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Resumo

O carcinoma epidermdide de boca representa 95% dos céanceres
da cavidade oral e seu tratamento normalmente envolve cirurgia, radioterapia



e/ou quimioterapia. A complicagcdo mais comum em pacientes que recebem
quimioterapia e radioterapia € a mucosite oral que dependendo de sua
severidade pode comprometer a continuidade do tratamento do tumor. O laser
em baixa intensidade (LBI) tem sido usado para tratar e prevenir a mucosite,
porém ainda existe controvérsia em relacdo aos efeitos desta irradiacdo sobre
as células tumorais que possam ter permanecido na area a ser irradiada apés o
tratamento do cancer. O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito do LBI (em
parametros dosimétricos recomendados para o tratamento da mucosite oral)
sobre a viabilidade, proliferacdo, invasividade e potencial osteoclastogénico de
uma linhagem de células de carcinoma epidermdide de boca (SCC9). As células
foram cultivadas em meio DMEM/F12 suplementado com soro fetal bovino (10%)
e hidrocortisona (400 ng/mL). As culturas foram irradiadas com os lasers de
INGaAIP (660nm em 40mW- 4J/cm?) e GaAlAs (780nm em 40 e 70mW- 4J/cm?)
e avaliadas quanto a sua viabilidade (ap6s 1 e 3 dias pelos ensaios MTT, Cristal
Violeta, Vermelho Neutro e atividade da caspase 3), invasividade (pelo ensaio
de ferida) e potencial osteoclastogénico (apds 2 e 9 dias pela expresséao de IL-
11 e PTHrP e ap6s 7, 14 e 21 dias pela inducao da atividade da TRAP em
mondcitos). Culturas ndo irradiadas serviram como controle em todas as
avaliacbes. Os dados foram comparados pela analise de variancia
complementada pelo teste de Tukey. Os resultados demonstraram que a
irradiacdo com LBI na fluéncia de 4J/cm2, em ambos os comprimentos de onda
(660 e 780nm) e poténcias (40 e 70mW) diminuiu a viabilidade e induziu a
apoptose das células da linhagem SCC9. As células irradiadas com LBI de
780nm (em 40 e 70mW) demonstraram menor capacidade de invasao que as do
grupo controle nédo irradiado. Todos os parametros dosimétricos avaliados
diminuiram a capacidade das SCC9 em induzir a atividade da TRAP e em
expressar IL-11. J4 a expressdo de PTHrP foi menor apenas quando as células
foram irradiadas com laser de 780nm na poténcia de 70mW. Este estudo
concluiu que a irradiacdo com laser de 780nm (70mW, 4J/cm?) diminuiu a
viabilidade, o potencial osteoclastogénico e a invasividade de células da
linhagem SCC9. O laser de infravermelho de 780nm utilizado com menor
poténcia (40mW, 4J/cm?) e o laser vermelho de 660nm (40mW, 4J/cm?) ndo
demonstraram a mesma capacidade de inibicdo nestas avaliagbes. Estes
resultados corroboram a importancia da escolha da dosimetria na determinacéo
da eficacia e da seguranca da fototerapia no tratamento da mucosite oral.

Palavras-chave: SCC9, fototerapia, osteoclastos, mucosite, cancer.

Abstract

Squamous cell carcinoma accounts for 95% of cases oral cancer and
treatment normally involves surgery, radiotherapy and/or chemotherapy. Oral



mucositis is the most common complication in patients who receive
chemotherapy and radiotherapy. Depending on the severity, this condition can
compromise the continuity of cancer treatment. Low-level laser therapy (LLLT)
has been used for the treatment and prevention of oral mucositis, but divergent
findings are reported regarding the effects of this form of treatment on
unintentionally irradiated tumor cells that may remain after cancer treatment. The
aim of the present study was to analyze the effect of LLLT (with dosimetric
parameters recommended for the treatment of oral mucositis) on the viability,
invasiveness and osteoclastogenic potential of a line of oral squamous cell
carcinoma (SCC9). The cells were cultured in DMEM/F12 medium supplemented
with bovine fetal serum (10%) and hydrocortisone (400ng/mL). The cultures were
irradiated with InGaAIP (660nm, 40mW, 4J/cm?) and GaAlAs (780nm, 40 and
70mW, 4J/cm?) lasers. Viability was evaluated after 1 and 3 days using MTT
assays, crystal violet, neutral red and caspase 3 activity. Invasiveness was
evaluated using the wound assay and osteoclastogenic potential was evaluated
after 2 and 9 days based on the expression of IL-11 and PTHrP as well as after
7, 14 and 21 days based on the induction of TRAP activity in monocytes. Non-
irradiated cultures served as the control for all evaluations. Statistical analysis
involved ANOVA complemented by Tukey’s test. Low-level laser with irradiance
at a fluence of 4 J/cmz2, both wavelengths (660 and 780nm) and both output
powers (40 and 70mW) led to a reduction in viability as well as induced apoptosis
in SCCI cells. Cells irradiated with 780 nm at output powers of 40 and 70 mW
demonstrated less invasive capacity in comparison to the control group. All
dosimetric parameters investigated led to a reduction in the ability of SCC9 cells
to induce TRAP activity and express IL-11. The expression of PTHrP was only
diminished when cells were irradiated at a wavelength of 780nm and output
power of 70mW. The present findings demonstrate that laser irradiation at
780nm, 70 mW and 4J/cm? reduced the viability, osteoclastogenic potential and
invasiveness of SCC9 cells. In contrast, infrared laser (780 nm) at a lower output
power (40 mW and 4J/cm?) and red laser (660 nm, 40mW and 4J/cm?) did not
demonstrate the same inhibition capacity. The findings underscore the
importance of the choice of dosimetric parameters to the efficacy and safety of
phototherapy for the treatment of oral mucositis.

Keywords: SCC9, phototherapy, osteoclasts, mucositis, cancer



Sumario

1.1

1.1.1.

1.1.2.

1.1.3.

1.1.4.

2.1.

2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

Contextualizacéo

Carcinoma Epiderméide

Invaséo ossea pelo CEC
Mecanismo de reabsorcao 0ssea
Papel da TRA

Tratamento do CEC

Objetivos

Objetivo geral

Objetivos especificos

Material e Métodos

Linhagem SCC9 (Squamous Cell Carcinoma)
Irradiacao laser

Avaliacao do efeito do LBI sobre a atividade mitocondrial das
células SCC9 (Ensaio MTT)

Avaliacao do efeito do LBI sobre a viabilidade celular das
células SCC9 (ensaio Cristal Violeta)

Avaliacao do efeito do LBI sobre a viabilidade celular das
células SCC9 (ensaio Vermelho Neutro)

Avaliacao do efeito do LBI sobre a inducéo de apoptose em
células SCC9 (Atividade da Caspase-3)

Avaliacao do efeito do LBI sobre a invasividade das células
SCC9 (Ensaio de “Ferida”)

Avaliacdo da atividade osteoclastogénica das células SCC9

Capacidade de inducéo da atividade da TRAP em células
mononucleares do sangue periférico

3.8.1.a) Isolamento e cultivo de precursores osteoclasticos

18

18

19

20

22

23

26

26

26

27

27

27

29

30

30

31

32

33

33

33



3.8.1.b) Obtencao de meios condicionados das células SCC9

3.8.1.c) Cultura de PBMC com meios condicionados das células SCC9

3.8.1.d) Co-culturas de PBMC e células SCC9

3.8.1.e) Inducdo da atividade TRAP (Tartrate-Resistant Acid

3.8.2.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.9.3.

3.10.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.6.1.

Phosphatase)

Imunomarcacéo de receptores de vitronectina e calcitonina
em PBMC

Avaliacao do efeito do LBI sobre a atividade osteoclastogénica

das células SCC9

Inducéo da atividade TRAP em co-culturas de PMBC e células

SCC9 irradiadas

Efeito do LBI sobre as vias de sinalizagdo intracelulares para
producdo de TRAP

Efeito do LBI sobre a expressao de IL-11 e PTHrP em células

SCC9
Avaliacdo dos dados
Resultados

Avaliacao do efeito do LBI sobre a atividade mitocondrial
(Ensaio MTT) das células SCC9

Avaliacao do efeito do LBI sobre a viabilidade celular das
células SCC9 (Ensaio Cristal Violeta)

Avaliacao do efeito do LBI sobre a viabilidade celular das
células SCC9 (ensaio Vermelho Neutro)

Avaliacéo do efeito do LBI sobre a inducdo de apoptose em
células SCC9 (Atividade Caspase 3)

Avaliacéao do efeito do LBI sobre a invasividade das células
SCC9 (Ensaio de “Ferida”)

Avaliacéo da atividade osteoclastogénica das células SCC9

Inducéo da atividade TRAP em culturas de PBMC com meios

condicionados das células SCC9

33

33

34

34

35

36

36

36

37

38

39

39

39

40

41

42

43



4.6.2.

4.6.3.

4.7.

4.7.1.

4.7.2.

4.7.3.

Inducéo da atividade TRAP em co-culturas de PBMC e células
SCC9

Imunomarcacéo de receptores de Vitronectina e Calcitonina
em PBMC

Avaliacao do efeito do LBI sobre a atividade osteoclastogénica
das células SCC9

Inducéo da atividade TRAP em co-culturas de PBMC e células
SCC9 irradiadas

Efeito do LBI sobre as vias de sinalizacéo intracelulares de co-
culturas de PBMC e células SCC9 irradiadas

Efeito do LBI sobre a expresséo de IL-11 e PTHrP em células
SCC

Discussao
Concluséo
Referéncias Bibliograficas

Anexo | - Full Article

45

46

47

47

48

53

56

65

66

78



Lista de Tabelas

Tabela 1-

Tabela 2-

Tabela 3-

Parametros usados para as irradiacées: comprimento de
onda, poténcia de saida, poténcia efetiva, area irradiada,
densidade de poténcia efetiva, densidade de energia total
efetiva e tempo de irradiacéo.

