saliva propriamente dita, e 0 seu

volume, nao interferiram na viabilidade celular.

Figura 5.1 — Média (xdesvio-padrdao) da viabilidade celular em cultivos sem saliva (controle) e
naqueles contendo 10 puL e 20 pL de saliva
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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

10pL de saliva com armazenamento prévio a 8°C exibiu maior viabilidade celular,
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diferindo estatisticamente do controle. J& o volume de 20uL n&o exibiu diferenca
com o controle, independentemente do tipo de armazenamento prévio da saliva. Na
préatica laboratorial, vimos que o mais seguro seria utilizar a saliva congelada no
freezer -4°C; na geladeira, a solugéo corria o risco de contaminagéo e de perda da
temperatura de manutencdo, uma vez que o refrigerador era aberto varias vezes ao
dia para acesso a outros materiais. Assim, como queriamos manter a saliva o mais
inerte possivel, sem exibir diferencas com o grupo C, adotamos como Grupo CS a

veiculacdo de 20uL de saliva previamente constituida e armazenada a -4°C.

Figura 5.2 — Média (xdesvio-padrdo) da viabilidade celular em cultivos sem saliva (controle) e
naqueles com 10 pL e 20uL de saliva, a qual foi previamente armazenada a -4°C ou
8°C. Teste de Tukey, *p<0.05; **p<0.01
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5.1.2 Concentracao do bussulfano veiculado ou ndo em saliva

A figura 5.3 mostra a viabilidade celular segundo diferentes concentracdes
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 quimioterapico. O efeito do BU sobre os
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queratinécitos foi dose-dependente, ou seja, quanto maior a concentracdo da droga,
menor a viabilidade celular. A concentracao de 5,5ug/mL de BU inserido diretamente
no meio de cultura foi a que provocou diferencas significativas em relacdo ao
controle (p<0.05), gerando viabilidade celular de 76% (Figura 5.3 A). Quando as
mesmas concentragdes de BU foram veiculadas em saliva, todas elas acarretaram

menor viabilidade em rela¢céo 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 concentracdo. Observou-se que todas as concentracdes do BU veiculadas
em saliva geraram menor viabilidade celular; na analise pareada de cada
concentracdo, somente a de 4.0ug/mL foi significativa (Teste t de Student, p=0.004).
Assim, as concentragfes do BU selecionadas no presente trabalho exercem efeito
toxico sobre queratindticos, com ou sem a presenca da saliva. Os resultados
também sugerem que a saliva modifica a citotoxicidade do BU, havendo uma

tendéncia de tornar mais toxico esse quimioterapico para os queratinocitos.

Para os ensaios de TUNEL, estresse oxidativo e de dano no DNA, foi adotado
o BU com concentracdo em saliva de 5.5ug/mL, por ser essa concentracdo a que

maior se aproximou de uma dose letal de 50%.
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Figura 5.3 — Média (xdesvio-padrao) da viabilidade celular (normalizada pela da do controle (A) e
controle saliva(B)) ap6s tratamento com bussulfano em diferentes concentragdes,
inserido no meio sem saliva (A) e com saliva (B). Teste de Tukey, *p<0.05; **p<0.01
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5.1.3 Tratamento com laserterapia de baixa intensidade (LTBI)

Para simular as sessdes diarias de LTBI realizadas no paciente sob TCH, os
cultivos celulares tratados com BU veiculado em saliva foram expostos a trés
sessOes de LBI. A figura 5.4 mostra a viabilidade celular quando as sessdes de LBI
tiveram intervalo de 1h, 2h, 3h e 4h. Nota-se que os intervalos das sessdes que
aumentaram a viabilidade celular apds o tratamento com BU, independentemente da
concentragédo dessa droga, foram de 2h e 4h. O intervalo de 4h entre as sessdes

aumentou a viabilidade celular de forma mais homogénea considerando-se as
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diferentes concentracdes, sendo escolhido entdo para ser realizado nos demais

ensaios envolvendo LBI.