Primers utilizados para analise do RT-PCR das células
SCC9

Andlise de todos os resultados da linhagem SCC9 e co-
cultura com PBMC. As setas indicam os parametros que
aumentaram ou diminuiram, significantemente em
relacdo ao controle, a resposta celular quanto aos
experimentos. Os parametrosque néo tiveram alteragdes
significantes ndo foram aqui ilustrados.

29

38

55



Lista de Figuras

Figura 1-
Figura 2-
Figura 3-

Figura 4-

Figura 5-

Figura 6-

Figura 7-

Figura 8-

Figura 9-

Figura 10-

Processo de diferenciacdo dos osteoclastos
Processo de reabsor¢cédo 0ssea
Vias de Sinalizacdo da Osteoclastogénese

Aparelho Twin-laser (MM Optics, Sado Carlos — SP -
Brasil) sendo utilizado para irradiacdo das células na
parte inferior dos tubos de centrifugagéo.

Percentual de atividade mitocondrial (ensaio de MTT) de
células SCC9 (10* células/poco) apdés com irradiacéo
laser (660nm e 780nm) e incubacédo por 1 e 3 dias em
relacdo a atividade mitocondrial das células né&o
irradiadas (controle) no dia 1.

Percentual de viabilidade (ensaio Cristal Violeta) de
células SCC9 (10* células/poco) apés a irradiacdo com
laser (660nm e 780nm) e incubacéo por 1 e 3 dias, em

relacdo a viabilidade das células néo irradiadas (controle)

no dia 1.

Percentual de viabilidade celular (ensaio Vermelho
Neutro) de células SCC9 (10* celulas/poco) apds
irradiacao laser (660nm e 780nm) e incubacao por 1 e 3

dias em relacdo a viabilidade das células nao irradiadas
(controle) no dia 1

Percentual de atividade da Caspase 3 (Apoptose Celular)
de células SCC9 (10* células/poco) irradiadas com laser
(660nm e 780nm) e incubadas por 3 dias em relacdo as

células nao irradiadas (controle).

Invasividade (Ensaio de Ferida). Os resultados
correspondem a média do percentual remanescente da
area da ferida original de cada grupo apdés os diferentes
periodos de avaliagéao.

Percentual de atividade da TRAP das culturas PBMC
(em relagéo a atividade da TRAP do controle positivo no
dia 7) apds 7, 14 e 21 dias de cultivo. As culturas de
PBMC cultivadas com meio de cultura padréo (controle
negativo), tratadas com M-CSF e RANKL (controle
positivo) ou com meios condicionados obtidos de

21

22

23

28

39

40

41

42

43



Figura 11-

Figura 12-

Figura 13-

Figura 14-

Figura 15-

Figura 16-

Figura 17-

Figura 18-

culturas de células SCC9 (de 2 e 14 dias) usados na
concentracéo de 10 ou de 20%.

Percentual de atividade da TRAP (em relacdo ao controle
positivo no dia 7) apos 7, 14 e 21 dias de cultura de
PBMC cultivadas com meio de cultura padréo (controle

negativo), tratadas com M-CSF e RANKL (controle
positivo) ou co-cultivadas com células SCC9 (10*
células/poco).

Imunomarcacgéao para anéis de actina (azul) e expressao
de receptores de vitronectina e calcitonina (verde) nas
PBMC cultivadas com agentes indutores de
diferenciacdo osteoblastica (M-CSF e RANK-L) ou com
células SCC9.

Percentual de atividade da TRAP (ap0s 7, 14 e 21 dias
de cultura) de PBMC co-cultivadas com células SCC9
(10* células/poco) irradiadas com laser (660nm e
780nm) em relacao a atividade da TRAP das co-culturas
de PBMC+SCC9 néo irradiadas (no dia 7).

Percentual de atividade da TRAP nas co-culturas
PBMC+SCC9 mantidas com o inibidor U0126 (via de
sinalizagdo da MEK) em relagdo as co-culturas de
PBMC+SCC9 nao tratadas com inibidor no dia 14.

Percentual de atividade da TRAP nas co-culturas
PBMC+SCC9 mantidas com o inibidor SB202190 (via de
sinalizacdo da p38) em relacdo as co-culturas de
PBMC+SCC9 néo tratadas com inibidor no dia 14.

Percentual de atividade da TRAP nas co-culturas
PBMC+SCC9 mantidas com o inibidor PDTC (via de
sinalizacdo do NFkB) em relagdo as co-culturas de
PBMC+SCC9 nao tratadas com inibidor no dia 14.

Percentual de atividade da TRAP nas co-culturas
PBMC+SCC9 mantidas com o inibidor SP600125 (via de
sinalizacdo JNK) em relacdo as co-culturas de
PBMC+SCC9 néo tratadas com inibidor no dia 14.

Expressdo de IL-11 (apds 2 e 9 dias de cultura) nas
células SCC9 (2,5x10° células/placa) irradiadas com
laser (660nm e 780nm) em relacdo as células SCC9
(controle dia 2).

45

46

47

48

49

50

51

53

54



Figura 19- Expressao de PTHrP (apés 2 e 9 dias de cultura) nas
células SCC9 (2,5x10° células/placa) irradiadas com
laser (660nm e 780nm) em relacéo as células SCC9
(controle dia 2).

Lista de Abreviaturas

55



BrdU
CEC
CO2
CTR
DNA
DV
GaAlAs
GAPDH
HPV
IL-11
INCA
InGaAIP
JNK
LBI
MAPK
M-CSF
MEK
MTT
NFkB
PBMC
PCR
PDTC
PNPP
PTHrP

RANK

Bromodeoxiuridina

Carcinoma Espinocelular

Di6xido de Carbono

Calcitonina

Acido Desoxirribonucleico

Desvio Padrao

Gallium-Aluminum-Arsenide

Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase
Human Papiloma Virus

Interleucina

Instituto Nacional do Cancer

Indium Gallium Aluminium Phosphide

c-Jun N-terminal Kinases

Laser de Baixa Intensidade

Mitogen Activated Protein Kinases
Macrophage Colony Stimulating Factor
Methyl Ethyl Ketone
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5,-diphenyltetrazolium bromide
Factor Nuclear Kappa B

Células Mononucleares do Sangue Periférico
Reacdo em Cadeia de Polimerase
Pyrrolidinedithiocarbamate Ammonium
para-Nitrophenilphosphate

Hormonio Relacionado a Proteina da Paratiredide

Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappa B



RANKL
RT-PCR
scco
sz
TGFpB
TNF
TRAP
VNR

viv

Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappa B Ligante
Reacédo em Cadeia de Polimerase - Tempo Real
Squamous Cell Carcinoma

Zona de Selamento

Fator de Crescimento de Transformacao 3

Fator de Necrose Tumoral

Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato
Vitronectina

Volume a volume



18

1. Contextualizacao

1.1. Carcinoma Epidermoéide

O carcinoma epidermoide de boca, também conhecido como carcinoma
espinocelular (CEC) ou carcinoma de células escamosas, € uma neoplasia
maligna que se origina no epitélio de revestimento (Kademani et al. 2005). Esta
neoplasia tem como caracteristica a invasao tecidual e alta taxa de metastase
para os linfonodos cervicais (Deyama et al. 2008, Tang et al. 2008, Chuang et
al. 2009, Tada et al. 2009, Van Cann et al. 2009).

Mais de 500 mil pessoas sdo diagnosticadas com CEC por ano, sendo este
0 quinto tipo de cancer mais comum em todo o mundo. Na Asia é a neoplasia
mais comum e nos Estados Unidos é responsavel por 3,3% das neoplasias
malignas (Saba et al. 2011). No Brasil, a estimativa do Instituto Nacional do
Cancer (INCA 2015) indicava 11.280 novos casos de cancer da cavidade oral
em homens e 4.010 em mulheres para o biénio 2016/2017, sendo que este
cancer seria o quarto mais frequente entre os homens (15,48 novos casos a cada
100 mil homens) e o nono entre as mulheres (4,88 novos casos a cada 100 mil
mulheres) na regido Sudeste (INCA 2015).

Os principais fatores de risco desta doencga sao: o tabagismo, o etilismo, a
infeccdo pelo HPV (Human Papiloma Virus) principalmente pelo tipo 16 em
adultos jovens, e a exposi¢cdo a radiacdo solar nos casos de cancer de labio
(INCA 2015; Moore Il & Mehta 2015). Dentre esses fatores, 0s que mais se
destacam séo os dois primeiros (INCA 2015, Varoni et al. 2015), sendo que o
risco esté relacionado com a longevidade, intensidade e frequéncia dos habitos
(INCA 2015).

O CEC acomete normalmente a lingua, os labios, o assoalho da boca ou a
gengiva (Tada et al. 2009, Siegel et al. 2012). Os tumores de lingua representam
50% de todos os tumores da cavidade oral (Saba et al. 2011, Siegel et al. 2012).
Ja o carcinoma de gengiva € o segundo carcinoma mais comum da cavidade
oral (Jimi et al. 2011) sendo que cerca de 70% dos casos ocorrem na mandibula
e 30% na maxila e costuma acometer mais a gengiva inserida do que agengiva
livre ou a regido edéntula (Sheikh & D’Souza 2012). A leséo primaria do CEC é

geralmente caracterizada por uma superficie com lesdes elevadas e presenca
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de eritema (Jimi et al. 2011), na maior parte dos casos a progressao deste tumor
é lenta e indolor, o que torna o diagnéstico tardio (Kademani et al. 2005).

1.1.1. Invaséo Ossea pelo CEC

A invasdo dos ossos mandibulares ou maxilares pelo CEC é um sinal de que
o tumor esta no estadio IV sendo o progndstico considerado ruim. O CEC de
gengiva costuma invadir mais facilmente o osso mandibular e maxilar subjacente
do que o carcinoma de lingua e costuma acarretar quadros de fraturas
acompanhados de algia intensa que diminuem drasticamente a qualidade de
vida dos pacientes principalmente ap0s a sua ressecc¢ao (lguchi et al. 1996,
Deyama et al. 2008, Tang et al. 2008, Chuang et al. 2009, Tada et al. 2009, Van
Cann et al. 2009, Jimi et al. 2011).

Acredita-se que a reabsorcdo 6ssea promovida pelo CEC é realizada pelos
osteoclastos com mediacdo dos osteoblastos, porém as células tumorais atuam
decisivamente neste processo (Tang et al. 2008, Chuang et al. 2009, Tada et al.
2009, Jimi et al. 2011).

Ja foi demonstrado, por exemplo, que as células de CEC oral séo capazes
de produzir varias substancias ligadas ao processo de reabsorcdo 6ssea por
osteoclastos, como: as prostaglandinas E2 e F2, as citocinas TGF, IL-1pB, IL-6,
IL-11, TNF-a e a PTHrP (proteina ligada ao paratorménio) (Carter et al 1983,
Guise and Mundy 1998, Shibahara et al. 2005, Kayamori et al. 2010, Jimi et al.
2011). Além disso, ja foi reportado que pacientes com CEC de cabeca e pescoco
apresentam niveis séricos elevados de IL-6 (Jabonska et al. 1997; Chen et al.
1999; Duffy et al. 2008) e que a IL-6, a IL-11, o TNFa e a PTHrP estdo altamente
expressos nos casos de CEC gengival invasivo (Shibahara et al. 2005).

As citocinas IL-1, TNF-a, IL-6 e IL-11 atuam de maneira sinérgica
participando do mecanismo de reabsorcdo 6ssea realizada pelos osteoclastos,
principalmente pela inducdo da expressdo de RANKL (ligante do receptor
ativador do fator nuclear kappa B) em osteoblastos, mas podem também agir
diretamente sobre os osteoclastos nas diferentes fases de sua ativacdo e
diferenciacdo (O’Brien et al. 1999, Shibahara et al. 2005, Matsuo & Irie 2008,
Kayamori et al. 2010). Ja a PTHrP é capaz de estimular a atividade osteoclastica
através da inducdo da producédo de IL-6, TNF e RANKL (Shibahara et al. 2005,
Nagamine et al. 2006, Nomura et al. 2007, Kayamori et al. 2010, Lv et al. 2014).
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No mecanismo de invasdo éssea pelo tumor, o papel da PTHrP e da IL-11 é
tdo importante, que sdo consideradas indicadores de prognéstico (Shibahara et
al. 2005, Nagamine et al. 2006, Wu et al. 2013, Lv et al. 2014).

1.1.2. Mecanismo de reabsorcao 6ssea

Os osteoclastos sdo derivados da mesma linhagem hematopoiética que 0s
macréfagos. Seu processo de diferenciacdo e ativacdo pode envolver a agado
coordenada de varias vias de sinalizacdo (figura 1), sendo que as citocinas M-
CSF (fator estimulante de colénias de macrofagos) e RANKL, produzidas
principalmente pelos osteoblastos, sdo consideradas as principais responsaveis
pela sua diferenciacédo, proliferacdo e ativacédo (Kameda et al. 2013, Zupan et al.
2013, Nie et al. 2016).

O M-CSF, por exemplo, induz as células precursoras de osteoclastos a
expressarem a molécula RANK. O RANKL (presente na superficie dos
osteoblastos) interage com a molécula RANK (presente na superficie de
precursores de osteoclastos e também osteoclastos maduros) e esta ligagdo da
inicio a uma cascata de eventos intracelulares que culmina na ativacao,
migracdo, diferenciacdo e fusdo das células precursoras formando os
osteoclastos e dando inicio ao processo de reabsorcdo 0ssea (Kameda et al.
2013, Zupan J, Jeras M, Marc J. 2013, Georgess et al. 2014, Nie et al. 2016)
(figura 1).
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Figura 1: Processo de diferenciac@o dos osteoclastos. (Adaptada de Kwan Tat 2004).

A reabsorcdo Ossea (figura 2) se inicia a partir do momento em que 0s
osteoclastos se aderem a matriz do osso mineralizado e formam a zona de
selamento, que servira para a criacdo de um microambiente que separa o local
de reabsorcéo ativa das regides adjacentes que ndo serdo afetadas. A criacao
deste microambiente é obtida a partir do rearranjo das fibras de actina que
formam os anéis de actina e da ligacdo entre a integrina avB3 (também
denominada receptor de vitronectina - VNR) a vitronectina 6ssea (Boyce 2013,
Georgess et al. 2014).

Os osteoclastos desenvolvem ainda uma area ondulada da sua membrana
que é o resultado da fusdo de vesiculas lisossomais secretoras, através da qual
sdo secretadas substancias como ions H* (que irdo dar origem ao acido
cloridrico), a catepsina K, metaloproteinase 9 (MMP-9) e fosfatase acida
resistente ao tartarato (TRAP) que conjuntamente irdo degradar as porcoes
mineral e organica da matriz 6ssea (Boyce 2013).
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Figura 2: Processo de reabsor¢do 6ssea. (Adaptada de Zupanet al. 2013, Georgess et al. 2014).

1.1.3. Papel da TRAP

A TRAP (fosfatase acida resistente ao tartarato) € uma glicoproteina catiénica
gue promove a desfosforilacdo das fosfoproteinas da matriz 6ssea mineralizada
(Saraiva & Lazaretti-Castro et al. 2002, Andersson et al. 2003, Blumer et al.
2012). Varias vias de sinalizacdo podem ativar a sua producao, dentre elas, a
via da MEK (quinase ativadora de MAPK), da p38, do NFkB (fator nuclear kappa
B) e da JNK (c-Jun N- terminal quinase) (Hotokezaka et al. 2002, Nie et al. 2016).
Figura 3
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Figura 3: Vias de Sinalizacdo da Osteoclastogénese. (Adaptada de Osta B, Benedetti G, Miossec P,
2014).

Recentemente alguns estudos sugeriram que a expressao de TRAP em um
ambiente tumoral é um indicador de um prognéstico ruim em tumores com
metastases 0sseas (Honig et al., 2006, How et al. 2014) e melanomas (Scott et
al., 2011, How et al. 2014).

1.1.4. Tratamento do CEC

O tratamento do CEC oral envolve nédo s6 a resseccao cirdrgica, mas também
a radioterapia ou radioterapia combinada com a quimioterapia (Kademani et al.
2005, Goda et al. 2010).

A complicagcdo mais comum em pacientes que receberam quimioterapia e
radioterapia € a mucosite oral, que acomete aproximadamente 12% dos
pacientes que recebem quimioterapia e de 80 a 100% dos pacientes que
receberam quimioterapia e radioterapia (Cruz et al. 2007, Antunes et al. 2008,
Genot-Klasterky et al. 2008, Simbes et al. 2009, Bensadoum & Nair 2012,
Gouvéa de Lima et al. 2012, Antunes et al. 2013, Bensadoum & Nair 2015).
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A mucosite € uma inflamacdo da mucosa oral e da orofaringe, caracterizada
pela presenca de areas de eritema, edema e hemorragia que progridem para
ulceracdes com ou sem formagéao de pseudomembrana (Antunes et al. 2008,
Antunes et al. 2013, Al-Ansatri et al. 2015). As lesGes ocorrem mais comumente
nos labios, borda lateral de lingua e assoalho bucal (Rosenthal & Trotti 2009). A
ocorréncia da mucosite limita o consumo de alimentos devido a dor e ao
desconforto ao mastigar e/ou engolir, além de reduzir a superficie intestinal de
absorcdo, aumentando o risco de desnutricdo (Cruz et al. 2007, Simdes et al.
2009) e de infeccBes graves (Antunes et al. 2008, Bensadoun & Nair 2012,
Gouvéa de Lima et al. 2012, Antunes et al. 2013, Al-Ansari et al. 2015,
Bensadoum & Nair 2015). Todo esse quadro faz da ocorréncia da mucosite uma
limitacdo para a continuidade do tratamento do tumor (Genot-Klasterky et al.
2008, Simdes et al. 2009, Gouvéa de Lima et al. 2012, Al-Ansari et al. 2015).

Originalmente, a prevencéo e o tratamento da mucosite oral eram baseados
em cuidados paliativos como bochechos, crioterapia, anti-inflamatérios,
antibioticos e lubrificantes (Lilleby et al. 2006, Gori et al. 2007, Sim&es et al. 2009,
Bensadoun & Nair 2012).

Porém, estudos clinicos randomizados e controlados descritos em revisdes
sisteméticas (Kreisler et al. 2004, Nes & Posso 2005, Arora et al. 2008,
Bensadoun & Nair 2012) tem demonstrado que o LBI é eficaz no tratamento da
mucosite oral, especialmente na reducéo da dor e cicatrizagcdo das lesdes da
mucosa (Pourreau Schneider et al. 1990, Simdes et al. 2009, Bensadoun & Nair
2012).