Figura 5.4 - Média (xdesvio-padréo) da viabilidade celular (normalizada pela da do controle saliva)

ap6s tratamento com bussulfano em diferentes concentragdes 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
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A figura 5.5 ilustra a viabilidade celular apés tratamento com BU veiculado em

saliva em diferentes concentracdes, com e sem a execuc¢ao de trés sessdes de LBI,

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

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

celular.
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Figura 5.5 — Média (xdesvio-padrao) da viabilidade celular (normalizada pela da do controle saliva)
apo6s tratamento com bussulfano em diferentes concentracdes, inserido no meio sem
saliva (A) e com saliva (B). Teste de Tukey, *p<0.05; **p<0.01
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5.2 Anélise de TUNEL

A porcentagem de células positivas para TUNEL é representada na Figura
5.6. O grupo BU 5,5ug/mL exibiu maior porcentagem de células TUNEL positivas,
com diferencas significativas em relacdo aos controles (p<0.05) e ao grupo BU
irradiado (p<0.05). Nao houve diferencas significativas entre o BU irradiado e os
controles. A figura 5.7 ilustra as marcacgdes encontradas.
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Figura 5.6 - Box-plot para a porcentagem de células positivas para TUNEL em cada grupo. Traco
horizontal espesso - mediana; Altura do box - intervalo interquartis; whiskers - valores

minimo e maximo; O - outliers. * p<0.05 (Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn)
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Figura 5.7 — Exemplos de padrdes de marcagéo no ensaio TUNEL, dos grupos Controle Saliva (CS),
Controle Saliva Irradiado (CSl), Bussulfano (BU) e Bussulfano Irradiado (BUI). Aumento

de 400X
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53 Estresse oxidativo

5.3.1 Atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A mensuracédo da atividade sequestradora do radical livie DPPH foi realizada
para os grupos C, CS e BU 5,5ug/mL veiculado em saliva, com e sem trés sessoes
de LBI. A Figura 5.8 ilustra a porcentagem de reducdo 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 diferencas significativas
em relagdo aos grupos sem LBI. Particularmente o grupo BU 5.5ug/mL Irradiado
exibiu diferencas significativas em relacdo ao BU sem LBI (p<0.05).

Figura 5.8 - Box-plot para a porcentagem de sequestro do radical livre DPPH em cada grupo. Traco
horizontal espesso - mediana; Altura do box - intervalo interquartis; whiskers - valores
minimo e maximo. * p<0.05 (Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn)
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5.4 Quantificacdo da superoxido dismutase

A quantificacdo 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 5.5ug/mL, porém essa
diferenca nao foi estatisticamente significante em relacdo aos demais grupos. Assim,
as irradiacbes com LBI, em especial as realizadas nos grupos com BU, né&o

acarretaram diferencgas na producéo de SOD.

Figura 5.9 — Média (+ desvio-padréo) da densidade de banda obtida na técnica de Western-blotting
para analise da superéxido dismutase. Foi realizada normalizacdo com a densidade de
banda da actina em todos os grupos. Sem diferengas significativas (teste de variancia
Anova)
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5.5 Quantificagao 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 (trés sessodes,
feitas a cada 4h) reduziu a atividade da catalase em todos os grupos, com
diferencas significativas na comparacdo 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 (xdesvio-padrdo) da atividade da catalase, normalizada pela quantidade de
proteinas em cada grupo e expressa em U/mg proteina. **p<0.01 (analise de
variancia Anova seguida do teste de Tukey)
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A peroxidacado lipidica foi avaliada pela quantificagdo do malondialdeido
(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 diferencas significativas em relagéo aos demais grupos (p<0.01). Quando
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esse grupo recebeu LBI, houve reducdo drastica 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 diferencas significativas em relacéo

aos respectivos grupos sem LBI.