A revisao sistematica de Bensadoun & Nair (2012) indicou que o tratamento
para mucosite oral deve ser realizado com a dose de 4J/cm? por ponto em
aparelhos que emitam laser vermelho ou infravermelho com poténcias de saida
de 10 a 150 mW. Assim sendo, os parametros dosimétricos utilizados neste
estudo foram baseados nesta reviséo.

Por outro lado, alguns estudos afirmam que o LBI deve ser evitado ou usado
com muita cautela em pacientes portadores de cancer de cabeca e pescoco ou
que foram acometidos pela doenca pela possibilidade de efeitos diretos e
indiretos do LBI sobre as células tumorais que poderiam ser irradiadas néo
intencionalmente durante o tratamento da mucosite (Pinheiro et al. 2002,

Schartinger et al. 2012, Sperandio et al. 2013, Gomes Henriques et al. 2014,
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Hawkins, Houreld, and Abrahamse 2005, Myakishev-Rempel et al. 2012,
Sperandio et al. 2013, Sonis et al. 2016).

O presente estudo visou contribuir para esta questéo, avaliando os efeitos do
LBI, em parametros dosimétricos recomendados para o tratamento da mucosite
oral, sobre a viabilidade, proliferacédo, ciclo celular, capacidade de invaséo e
potencial osteoclastogénico das células derivadas de carcinoma epidermoide de

boca da linhagem celular SCC9 (squamous cell carcinoma).
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da irradiagcdo laser, em parametros indicados para o

tratamento da mucosite, sobre células derivadas de carcinoma epidermadide de

boca da linhagem SCC9 (squamous cell carcinoma).

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito do LBI sobre:

A viabilidade das células SCC9 (ensaios MTT, Cristal Violeta, Vermelho

Neutro);

A apoptose das células SCC9 (atividade da Caspase 3);

A invasividade das células SCC9 (ensaio de ferida);

A atividade osteoclastogénica das células SCC9 (expressao génica de IL-

11 e de PTHrP e inducédo da atividade da TRAP quando em co-cultura

com osteoclastos).
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3. Material e Métodos

3.1. Linhagem SCC9 (Squamous Cell Carcinoma)

A linhagem SCC9 (squamous cell carcinoma - ATCC®), derivada carcinoma
epidermdide de humanos, foi cultivada no meio de cultura DMEM/F-12 (Vitrocell,
Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell,
Campinas, SP, Brasil) e 400 ng/ml de hidrocortisona. As culturas foram mantidas
em estufa (HEPA class 3110, Thermo Electron Corporation, Marietta, OH, EUA)
a 37°C, numa atmosfera umida contendo 5% de CO2. A monitorizacdo do
crescimento celular foi feita a cada 24 horas, utilizando-se microscopio invertido
de fase (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA) e o subcultivo realizado
guando a monocamada celular se tornava subconfluente para perpetuar a
linhagem celular. Antes de cada ensaio, a viabilidade das células foi avaliada por
contagem com corante vital azul de Trypan (0,4%) em camara de Neubauer
sendo utilizadas nos ensaios somente as culturas com viabilidade maior que
95%.

3.2. Irradiacao laser

Para os ensaios, as células SCC9 foram contadas, divididas em tubos Falcon
e centrifugadas a 262g a 20°C por 5 minutos (Centrifuga Excelsa 4-280R,
Fanem, Sdo Paulo, SP, Brasil). As culturas foram irradiadas utilizando o aparelho

Twin-laser (MM Optics, Sdo Carlos — SP - Brasil), uma Unica vez.
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Figura 4: Aparelho Twin-laser (MM Optics, S&o Carlos — SP - Brasil) sendo utilizado para irradiagéo

das células na parte inferior dos tubos de centrifugacéo.

Os parametros dosimétricos levaram em conta as recomendagdes de uma
revisdo sistematica recente (Bensadoun & Nair 2012) que indica que o
tratamento para mucosite oral deve ser realizado com a dose de 4J/cm? por
ponto em aparelhos que emitam laser vermelho ou infravermelho com poténcias
de saida de 10 a 150 mW.

Para calcular o tempo das aplicacdes foi usada a formula descrita na referida

revisao:

TEMPO (s) = DOSE (J/cm?) x area irradiada (cm?)
POTENCIA (W)

As irradiagcbes se deram na extremidade inferior dos tubos de centrifugacao
contendo os precipitados celulares (conforme descrito anteriormente por
Fujihara et al. 2006).

Os dados referentes aos diferentes parametros dosimétricos utilizados neste
estudo constam da tabela 1. O termo “efetivo/a” se refere aos valores
remanescentes apos passagem da luz pelo plastico dos tubos, que conforme

descrito por Silva et al. 2012, corresponde a 75% do valor de saida para o laser
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vermelho (660 nm) e a 77% do valor de saida para o laser infravermelho (780

nm).

Tabela 1: Parametros usados para as irradiagdes: comprimento de onda, poténcia de saida, poténcia
efetiva, area irradiada, densidade de poténcia efetiva, densidade de energia total efetiva e tempo de

irradiagéo.

comprimento de onda (nm) 660 780 780
poténcia de saida (mW) 40 40 70
poténcia efetiva (mWw) 30 30,8 53,9
area irradiada (cm2) 0,19 0,19 0,19
area saida do feixe (cm?) 0,14 0,14 0,14
densidade de poténcia efetiva (mW/cm?2) 2143 220,0 385,0
densidade de energia na abertura (J/cm?) 5,4 5,4 5,4
densidade de energia no area irradiada (J/cm?) 4 4 4
energia EFETIVA (J) 0,76 0,76 0,76
tempo (s) 25,3 24,7 14,1

3.3. Avaliacéo do efeito do LBI sobre a atividade mitocondrial das
células SCC9 (Ensaio MTT)

O ensaio MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5,-diphenyltetrazolium bromide)
€ amplamente utilizado para avaliar a viabilidade e proliferacéo celular. O MTT
€ um sal hidrossoluvel, de cor amarela, que quando em contato com células
viaveis é convertido em cristais de formazan, principalmente pela acdo da
enzima succinato desidrogenase presente nas mitocondrias. Como o0s cristais
tem cor azul escura, sua dissolucdo gera uma coloracdo que pode ser
mensurada em espectrofotdbmetro. Acreditava-se que a enzima succinato
desidrogenase das mitocéndrias era a Unica responsavel por reduzir o sal MTT
a cristal de formazan (Saravanan et al., 2003). Porém ja foi demonstrada a
formacdo de cristais de formazan no reticulo endoplasmatico, endossomomos/
lisossomos e na membrana plasmatica (Stockert et al. 2012).

Para este ensaio, ap0s as irradiacdes (conforme descrito no item 3.2), as
células foram distribuidas em placas de 96 pocos, na concentracdo de 1x10%
células/poco, e permaneceram incubadas a 37°C em um ambiente iumido com
5% de CO:2 por 1 e 3 dias. Ao final dos periodos experimentais, a atividade
mitocondrial foi avaliada por meio do ensaio MTT. Para tanto, o MTT (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) foi adicionado as culturas celulares numa
concentracéo de 0,1 mg/mL e as células foram incubadas no mesmo ambiente

por 3 horas. Depois deste periodo, 100 uL de DMSO (Dimetilsulfoxido, Thermo
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Fisher Scientific, Rockford, USA) foi adicionado em cada pogo para dissolver os
cristais formazan. A absorbancia das amostras foi mensurada a 550nm usando
um leitor de ELISA (Synergy HT, Biotek , Winooski, Vermont, USA). Os dados
de densidade optica (DO) medidos como absorbancia correspondem a atividade

mitocondrial. Foram realizados trés experimentos em triplicata.

3.4. Avaliacdo do efeito do LBI sobre a viabilidade celular das células
SCC9 (ensaio Cristal Violeta)

O cristal violeta é um corante muito utilizado para ensaios de viabilidade de
células aderentes em monocamada. O corante é absorvido pelas células viaveis
corando o DNA. A intensidade da cor mensurada pelo espectrofotdmetro esta
relacionada ao namero de células viaveis (Ishiyama et al. 1996, Vega-Avila &
Pugsley 2011).

Para este ensaio, as culturas de células SCC9 foram contadas, irradiadas
(conforme descrito no item 3.2, tabela 1) e imediatamente plaqueadas
(quadruplicata) na concentracdo de 1x10* células/pogco em placas de 96 pocos
gue ficaram incubadas em um ambiente Umido com 5% de CO:z por 1 e 3 dias.
Apés estes periodos, as placas foram lavadas com 100 uL de PBS por poco, e
coradas com 40 uL de solucdo de Cristal Violeta a 0,5% (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) em 30% de acido acético por 15 minutos, em temperatura
ambiente, sendo lavadas 2 vezes com agua destilada apos esse periodo. O
cristal violeta foi solubilizado com a adigdo de 100 uL de metanol por pogo. A
absorbancia foi medida a 550nm usando um leitor de microplacas (SpectraMax
i3 Imaging Cytometer, Molecular Divices, Califérnia USA), a absorbancia
corresponde ao numero de células viaveis. Foram realizados trés experimentos

em quadruplicata.