Figura 5.11 - Média (xdesvio-padrdao) da quantidade de malondialdeido (MDA) em cada grupo.
**p<0.01 (andalise de variancia Anova seguida do teste de Tukey)
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57 Dano no DNA

5.7.1 Ensaio cometa

A presenca 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 néo exibiu espalhamento do
DNA, ou seja, ndo foram detectados cometas (Figura 5.12 A), a0 passo que no
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grupo CS (Figura 5.12 B) alguns cometas, de cauda restrita, foram encontrados. Ja o
grupo BU 5.5ug/mL exibiu alta frequéncia de cometas, com ndcleos quase
inexistentes e caudas longas (Figura 5.12 D). Todos os grupos com LBI exibiram
reducdo 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 quantificagdo da porcentagem de
DNA na cauda do cometa, o grupo BU exibiu a maior média, seguido pelo Grupo CS
(Figura 5.13). Houve reducédo dessa porcentagem em todos os grupos irradiados,
com menor valor para o grupo BU Irradiado. Esse grupo diferiu estatisticamente

guando 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: Auséncia de cometas no grupo Controle. CS:
Presenca de cometas no grupo Controle Saliva, porém com caudas discretas. BU:
Grande quantidade de cometas, com caudas nitidas, no grupo Bussulfano 5.5ug/mL.
BUI: Reducao da frequéncia 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. Trago horizontal espesso -
mediana; Altura do box - intervalo interquartis; whiskers - valores minimo e méximo; O
- outliers. * p<0.05 (Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn)
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6 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi verificar se as concentracfes salivares do BU
poderiam ser citotoxicas para queratindcitos e se a LTBI poderia atenuar esses
efeitos.

Inicialmente padronizamos a confeccdo e a utilizacdo de saliva artificial que
serviria de veiculo para o BU. Verificamos se essa composi¢cdo ndo interferia na
cultura celular utilizando a HaCat. Decidimos realizar essa etapa porgue no estudo
gue nos baseamos para formular a saliva, os autores verificaram que a sua
composic¢ao, principalmente a presenga da a-amilase, induziu a secrecao de IL-8, IL-
6 e VCAM1 em cultura de fibroblastos gengivais, ndo sendo inerte nesse meio de
cultura. Os autores também avaliaram se essa saliva modificou os niveis de EROs
ou de superdéxidos, e ndo encontraram diferencas em relacdo ao controle (Malpass
et al. 2013). Em nosso estudo, os grupos contendo saliva ndo exibiram alteracdes
significativas quanto a viabilidade celular, porém verificamos que o grupo CS exibiu
menor atividade de sequestro do DPPH. Nesse grupo também notamos certa
frequéncia de fragmentacdo do DNA, ainda que discreta se compararmos com 0S
resultados para o Grupo C. Assim, podemos admitir que a saliva utilizada no
presente experimento nao interferiu, de forma significativa, na viabilidade celular,
mas acarretou certa reducdo na atividade antioxidante relacionada a neutralizacéao
de radicais livres de nitrogénio. Esse resultado foi uma surpresa, ja 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 substancias antioxidantes presentes nas verduras e frutas
ingeridas na dieta, as quais sdo mantidas na saliva por tempo prolongado apés as
refeicdes (Ginsburg et al., 2013). Como nao adicionamos nenhum desses
componentes na saliva artificial, o potencial antioxidante avaliado no presente
estudo é exclusivamente derivado dos queratinécitos cultivados. Assim, pode-se
dizer que a saliva modificou diretamente as células analisadas, reduzindo seu
potencial de sequestro de radicais livres de nitrogénio. Por outro lado, os danos no

DNA observados no grupo CS nao foram suficientes para induzir modificagdes nos
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padroes de viabilidade celular. Contudo, pode-se inferir que, se a formulacao
utilizada provocou a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias, as quais demandam
ativacdo de vias de sinalizacdo, bem como alterou o potencial antioxidativo,
provavelmente esses mesmos componentes atuaram direta ou indiretamente, de
forma negativa, no DNA dos queratindcitos estudados, os quais, vale comentar, ndo
séo especializados no contato com a saliva, ja que sdo cutaneos. Mais estudos séo
necessarios para elucidar o efeito da saliva formulada no presente estudo sobre o
DNA e o estresse oxidativo em cultura de queratindcitos, incluindo os da mucosa

oral.

Utilizamos uma formulacéo de saliva que contivesse as principais substancias
encontradas nesse fluido, incluindo, além da a-amilase, mucina, lisozima, fosfatase
acida, magnésio, célcio e uréia, para verificar se esses componentes nao alterariam
o potencial citotéxico do BU. Um resultado interessante foi que o conjunto BU+saliva
provocou maior reducdo da viabilidade celular em comparagdo a taxa provocada
pelo BU sem saliva. Portanto, a combinagdo da saliva com o BU gerou um efeito
toxico maior. Se a saliva modificou quimicamente o BU e o tornou mais toxico, ndo €
possivel depreender pela metodologia empregada no presente estudo. Contudo,
esse resultado pode ter significado direto para o paciente, jA que até entdo se
acreditava que a MO causada pelo BU era somente derivada do BU plasmatico
(Chaudhry et al., 2016). O presente estudo demonstrou que o BU salivar € téxico
para os queratinécitos, bem como que os componentes salivares também tém

interferéncia nessa toxicidade.

Verificamos que as doses salivares de BU, encontradas no pico
farmacocinético maximo da droga, induziram reducdo da viabilidade celular,
aumento da frequéncia de células sugestivas de estarem em apoptose ou necrose
pelo teste de TUNEL, bem como aumento da taxa de peroxidacao lipidica e reducgéo
do potencial antioxidante de radicais livres de nitrogénio. Esses resultados estao de
acordo com outros estudos que demonstraram, no sangue, intensa peroxidacao
lipidica e redugcdo da viabilidade celular devido a alteragbes da membrana
plasmatica por esses radicais (Durken et al., 2000; DeLeve; Wang, 2000; Hassan et
al.,, 2002; Goncgalves et al., 2009; Cai et al., 2016). Assim, as concentragbes
salivares do BU induzem producdo de radicais livres nos queratindcitos por vias

similares as descritas para as células sanguineas provocadas pelo BU plasmatico.
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Paralelamente ao aumento dos radicais livres, detectamos altos niveis de catalase
nas células tratadas com BU salivar, mas ndo houve a mesma tendéncia com a
SOD. Esse resultado esta condizente com um estudo clinico descrito na literatura
gue demonstrou aumento da catalase e manutencdo dos niveis de SOD nos
eritrocitos do sangue periférico de pacientes com condicionamento a base de BU e
ciclofosfamida para TCH (Goncalves et al., 2009). O aumento da catalase pode ser
interpretado em funcdo do aumento da peroxidacao lipidica, ou seja, altos niveis de
peréxido de hidrogénio induzidos pelo BU provocam intensa peroxidacao lipidica
(Goncalves et al., 2009). Altos niveis de peréxidos, por sua vez, induzem a producéo
de catalase, a qual neutraliza esses EROs. A auséncia de aumento da SOD, por
outro lado, € intrigante, ja que essa enzima converte os superoxidos em peroéxido de
hidrogénio. Uma hipotese é que o BU nao induz tanto superoxido, mas diretamente
peroxido de hidrogénio por outras vias de oxirredugdo, 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
5.5ug/mL veiculado em saliva gerou uma média de viabilidade celular de 52.1%,
indicando que pelo menos metade da populagéo celular analisada néo estava viavel.
Detectamos, no TUNEL, uma porcentagem ao redor de 3% de células positivas, bem
abaixo do indice sugerido pelo MTS, sugerindo que a auséncia de viabilidade néo é
oriunda de morte celular. Outro estudo também detectou indices n&o tdo elevados
de células TUNEL positivas ap6s tratamento com BU, mas sim taxas elevadas de
células em senescéncia, com altos niveis de estresse oxidativo (Probin et al., 2007).
Assim, € necessario investigar se as doses salivares do BU também exerceram esse
efeito sobre queratindcitos, ou seja, mais do que provocar apoptose, o BU induziria
parada no ciclo celular. Nesse processo, pode haver reducdo da atividade
mitocondrial, justificando os resultados de MTS, o qual é um teste que indica a
atividade de enzimas mitocondriais. Na mucosa oral, a senescéncia de
queratinécitos levaria a auséncia de renovacgdo epitelial, o que explicaria por que
esse agente quimioterapico provoca MOs severas (Chaudhry et al., 2016; Eduardo
et al.,, 2018), que se manifestam, frequentemente, dias apds 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 plasmético (Morales-Ramirez et al.,
2014). Em pele, o BU plasmaético origina displasias cutaneas detectadas apods a
finalizacdo do tratamento (Hymes et. al., 1985; Li et al., 2012), mas com potencial de
regressdo a longo prazo (Li et al., 2012). Em funcéo da indug¢do de danos no DNA
também pelo BU salivar, podemos formular a hipotese de que a mucosa oral teria
risco maior do que a pele em exibir essa displasia. A confirmacéo dessa tendéncia &
crucial para se posicionar o BU nédo s6é como importante agente causador de MO,