3.5. Avaliacéo do efeito do LBI sobre a viabilidade celular das células
SCC9 (ensaio Vermelho Neutro)

O corante Vermelho Neutro é um corante ligeiramente catiénico, que penetra
na membrana celular de células viaveis por difusdo passiva ndo-ionica e se
concentra nos lisossomos, sendo que somente as células viaveis sdo capazes

de realizar a sua incorporacao (Arbo et al. 2014).
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Para este ensaio, as culturas de células SCC9 foram contadas, irradiadas
(conforme descrito no item 3.2) e imediatamente plaqueadas (quadruplicata) na
concentragdo de 1x10* células/poco em placas de 96 pocos e incubadas em um
ambiente umido com 5% de COz por 1 e 3 dias. Ap0s estes periodos, o0 meio de
cultura foi removido, as placas receberam 200 uL de solucdo de vermelho neutro
(40ug/ml) por poco. Apés incubacéo por 3 horas em estufa a 37°C, a solucao foi
desprezada e cada poco recebeu 200uL de solucao de CaCl. em formaldeido.
ApOs 2 minutos em temperatura ambiente, o formaldeido foi removido e 200uL
de solucado de acido acético (1%) foram adicionados em cada poco. A placa foi
agitada por 5 minutos até a completa homogeneizacdo do corante e a
absorbancia foi medida a 550nm usando um leitor de microplacas (SpectraMax
i3 Imaging Cytometer, Molecular Divices, Califérnia USA). A absorbancia
correspondente ao numero de células viaveis. Foram realizados trés

experimentos em quadruplicata.

3.6. Avaliacdo do efeito do LBI sobre ainducéo de apoptose em células
SCC9 (Atividade da Caspase-3)

As caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) clivam
substratos que possuam residuos de aspartato, levando a condensacdo e
fragmentacdo do nuacleo e externalizacdo dos fosfolipidios de membrana,
gerando um sinal para que a célula seja fagocitada. S&o conhecidas 14
caspases, sendo que 6 destas estdo envolvidas com o0 mecanismo da apoptose,
sao elas: Caspase 3, 6, 7, 8, 9 e 10. A caspase 3 é uma caspase efetora, as
caspases efetoras sdo responsaveis pela clivagem dos substratos, como a
proteina que se liga a p53, que ao ser clivada se transloca para o nucleo ativando
a transcricdo de genes pro apoptoticos (Grivicich et al. 2007).

Para este ensaio, apos a irradiacéo (conforme descrito no item 3.2) as células
foram distribuidas em placas de 96 pocos, na concentracdo de 1x10%
células/pogo, e incubadas em um ambiente imido com 5% de CO:z por 3 dias. A
inducdo da apoptose foi avaliada utilizando o ensaio EnzChek® Caspase-3 Assay
kit#2 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) seguindo as instru¢cdes do
fabricante. Resumidamente, as células foram lavadas com PBS e depois lisadas

por 30 minutos utilizando solucao tampéao (20X cell lysis buffer, do Kit). A solugéo
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de trabalho com substrato foi adicionada aos pogos e as placas foram incubadas
por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente. A fluorescéncia foi medida a
485 / 528 nm (excitacdo / emissdo) usando um leitor de placas (Synergy HT,
Biotek, Winooski, Vermont, USA). Os dados da fluorescéncia correspondem a

atividade da caspase. Foram realizados trés experimentos em triplicata.

3.7. Avaliacdo do efeito do LBI sobre a invasividade das células SCC9
(Ensaio de “Ferida”)

O ensaio de ferida € uma técnica muito utilizada para avaliar a migracao
celular, pois tem uma metodologia simples, e possibilita a visualizacdo das
células durante o processo de fechamento do espaco gerado pela remocéo
mecanica da monocamada celular (ferida). A avaliacdo da migracédo das células
tumorais € um passo importante, para estimar a capacidade de invasao e
metastase de um tumor (Riahi et al. 2012)

Para este ensaio, as culturas de células SCC9 foram irradiadas (conforme
descrito no item 3.2) e imediatamente inseridas em placas de 6 pocos. As placas
foram incubadas em ambiente umido com 5% de CO:2 até atingir a confluéncia.
Apos este periodo, o meio foi aspirado e foi feita (com o auxilio de uma ponteira
de 10uL) uma “ferida” em forma de cruz, pela remo¢ao da monocamada celular.
Os pocos foram lavados com PBS para remocao das células desaderidas e foi
adicionado novo meio de cultivo. As imagens dos poc¢os foram obtidas com uma
camera fotografica (Axio Cam HRc-Zeiss, Carl Zeiss, Oberkdchen, Alemanha)
acoplada a um microscopio invertido de contraste de fase (Zeiss®Axiovert 25 —
Carl Zeiss, Oberkdchen, Alemanha) a cada 12 horas até que a ferida estivesse
completamente fechada. Pontos de referéncia foram demarcados no fundo de
cada placa para assegurar que as imagens fossem feitas sempre na mesma
posicao. A area sem células (ferida) foi mensurada com auxilio do Software NIS-
elements D 3.1 (Nikon, Toquio, Japao). Foram calculadas as médias das areas
mensuradas de trés experimentos realizados em triplicata. Os resultados de
cada periodo de avaliacdo, foram expressos em percentual em relacdo a area

da ferida original de cada grupo experimental.

3.8. Avaliacdo da atividade osteoclastogenica das células SCC9
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3.8.1. Capacidade de inducdo da atividade da TRAP em células
mononucleares do sangue periférico

a) Isolamento e cultivo de precursores osteoclasticos

Células mononucleares do sangue periférico (PBMC, do inglés Peripheral
Blood Mononuclear Cell) foram isoladas do sangue de doadores saudaveis do
sexo masculino com idades entre 25 e 35 anos, conforme descrito anteriormente
(Costa-Rodrigues et al. 2011). Resumidamente, apés diluicdo com PBS (1:1), o
sangue foi adicionado a Ficoll-PaqueTM PREMIUM (GE Healthcare Bio-
Sciences) para separar as células mononucleares do plasma sanguineo, e
centrifugado a 400 G, durante 30 minutos. As células mononucleares foram
recolhidas e lavadas duas vezes com PBS. Em média, para cada 100 mL de

sangue processado, foram obtidas cerca de 70 x 10° célulasmononucleares.

b) Obtencdo de meios condicionados das células SCC9

As células SCC9 foram semeadas a 5x10* células/cm? em placas de cultura
de 10mm e mantidas no meio de cultura por 2 e 14 dias. Durante estes periodos
ndo foram efetuadas trocas de meio de cultura. No final dos periodos de
incubacdo, os meios foram recolhidos, centrifugados a 400 G durante 10
minutos, e 0s sobrenadantes foram aliquotados e armazenados a 20°C. A partir

deste momento, estes sobrenadantes foram denominados meios condicionados.

c) Cultura de PBMC com meios condicionados das células SCC9

As PBMC foram semeadas a 1,5x10° células/cm? e cultivadas em meio
DMEM/F-12 com 400 ng/ml de hidrocortisona, suplementado com 20% soro
humano (do mesmo doador das células PBMC) 100 Ul/ml de penicilina, 2,5 pg/mil
de estreptomicina, 2,5 pg/ml de anfotericina B e 2 mM L-glutamina. As culturas
foram mantidas na auséncia (controle negativo) ou presenca dos meios
condicionados da linhagem celular SCC9, obtidos apés 2 e 14 dias de cultura.
Foram testadas duas concentragbes de meios condicionados (10% e 20%).
Culturas de PBMC mantidas na presenca dos indutores osteoclastogénicos M-
CSF (25 ng/mL) e RANKL (40 ng/mL) foram usadas como controle positivo.
Todas as culturas foram incubadas, durante 7, 14 e 21 dias, a 37°C em atmosfera

umida a 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado uma vez por semana. Apos
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0s periodos experimentais, as células PBMC foram submetidas a analise da
atividade TRAP. Foram realizados trés experimentos em triplicata.

d) Co-culturas de PBMC e células SCC9

As células SCC9 foram semeadas na densidade celular de 10* células/poco
e mantidas em meio de cultura para as culturas de células SCC9 (conforme
descrito item 3.1). Ap6s 24h, foram adicionadas as PBMC (1,5x10° células/cm?)
e as co-culturas foram mantidas em meio DMEM/F-12 suplementado com 400
ng/ml de hidrocortisona, 20% soro humano (do mesmo doador das células
PBMC), 100 Ul/ml de penicilina, 2,5 pg/ml de estreptomicina, 2,5 pg/ml de
anfotericina B e L-glutamina (2 mM). Culturas isoladas de SCC9 e de PBMC
foram usadas como controles. As monoculturas e as co-culturas foram
incubadas por 7, 14 e 21 dias, a 37°C em atmosfera imida a 5% de CO2. O meio
de cultura foi trocado uma vez por semana. Apés os periodos experimentais as
co-culturas foram submetidas a anélise da atividade TRAP, conforme descrito a

seguir. Foram realizados trés experimentos em triplicata.

e) Inducao da atividade TRAP (Tartrate-Resistant Acid Phosphatase)

A TRAP é considerada um marcador de osteoclastos e um indicador de
reabsorcdo 6ssea ativa nos casos de CEC (Bull et al 2002, Cui et al 2010). Esta
enzima é responsavel pela degradacédo das fosfoproteinas da matriz 6ssea e
estad também envolvida na regulacdo da adesao destas células a superficie a ser
reabsorvida (Ek-Rylander 1994, Vaaraniemi et al 2004).

Para andlise da atividade TRAP das células PBMC, foi realizado o ensaiode
hidrolise pNPP (para-nitrophenilphosphate), como descrito anteriormente por
Costa-Rodrigues & Fernandes, 2011. Deste modo, apdés os periodos
experimentais, as co-culturas e as culturas de PBMC com meios condicionados
das células SCC9 foram solubilizadas com 0,1% (v/v) de Triton X-100 e os
extratos celulares foram incubados com 125 mM pNPP (para-
Nitrophenylphosphate) em tampéo de 0,04 M acido tartarico e 0,09 M citrato (pH
4,8) durante 1 hora em estufa a 37°C. A reacao foi bloqueada com NaOH 5M e
a absorbancia das amostras foi medida a 405nm num leitor de placas (Synergy
HT, Biotek, Winooski, Vermont, USA). Os resultados foram normalizados com a

dosagem da proteina total das culturas (determinado pelo método de
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Bradford,1976), e expressos em porcentagem da atividade da TRAP em relac&o
a atividade da TRAP do grupo controle positivo (periodo de sete dias), que foi
considerado como 100% de atividade. Foram considerados controle positivo as
culturas de PBMC tratadas com M-CSF e RANKL e controle negativo, as culturas

de PMBC nao tratadas. Foram realizados trés experimentos em triplicata.