mas também como agente mutagénico para a mucosa oral.

Detectamos no presente estudo que a LTBI, com dosimetria similar a utilizada
para prevencdo 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, reducédo da taxa de células TUNEL positivas,
promocédo de maior sequestro do DPPH e reducado da taxa de peroxidacao lipidica.
Além disso, houve menor porcentagem de DNA fragmentado nas células irradiadas,
sugerindo que essa protecdo se estendeu também para o DNA das células.

Uma das etapas do presente estudo foi estabelecer qual intervalo entre
sessOes de LTBI causariam maior viabilidade celular, ou seja, qual regime de LTBI
teria efeito estimulatério perceptivel. Decidimos realizar essa etapa porgue um dos
efeitos da fotobiomodulagéo é gerar inibicdo da proliferacdo celular, ou entdo ndo a
alterar, principalmente quando doses excessivas sao administradas (Hamblin, 2017).
Por exemplo, o intervalo de 1h entre as sessfes gerou 0s menores valores de
viabilidade celular, inclusive abaixo do controle, independentemente da dose do BU.
Provavelmente isso ocorreu porque a energia fornecida pela primeira irradiacdo nao
foi totalmente utilizada nesse intervalo de tempo; assim, a segunda irradiacéo teve
efeito in6cuo, ou seja, a célula ndo converteu a energia do féton em ATP, ja que
ainda estava repleta de energia. Por outro lado, o intervalo de 2h gerou os maiores
indices de viabilidade celular, mas somente quando as doses de BU foram maiores.
Para evitar a variavel dose nos grupos com LTBI, optamos pelo intervalo de 4h entre
as irradiacdes, que também gerou maior taxa de células viaveis em relagdo ao

controle, com uma constancia maior independentemente da concentracdo do BU.
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Em geral, os estudos sobre FBM e estresse oxidativo estdo atrelados a
situacdes de inflamacdo, nas quais a irradiacdo promove a reducdo de EROs
derivadas de células inflamatérias (Silveira et al., 2011; dos Santos et al., 2017
Hoffmann; Griffiths, 2018). A comparacéo desses estudos com 0 nosso € limitada no
sentido de que n&o avaliamos a inflamacao induzida pela acédo do BU. Contudo, a
tendéncia geral de que a LBTI promove a redugcédo de EROs em tecidos nos quais
esses radicais encontram-se elevados (Hamblin, 2017) foi também observada no
presente estudo, principalmente pela reducédo drastica dos niveis de peroxidacéo
lipidica no grupo BUI. Contudo, em nosso estudo essa reducédo de EROs néo foi
acompanhada de aumento da producdo de proteinas antioxidantes, como é
detectado nos experimentos envolvendo inflamacdo muscular (dos Santos et al.,
2017). Nos musculos esqueléticos, a LTBI parece reduzir radicais livres derivados de
oxigénio e nitrogénio, bem como aumentar o potencial antioxidante da célula
muscular. Nossos resultados ndo se alinham com esses trabalhos publicados em
tecido muscular no tocante ao aumento das proteinas antioxidantes, ja que
verificamos diminuicdo da catalase e auséncia de modificacdes dos teores de SOD
nos grupos irradiados. Outros autores também observaram diminuicdo da catalase
apos a LTBI, com lesdes induzidas em pele (Silveira et al., 2011). Assim, podemos
dizer que a LTBI aplicada nos queratindcitos expostos ao BU salivar promoveu
reducdo da peroxidacao lipidica, fato que sugere indiretamente uma reducdo dos
niveis de EROs, mas ndo necessariamente aumentou a capacidade antioxidante
ligada a radicais livres de oxigénio. Por outro lado, o potencial de sequestrar o
DPPH, um radical livre derivado de nitrogénio, foi aumentado ap6s a LTBI, o que
demonstra certa acdo positiva da irradiacdo laser sobre outros sistemas

antioxidantes presentes nos queratindcitos.

A FBM também reduziu a porcentagem de dano no DNA induzida pelo BU.
Outros trabalhos com células expostas a radiagdo gama (Ramos Silva et al., 2016) e
radicdo ultravioleta (Dube et al., 2001) também demonstraram reducdo nos danos no
DNA gerados por essas radiagdes. Contudo, esse efeito protetor da LTBI parece ser
dose-dependente, em que fluéncias mais altas (16J/cm?) ndo exercem mais
protecdo e, ao contrario, induzem fragmentacdo do DNA (Mbene et al., 2009). Ja
outro estudo com queratindcitos normais demonstrou que doses de 20J/cm? n&o

provocaram modificacdo nos niveis de estresse oxidativo, nem alteracdes no DNA
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(Dillenburg et al., 2014). No presente estudo, utilizamos a fluéncia de 8J/cm?, que
pareceu segura no tocante a conservacdo do DNA em células saudaveis, ou seja,
sem exposicado ao BU. Constatamos bem esse fato principalmente no Grupo Cl e no
Grupo CSI; nesse ultimo, praticamente ndo foram encontrados cometas quando
comparado ao Grupo CS, o qual exibiu certa quantidade de DNA fragmentado. Um
aspecto a ser considerado é que as irradiacbes foram realizadas durante a
exposicdo ao BU, ou seja, foram feitas com uma intencdo de profilaxia contra os
efeitos citotoxicos do BU, e ndo depois que as lesbes celulares foram instaladas.
Provavelmente os resultados obtidos na analise do DNA ilustram uma possivel
ativacado do sistema de reparo dessa molécula feita pela FBM. Formulamos essa
hipétese com base no fato de que a FBM pode ativar genes ligados a neutralizacéao
de adutos oriundos de EROs e genes relacionados a proteinas que hidrolisam DNA

alquilado por agentes quimioterapicos (Zhang et al., 2003).

Assim, podemos afirmar que o efeito citotéxico e genotoxico do BU foi
significativamente atenuado pela LTBI com a dosimetria e os ciclos de irradiagao
empregados no presente trabalho. Esses resultados sdo promissores e ensejam
novas aplicacGes da LTBI para pacientes sob quimioterapia, utilizando esse recurso
como um agente profilatico contra efeitos genotoxicos do tratamento antineoplasico.
Nesse sentido, o aprimoramento da dosimetria, aliado a conducdo de mais estudos
acerca dos mecanismos de acdo da LTBI sobre o sistema de reparo do DNA, sao

fundamentais.
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CONCLUSOES

A saliva artificial formulada no presente estudo nao interfere na viabilidade
de queratindcitos, mas acarreta menor potencial de sequestro de radicais

livres derivados de nitrogénio.

As concentracdes salivares do BU sao citotdxicas para queratinocitos em
cultura, gerando menor viabilidade celular, maior taxa de morte celular,

maior estresse oxidativo e alta frequéncia de fragmentacao do DNA.

A saliva artificial potencializou a citotoxicidade do BU, diminuindo a

viabilidade celular em comparacédo ao BU veiculado sem saliva.

A LTBI, realizada em trés sessdes com intervalo de 4h entre elas, conferiu
protecdo aos queratindcitos expostos ao BU salivar, reduzindo o estresse
oxidativo e os danos no DNA.
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Nimero do Parecer: 1.585.003

Apresentagéo do Projeto:

A mucosite oral (MO) & um processo inflamatério na mucosa oral derivado da acao citotdxica de agentes
quimioterdpicos e radioterdpicos, durante o tratamento antineopldsico. E caracterizada pela presenca de
lestes inflamatérias que variam de eritema até ulceracdo, a qual acarreta intensa sintomatologia dolorosa e
dificuldade de mastigacao e degluticdo. Essa condigcdo diminui significativamente a qualidade de vida do
paciente, bem como pode gerar comprometimento nutricional, complicando seu estado sistémico ja
debilitado. A prevencdo e o tratamento da MO ainda ndo estdo estabelecidos. A laserterapia de baixa
intensidade (LBT) tem sido apontada como uma das medidas terapéuticas fundamentais para a prevencao
da mucosite, e um elemento adjuvante importante no tratamento dessas lesGes.