3.8.2. Imunomarcacéo de receptores de vitronectina e calcitonina em
PBMC

O receptor de vitronectina, como ja relatado anteriormente, esta relacionado
aformacao da zona de selamento que antecede a reabsor¢cdo 0ssea. Ja receptor
de calcitonina (CTR), é uma proteina relacionada a ativacdo, diferenciacéo,
funcao e sobrevivéncia dos osteoclastos (Boyce 2013, Zupan J, Jeras M, Marc J
2013). O osteoclasto ativo ira sempre expressar o receptor de calcitonina em sua
superficie. No processo de reabsorcdo 0ssea o receptor de calcitonina ira inibir
a atividade osteoclastica, através do seu ligante a calcitonina, que rapidamente
ird induzir a perda da ades&o na zona de selamento, afastando o osteoclasto da
superficie 6ssea, interrompendo a reabsorcao (Newa et al. 2011).

Para esta andlise, as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e
as co-culturas PBMC e SCC9 foram fixadas (3.7% (v/v) para-formaldeido 15 min)
e permeabilizadas (0.1% (Triton X- 100, 5 min) ap6s 21 dias de co-cultura. A
proteina actina foi corada com 5 U/mL do anticorpo Alexa Fluorl 647-Phalloidin
(Invitrogen - Life Technologies, Paisley, Scotland), e os receptores de
vitronectina and calcitonina (VNR and CTR) foram marcados com uso dos
anticorpos especificos (50 mg/ml dos anticorpos anti-vitronectina e anti-
calcitonina, ambos da R&D Systems Minneapolis, Minnesota, USA). A deteccéo
das IgGs anti-VNR e anti-CTR foi feita com 2mg/ml do anticorpo Alexa Fluorl
488-Goat anti-mouse IgGs. As imagens das culturas foram realizadas em
microscopio confocal de varredura a laser (CLSM , Leica TCP SP2 AOBS).

Foram realizados trés experimentos em triplicata.

3.9. Avaliacéo do efeito do LBI sobre a atividade osteoclastogénica das
células SCC9

3.9.1. Inducéo da atividade TRAP em co-culturas de PMBC e células
SCC9 irradiadas
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Para este ensaio, as culturas de células SCC9 foram contadas, irradiadas
(conforme descrito no item 3.2), plagueadas (10* células/poco) e mantidas em
meio de cultura por 24h. Apos este periodo, foram adicionadas as PBMC
(1,5x1068 células/cm?) e as co-culturas foram mantidas em meio DMEM/F-12 com
400 ng/ml de hidrocortisona suplementado com 20% soro humano (do mesmo
doador das células PBMC), 100 IU/ml de penicilina, 2,5 pg/ml de estreptomicina,
2,5 ug/ml de anfotericina B e L-glutamina (2 mM). Culturas isoladas de SCC9 e
de PBMC foram usadas como controles. As monoculturas e co-culturas foram
incubadas, por 7, 14 e 21 dias, a 37°C em atmosfera umida a 5% de COz2. O meio
de cultura foi trocado uma vez por semana. Apds o0s periodos experimentais, as
co-culturas foram submetidas a analise da atividade TRAP (descrito no item
3.9.1). Os resultados foram normalizados com a dosagem da proteina total das
culturas (determinado pelo método de Bradford,1976), e expressos em
porcentagem de atividade TRAP em relacdo a atividade da TRAP do controle
positivo (apés sete dias de incubacéo), que foi considerado como 100%. Foram
considerados grupos controle positivo as culturas de PBMC tratadas com M-CSF
e RANKL e controle negativo as culturas de PMBC néo tratadas. Foram

realizados trés experimentos em triplicata.

3.9.2. Efeito do LBI sobre as vias de sinalizacdo intracelulares para
producao de TRAP

Com o objetivo de entender melhor os mecanismos envolvidos na indugéo da
atividade da TRAP, as co-culturas de células SCC9 e PBMC foram mantidas com
varios inibidores das vias de sinalizacdo intracelulares envolvidas neste
processo, ou seja, as vias MEK (quinase ativadora de MAPK), da p38, do NFkB
(factor nuclear kappa B) e da JNK (c-Jun N- terminal quinase).

Para este ensaio, as culturas de células SCC9 foram contadas, irradiadas
(conforme descrito no item 3.2), plaqueadas (triplicata, 10* células/poco) e
mantidas no meio de cultura descrito para as células SCC9. Apos 24h, foram
adicionadas as PBMC (1,5x10° células/cm?) e as co-culturas passaram a ser
mantidas em meio DMEM/F-12 suplementado com 400 ng/ml de hidrocortisona,
20% soro humano (do mesmo doador das células PBMC), 100 Ul/ml de
penicilina, 2,5 pg/ml de estreptomicina, 2,5 pg/ml de anfotericina B e L-glutamina
(2 Mm). As co-culturas foram incubadas, durante 14 e 21 dias, a 37°C em
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atmosfera Umida a 5% de COZ2. O meio de cultura foi trocado uma vez por
semana. Para avaliar o efeito das células SCC9 sobre a atividade
osteoclastogénica foram avaliadas as vias da MEK (utilizando o inibidor U0126,
1 uM), da p38 (utilizando o inibidor SP202190, 5 uM), do NFkB (utilizando o
inibidor PDTC, 10 uM) e da JNK (utilizando o inibidor SP600125, 10 uM).
Monoculturas de PMBC tratadas com os mesmos inibidores foram usadas como
controle. Os resultados foram normalizados com a dosagem da proteina total
das culturas (determinado pelo método de Bradford,1976), e expressos em
porcentagem de atividade TRAP em relacdo a atividade da TRAP das co-culturas
de PBMC e células SCC9 (no sétimo dia do periodo experimental), que foram
consideradas como 100% de atividade da TRAP. Foram realizados trés

experimentos em triplicata.

3.9.3. Efeito do LBl sobre a expressao de IL-11 e PTHrP em células SCC9

Sabe-se que o CEC é um tumor invasivo e que a reabsorcao 6ssea esta
ligada ao progndstico desse tumor. No mecanismo de invasdo 6ssea pelo tumor,
o papel da PTHrP e da IL-11 é tdo importante, que elas sdo consideradas
indicadores de prognéstico (Shibahara et al. 2005, Nagamine et al. 2006, Wu et
al. 2013, Lv et al. 2014). Deste modo, avaliou-se o efeito do LBI sobre a
expressao destes produtos.

A avaliacdo da expresséo de IL-11 e PTHrP pelas células SCC9 foi realizada
pelo método da reacdo da transcriptase reversa, seguida de reacdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR). As culturas de células SCC9 foram contadas,
irradiadas (conforme descrito no item 3.2) e imediatamente inseridas (2,5 x 10°
células) em placas de 100 mm de diametro. Apos 2 e 9 dias de incubacao, o
RNA total foi extraido utilizando o kit Nucleo Spin kit (Macherey-Nagel, Diren,
Germany), de acordo com as instru¢des do fabricante e amplificado usando o
meétodo da reacdo da transcriptase reversa, seguida de reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) (Titan One Tube RT- PCR system; Roche, Branchburg,
NJ) em 35 ciclos com temperatura de 55° C. Os primers utilizados estéo listados
na tabela 5. Os produtos de RT-PCR foram analisados em 1% (v/v) de gel de
agarose. A intensidade das bandas do gel foi analisada utilizando o software

Image J 1.41 e os valores foram expressos em unidades arbitrarias, de acordo
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com a intensidade das bandas, do valor correspondente ao gene GAPDH de

cada condicao experimental. Foram realizados trés experimentos em triplicata.

Tabela 2: Primers utilizados para analise do RT-PCR das células SCC9

Gene Sequéncia de Primers (Forward) Sequéncia de Primers ( Reverse)

GAPDH 5-CAGGACCAGGTTCACCAACAAGT-3 5-GTGGCAGTGATGGCATGGACTGT-3’

IL-11 5-ACTGCTGCTGCTGAAGACTCGGCTGTGA-3’ 5-ATGGGGAAGAGCCAGGGCAGAAGTCTGT-3
PTHrP 5-GACTGGTTCAGCAGTGGAGC-3’ 5-ATCGAGCTCCAGCGACGTTGT-3

3.10. Avaliacéo dos dados

Os dados estéo representados como médias * valores de desvio padrao (DV)
e foram comparados pelo método ANOVA complementado pelo teste Tukey
considerando o nivel de significancia de 5% (p< 0.05), utilizando o Software
Graph Pad InStat 3.1.

4. Resultados

4.1. Avaliacao do efeito do LBI sobre a atividade mitocondrial (Ensaio
MTT) das células SCC9

A irradiagdo com LBI foi capaz de reduzir a atividade mitocondrial das células
SCC9 de maneira significante em todos os parametros avaliados quando
comparada a atividade do grupo controle, nos periodos de 1 e 3 dias de cultivo

(figura 5).
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Figura 5. Percentual de atividade mitocondrial (ensaio de MTT) de células SCC9 (104 células/pogo) apds
com irradiacao laser (660nm e 780nm) e incubacéo por 1 e 3 dias em relagéo a atividade mitocondrial das
células ndo irradiadas (controle) no dia 1. Os resultados correspondem a média e desvio padrdo de 3
experimentos independentes realizados em triplicata. *** p< 0.001 em rela¢éo ao controle (ANOVA/Tukey).