O mecanismo de acdo do laser sobre as células da mucosa oral agredidas por agentes quimioterapicos
ainda ndo & completamente conhecido. Ha muites trabalhos clinicos evidenciando a eficacia da LBT para a
prevencao e o tratamento da MO, porém poucos sdo os estudos que descrevem a fotomodulacdo em
situacdes de intenso estresse oxidativo provocado por agentes quimicos. Visando avaliar este tipo de
situacdo, sera feito estudo in vitro para analise do efeito da laserterapia de baixa intensidade no controle do
estresse oxidativo provocado por agentes quimioterapicos em gueratindcitos e fibroblastos humanos. Serdo

cultivadas in vitro duas
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linhagens de queratindcitos e fibroblastos humanos, os

quais serdo submetidos a tratamento prévio com laserterapia de baixa intensidade e, em seguida, expostos
aos seguintes quimioterapicos: bussulfano, metotrexato e everolimus.

O bussulfano e o metotrexato serfio veiculados em saliva artificial com dose descrita na literatura para a
presenca dos mesmos na saliva, simulande a situacdo em que a mucosa oral fica exposta a esses agentes
por intermédio de sua presenca na saliva. Ja o everolimus sera veiculado em concentracdo semelhante a
plasmatica, uma vez que ndo € sabido se essa droga esta presente na saliva. A primeira questdo a ser
respondida @ se a dose desses quimioterdpicos encontrada na saliva induz estresse oxidativo sobre as
células analisadas.

A segunda questdo diz respeito ao efeito da laserterapia sobre essas células e se ha ou ndo reducdo do
estresse oxidativo. Para tanto, serdo feitas analises de captura do radical organico DPPH e de peroxidacido
lipidica (TBARS), bem como de quantificacdo da superoxido dismutase. Também sera analisada a
viabilidade celular por meio de MTS, teste de TUMEL (para analise de apoptose) e de expressao de Ki-67,
para verificacdo da proliferacio celular. As analises serdo realizadas em dez grupos experimentais, com
células de queratindcitos humanos (HaCat) e fibroblastos humanos (OHF), obtidas de linhagens

comerciais, que serao cultivadas e comporgo os seguintes grupos:

a)- Grupo controle — sem nenhum tratamento.

b}- Grupo saliva — células expostas a saliva artificial adicionada ao meio de cultura na proporgdo 1:1.

c)- Grupo veiculo - ceélulas expostas somente ao veiculo pelo qual sera administrade o quimioterapico.

d}- Grupo bussulfano — células expostas a 5pm/mL de bussulfano adicionado a saliva artificial.

e}- Grupo metotrexato — células expostas a 0,.2ug/mL de metotrexato adicionado a saliva artificial.

f}- Grupo everolimus — células expostas a concentracao da droga ainda a ser estabelecida. Serdo feitos
testes de dose-resposta até se obter a dose letal de 50%, partindo-se das concentragtes de 10, 20 e 30pM.
g)- Grupo LBT - células expostas a laserterapia de baixa intensidade (8J/cm2), simulando sessdes
consecutivas padronizadas para o tratamento clinico de MO derivado de quimioterapia de alta intensidade
durante o transplante de células-tronco hematopoiéticas

h)- Grupo LBT+bussulfano — células expostas a protocolo de LBT seguido do tratamento com bussulfano,
semelhantemente ao feito nos grupos anteriores.

i}- Grupo LBT + metotrexato - células expostas a protocolo de LBT seguido do tratamento com
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metotrexato, semelhantemente ao feito nos grupos anteriores.

i¥ Grupo LBT + everolimus - células expostas a protocolo de LBT seguido do tratamento com everolimus,
semelhantemente ao feito nos grupos anteriores.