4.2. Avaliacao do efeito do LBI sobre a viabilidade celular das células
SCC9 (Ensaio Cristal Violeta)

A irradiacdo com laser (em todos parametros avaliados) ndo alterou o
percentual de viabilidade, avaliada pelo método cristal violeta, das células SCC9
apos 1 dia de cultivo. Ja no terceiro dia, a irradiacao com laser de 780 nm (70mW,
4J/cm2) foi capaz de inibir a viabilidade celular quando comparado a das células
do grupo controle (n&o irradiadas), a irradiacdo com os demais parametros nao

causou diferencas significantes em relacéo as células néo irradiadas (figura 6).
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Figura 6. Percentual de viabilidade (ensaio Cristal Violeta) de células SCC9 (10 células/pogo) apds a
irradiacdo com laser (660nm e 780nm) e incubacao por 1 e 3 dias, em relagao a viabilidade das células

ndo irradiadas (controle) no dia 1. Os resultados correspondem a média e desvio padrdo de 3 experimentos
independentes realizados em guadruplicata. *** p< 0.001 em relagéo ao controle (ANOVA/Tukey).

4.3. Avaliacao do efeito do LBI sobre a viabilidade celular das células
SCC9 (ensaio Vermelho Neutro)

Pelo ensaio de vermelho neutro, apos 1 dia de cultivo, as células irradiadas
com laser no parametro de 660 nm (40mW, 4J/cm?2) mostraram viabilidade menor
que as células nao irradiadas. Ja apos 3 dias de cultivo, todas as culturas

irradiadas mostraram menor viabilidade que as néo irradiadas (figura 7).
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Figura 7. Percentual de viabilidade celular (ensaio Vermelho Neutro) de células SCC9 (10* células/pogo)
apos irradiacéo laser (660nm e 780nm) e incubacéo por 1 e 3 dias em relagdo a viabilidade celular das

células ndo irradiadas (controle) no dia 1. Os resultados correspondem a média e desvio padrao de 3
experimentos independentes realizados em quadruplicata. *p<0.05, ** p<0.01 e ***p<0.001 em relacéo ao
controle (ANOVA/Tukey).

4.4, Avaliacéo do efeito do LBl sobre ainducao de apoptose em células
SCC9 (Atividade Caspase 3)

A irradiacdo com laser nos parametros 660nm (40mwW, 4J/cm?) e 780nm
(70mW, 4J/cm?) gerou aumento significativo da atividade Caspase 3 no terceiro
dia de cultivo. A irradiacdo com laser de 780 nm (40mW, 4J/cm?2) ndo causou
diferenca significante na atividade Caspase 3 quando comparada ao controle

(figura 8).
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Figura 8. Percentual de atividade da Caspase 3 (Apoptose Celular) de células SCC9 (10 células/poco)
irradiadas com laser (660nm e 780nm) e incubadas por 3 dias em relacao as células néo irradiadas

(controle). Os resultados correspondem a média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes
realizados em triplicata. ***p<0.001 em relagdo ao controle (ANOVA/Tukey).

4.5. Avaliacéo do efeito do LBI sobre a invasividade das células SCC9
(Ensaio de “Ferida”)

Nos primeiros periodos avaliados (0 e 12 horas) ndo houve diferenca entre
0S grupos no que concerne ao percentual de fechamento da area da ferida
original. Ap6s 24 horas, as células irradiadas com todos os parametros
demonstraram menor capacidade no fechamento da ferida que as néo irradiadas
(p<0.001). A partir de 36 horas de cultivo, as células irradiadas com o laser de
660nm demonstraram maior capacidade de fechamento da ferida e este efeito
se manteve até o fechamento total das feridas em 120 horas (p<0.001). J& as
células irradiadas com o laser de 780nm (em ambos 0s parametros)
demonstraram menor capacidade no fechamento da ferida quando comparadas

ao controle, durante todo periodo experimental (p<0.001). (figura 9).
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Figura 9. Invasividade (Ensaio de Ferida). Os resultados correspondem a média do percentual
remanescente da area da ferida original de cada grupo apés os diferentes periodos de avaliagdo. Foram
tabulados os dados de 3 experimentos independentes em quadruplicata. (ANOVA/Tukey).

4.6. Avaliacao da atividade osteoclastogénica das células SCC9

4.6.1. Inducédo da atividade TRAP em culturas de PBMC com meios
condicionados das células SCC9

No sétimo dia do periodo experimental, foi constatado um aumento na
atividade da TRAP em todas as culturas de PBMC tratadas com o meio
condicionado e nas culturas do controle positivo (PBMC tratadas com RANKL e
M-CSF) quando comparadas ao controle negativo (monoculturas de PBMC).

Apbs 14 dias do periodo experimental, comparando-se ao controle negativo
(monoculturas de PBMC), foi observado um aumento na atividade da TRAP nas
culturas de PBMC tratadas com o meio condicionado (nhas concentracdes de
10% e 20%) obtido de culturas de 2 dias de células SCC9 e nas culturas de
PBMC tratadas com o meio condicionado (na concentracdo de 10%) obtido de
culturas de 14 dias de células SCC9 e nas culturas do controle positivo (PBMC
tratadas com RANKL e M-CSF). Nas culturas de PBMC tratadas com o meio
condicionado (usado na concentracédo de 20%) obtido de culturas de 14 dias de
células SCC9 foi constatada uma diminuicdo na atividade da TRAP quando
comparadas ao controle negativo (monoculturas de PBMC).
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Apos 21 dias do periodo experimental, quando comparadas ao controle
negativo (monoculturas de PBMC), foi constatado um aumento na atividade da
TRAP nas culturas de PBMC tratadas com o meio condicionado (usado nas
concentracfes de 10% e 20%) obtido de culturas de 2 dias de células SCC9 e
nas culturas de PBMC tratadas com o0 meio condicionado (usado na
concentragdo de 10%) obtido de culturas de 14 dias de células SCC9 e nas
culturas do controle positivo (PBMC tratadas com RANKL e M-CSF). Nas
culturas de PBMC tratadas com o meio condicionado (usado na concentracéo
de 20%) obtido de culturas de 14 dias de células SCC9 foi constatada uma
diminuicdo na atividade da TRAP quando comparadas ao controle negativo
(monoculturas de PBMC).

Ja na comparacdo em relacdo as culturas de PBMC tratadas com RANKL e
M-CSF (controle positivo) foi constatado um aumento na atividade da TRAP nas
culturas de PBMC tratadas com o meio condicionado (usado na concentracéo
de 20%) obtido de culturas de 2 dias de células SCC9 quando comparadas ao
controle positivo (PBMC tratadas com RANKL e M-CSF) no sétimo dia do
periodo experimental. Os demais meios condicionados utilizados n&o alteraram
a atividade da TRAP neste periodo.

Apés 14 dias do periodo experimental, foi constatado uma diminuicdo na
atividade da TRAP nas culturas de PBMC tratadas com o meio condicionado
(usado na concentracdo de 10%) obtido de culturas de 2 dias de células SCC9
e nas culturas de PBMC tratadas com o meio condicionado (usado nas
concentracfes de 10% e 20%) obtido de culturas de 14 dias de células SCC9
guando comparadas ao controle positivo (PBMC tratadas com RANKL e M-CSF).
O meio condicionado (usado na concentracdo de 20%) obtido de culturas de 2
dias de células SCC9 ndo alterou a atividade da TRAP neste periodo
experimental quando comparado ao controle positivo (PBMC tratadas com
RANKL e M-CSF).

No vigésimo primeiro dia do periodo experimental, foi constatado um
aumento na atividade da TRAP nas culturas de PBMC tratadas com o meio
condicionado (usado nas concentragdes de 10% e 20%) obtido de culturas de 2
dias de células SCC9 quando comparadas ao controle positivo (PBMC tratadas
com RANKL e M-CSF). Nas culturas de PBMC tratadas com 0 meio

condicionado (usado na concentracdo de 20%) obtido de culturas de 14 dias de
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células SCC9 foi constatada uma diminuigdo na atividade da TRAP quando
comparada ao controle positivo (PBMC tratadas com RANKL e M-CSF). O meio
condicionado (usado na concentracédo de 10%) obtido de culturas de 14 dias de
células SCC9 néo alterou a atividade da TRAP neste periodo experimental
guando comparado ao controle positivo (PBMC tratadas com RANKL e M-CSF)
(figura 10).

Atividade TRAP (PBMC + Meio Condicionado de SCC9)

350% - OPBMC (controle negativo)

® PBMC+RANKL+M-CSF(controle
300% - HitH positivo)

BPBMC+ M.C. 2 dias (10%)
250% -
BEPBMC+ M.C. 2 dias (20%)

200%
PBMC+ M.C. 14 dias (10%)

150% - BPBMC+ M.C. 14 dias (20%)

% Atividade TRAP

100% -

50% -

0% -

Figura 10. Percentual de atividade da TRAP das culturas PBMC (em relagdo a atividade da TRAP do
controle positivo no dia 7) ap6s 7, 14 e 21 dias de cultivo. As culturas de PBMC cultivadas com meio de
cultura padrdo (controle negativo), tratadas com M-CSF e RANKL (controle positivo) ou com meios
condicionados obtidos de culturas de células SCC9 (de 2 e 14 dias) usados na concentragdo de 10 ou de
20%. Os resultados correspondem a média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes realizados
em triplicata. *p< 0.05, **p<0.01 e **p<0.001 em relacdo ao controle positivo. #p< 0.05, ##p<0.01 e
###p<0.001 em relagdo ao controle negativo (ANOVA/Tukey).