A saliva artificial sera confeccionada com base no método e nos constituintes propostos em Malpass et al.
{2013), a qual contém basicamente - mucina(1.35 g/l), cloreto de potassio (475 mg/l), cloreto de sddio{700
mgfl), cloreto de calcio{185 mg/l), Fosfato de potassio (420 mg/l), cloreto de magnésio(105 mg/l), uréia(45
mg/l), D-{+)-glicose(100 mg/l), amilase(100,000 U), lisozima(750 U/l) e fosfatase acida(4 UN).

Para a Laserterapia de baixa intensidade sera desenvolvido método para irradiagdo das células simulando o
tratamento com LBT feito para os pacientes sob alta dose desses quimioterapicos. Nesse caso, s3o feitas
sessdes didrias de laserterapia com dosimetria de 8J/cm2, utilizando laser 660nm, conforme protocolo ja
estabelecido.

Espera-se verificar a reducdo do estresse oxidativo apds a laserterapia, fato que confirmara seu efeito
clinico preventivo e curativo sobre a mucosite oral.

Objetivo da Pesquisa:

A hipdtese @ de que a concentracdo de bussulfano e de metotrexato encontrada na saliva e o everolimus,
ainda que administrado em doses encontradas em niveis plasmaticos, acarretardo alteragdes no padrao de
estresse oxidativo das células, e que a LBT modificara esse perfil, reduzindo o estresse oxidative. O objetivo
primario sera analisar o efeito da LBT sobre o estresse oxidativo induzido por agentes quimioterapicos
quando em contato com gqueratindcitos e fibroblastos humanos. Secundariamente serdo analisados: a)- A
viabilidade celular e o estresse oxidativo de queratindcitos e fibroblastos humanos quando expostos a
bussulfano, metotrexato & everolimus em doses encontradas na saliva.

b)- Se a exposicio prévia a LBT atenua os efeitos citotdxicos dessas drogas quando veiculadas na saliva.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

MNao ha riscos diretos derivados da presente pesquisa, por envolver estudo in vitro com cultura de células
comerciais.

Os beneficios serdo indiretos, a depender dos resultados deste projeto, poderdo auxiliar no entendimento do
papel da LBT no controle clinico da mucosite oral, com extrapolacao futura para a clinica de cuidados ao
paciente oncolégico, aperfeicoando protocolos ja existentes, bem como poderdo esclarecer os efeitos das

doses salivares de quimioterapicos sobre as células da mucosa oral.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Bastante interessante pois podera beneficiar muito os pacientes que venham apresentar quadro de
mucosite oral pds quimioterapia.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Foram apesentados todos os termos necessarios para pesquisa: Folha de rosto; Declaragdo de manuseio
de material bioldgico; Projeto detalhado; Informactes basicas do projeto, sende dispensado o TCLE porgue

serdo utilizadas linhagens de células comerciais.

Recomendagodes:

Tendo em vista a legislac8o vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatdrios parciais anuais
referentes ao andamento da pesquisa e relatdrio final, utilizando-se da opcéo "Enviar Notificaco™ (descrita
no Manual "Submeter Motificacde”, disponivel na Central de Suporte - canto superior direito do site
www.saude.gov.br/plataformabrasil).

Qualquer alteracdo no projeto original deve ser apresentada "emenda” a este CEP, de forma objetiva e com
justificativas para nova apreciacao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
MN3o ha inadequacdes.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagtes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 25/05/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 725751 pdf 18:13:01
Declaracdo de AutorizacaolLaboratorioCEP pdf 25/05/2016 |Luciana Corréa Aceito
Manuseio Material 18:12:07
Bioldgico /

Biorepositario /

Biobanco

Projeto Detalhado /| ProjetoCulturaCEP . pdf 25/05/2016 |Luciana Corréa Aceito

Brochura 18:09:57

Investigador

Folha de Rosto FolhaRostoCEP pdf 25/05/2016 |Luciana Corréa Aceito
18:09:19

Situagao do Parecer:

Aprovado
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