4.6.2. Inducéo da atividade TRAP em co-culturas de PBMC e células
SCC9

ApOs os periodos experimentais (7, 14 e 21 dias), foi constatado um aumento
na atividade da TRAP nas culturas co-culturas de PBMC e SCC9 quando
comparadas as monoculturas de PBMC (controle negativo) e as PBMC tratadas
com RANKL e M-CSF (controle positivo) (figura 11).
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Atividade TRAP (Co-cultura PBMC + SCC9)
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Figura 11. Percentual de atividade da TRAP (em relacdo ao controle positivo no dia 7) apos 7, 14 e 21 dias
de cultura de PBMC cultivadas com meio de cultura padrdo (controle negativo), tratadas com M-CSF e
RANKL (controle positivo) ou co-cultivadas com células SCC9 (10* células/poco). Os resultados
correspondem a média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. *p<
0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 em relacdo ao controle positivo. #p< 0.05, ##p<0.01 e ###p<0.001 em relacéo
ao controle negativo (ANOVA/Tukey).

4.6.3. Imunomarcacao de receptores de Vitronectina e Calcitonina em
PBMC

A figura 12 evidencia a imunomarcacao para os receptores de vitronectina e
calcitonina (verde), e para os anéis de actina (azul) nas PBMC cultivadas com
agentes gque sabidamente induzem a sua diferenciacdo para osteoclastos (M-
CSF e RANK-L) e na situacdo de co-cultura com as células SCC9 (104
células/poco). Foi constatado um aumento na imunomarcagcdo dos anéis de
actina nas co-culturas de PBMC com as células SCC9 em relacdo as
monoculturas de PBMC tradadas com M-CSF e RANK-L. E possivel observar
um aumento na imunomarcacao dos receptores de calcitonina nas co-culturas
de PBMC com as células SCC9 em relacdo as monoculturas de PBMC tradadas
com M-CSF e RANK-L. Ja na imunomarcacao dos receptores de vitronectina
ndo houve diferenca significativa entre as co-culturas de PBMC com as células
SCC9 e as monoculturas de PBMC tratadas com M-CSF e RANK-L.
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Figura 12. Imunomarcagdo para anéis de actina (azul) e expressdo de receptores de vitronectina e
calcitonina (verde) nas PBMC cultivadas com agentes indutores de diferenciacdo osteoblastica (M-CSF e
RANK-L) ou com células SCC9.

4.7. Avaliacao do efeito do LBI sobre a atividade osteoclastogénica das
células SCC9

4.7.1. Inducéo da atividade TRAP em co-culturas de PBMC e células
SCC9 irradiadas

A irradiacdo com laser (em todos os parametros avaliados) ndo alterou
atividade da TRAP, nas co-culturas de PBMC e células SCC9 irradiadas quando
comparadas ao controle (PBMC+SCC9 néo irradiada) apos 7 dias de cultivo.

ApoOs 14 dias do periodo experimental, foi constatado um aumento na
atividade da TRAP nas co-culturas de PBMC+SCCS9 irradiadas com laser de 660
nm com 40mW, gquando comparadas as células ndo irradiadas (controle).
Enquanto as co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas com laser de 780nm com

40mW e com 70 mW demonstraram uma diminuicdo na atividade da TRAP
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guando comparadas as co-culturas que continham SCC9 nao irradiadas
(controle).

As co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas com laser, em todos os
parametros estudados, demonstraram uma diminuicdo na atividade da TRAP

quando comparadas as culturas controle, apds 21 dias de cultivo (figura 13).

Atividade TRAP Co-cultura PBMC + SCC9 + Laser
300% -

250% -
m PBMC+SCC9 (controle)

200% -
OPBMC+SCC9+ 660nm (40 mW)
150% - B PBMC+SCC9+ 780nm (40 mW)

B PBMC+SCC9+ 780nm (70 mW)

% Atividade TRAP

100% -

50% -

0% -

Dia 7 Dia 14 Dia 21

Fi?ura 13. Percentual de atividade da TRAP (ap6s 7, 14 e 21 dias de cultura) de PBMC co-cultivadas com
células SCC9 (10* células/poco) irradiadas com laser (660nm e 780nm) em relacdo a atividade da TRAP
das co-culturas de PBMC+SCC9 ndo irradiadas (no dia 7). Os resultados correspondem a média e desvio
padrdo de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. ***p<0.001 (ANOVA/Tukey) em relagéo
ao controle (PBMC+SCC9).

4.7.2. Efeito do LBI sobre as vias de sinalizagéo intracelulares de co-

culturas de PBMC e células SCC9 irradiadas
Via da MEK

Apés 14 dias do periodo experimental foi constatado um aumento na
atividade da TRAP nas co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presenca do
inibidor especifico da via da MEK (U0126) em relagdo as co-culturas de
PBMC+SCC9 cultivadas na auséncia deste inibidor, indicando que esta via
provavelmente ndo esta envolvida na producéo de TRAP por PBMC cultivadas
com células SCC9. Ja nas co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas (todos

parametros) cultivadas na presenca do inibidor especifico da via MEK (U0126)
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houve menor atividade da TRAP do que nas co-culturas de PBMC+SCC9 nao
irradiadas tratadas e ndo tratadas com inibidor, no mesmo periodo experimental.
Apos 21 dias do periodo experimental néo foi verificada diferenca na atividade
da TRAP entre as co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presenca do
inibidor especifico da via MEK (U0126) e as co-culturas de PBMC+SCC9
cultivadas na auséncia deste inibidor, reiterando que esta via provavelmente n&o
esta envolvida na producdo de TRAP por PBMC cultivadas com células SCC9.
Novamente, nas co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas (todos parametros)
cultivadas na presenca do inibidor especifico da via MEK (U0126) houve menor
atividade da TRAP do que nas co-culturas de PBMC+SCC9 néo irradiadas

tratadas ou ndo com o inibidor, no mesmo periodo experimental (figura 14).

Efeito do U0126 1uM (inibidor da via da MEK)
140% A
mPBMC+SCC9

120% -
mPBMC+SCC9 + U0126

0, 4
100% @ PBMC+SCC9+660nm (40 mW)+ U0126

80% - BPBMC+SCC9+780nm (40 mW)+ U0126

60% - B PBMC+SCC9+780nm (70 mW)+ U0126

% Atividade TRAP

40% -

20% -

0% -

Dia 14 Dia 21

Figura 14. Percentual de atividade da TRAP nas co-culturas PBMC+SCC9 mantidas com o inibidor U0126
(via de sinalizacdo da MEK) em relacéo as co-culturas de PBMC+SCC9 nao tratadas com inibidor no dia
14. Os resultados correspondem a média e desvio padrédo de 3 experimentos independentes realizados
em triplicata. *p< 0.05 e ***p<0.001 em relacéo as co-culturas tratadas com inibidor (ANOVA/Tukey).

Viada p38
Apoés 14 dias do periodo experimental foi constatado um aumento na

atividade da TRAP nas co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presenca do
inibidor especifico da via p38 (SB202190) em relagcdo as co-culturas de

PBMC+SCC9 cultivadas na auséncia deste inibidor, indicando que esta via
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provavelmente também n&o esta envolvida na producdo de TRAP por PBMC
cultivadas com células SCC9. Novamente nas co-culturas de PBMC+SCC9
irradiadas (todos parametros) cultivadas na presenca do inibidor especifico da
via p38 (SB202190) houve menor atividade da TRAP que nas co-culturas de
PBMC+SCC9 néo irradiadas tratadas ou ndo com o inibidor, no mesmo periodo
experimental.

Apos 21 dias do periodo experimental ndo foi verificada diferenca na
atividade da TRAP entre as co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presenca
do inibidor especifico da via p38 (SB202190) e as co-culturas de PBMC+SCC9
cultivadas na auséncia deste inibidor, reiterando que esta via provavelmente nao
esta envolvida na producédo de TRAP por PBMC cultivadas com células SCC9.
Novamente, nas co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas (todos parametros)
cultivadas na presenca do inibidor especifico da via p38 (SB202190) houve
menor atividade da TRAP que nas co-culturas de PBMC+SCC9 nao irradiadas

tratadas ou ndo com o inibidor, no mesmo periodo experimental (figura 15).

Efeito do SB202190 5uM (inibidor da via da p38)
140% A
BPBMC+SCC9

120% -
mPBMC+SCC9 + SB202190

0, 4
100% OPBMC+SCC9+660nm (40 mW)+ SB202190

80% - BPBMC+SCC9+780nm (40 mW)+ SB202190

60% - BPBMC+SCC9+780nm (70 mW)+ SB202190

% Atividade TRAP

40% -

20% -

0% - ] . |
Dia 14 Dia 21

Figura 15. Percentual de atividade da TRAP nas co-culturas PBMC+SCC9 mantidas com o inibidor
SB202190 (via de sinalizacéo da p38) em relagdo as co-culturas de PBMC+SCC9 nao tratadas com inibidor
no dia 14. Os resultados correspondem a média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes
realizados em triplicata.*p<0.05 e ***p<0.001 em relacdo as co-culturas tratadas com inibidor
(ANOVA/Tukey).

Via do NFkB
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Apés 14 dias do periodo experimental ndo foi demonstrado diferenca na
atividade da TRAP nas co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presenca do
inibidor especifico da via NFkB (PDTC) em relacdo as co-culturas de
PBMC+SCC9 cultivadas na auséncia deste inibidor. Ja nas co-culturas de
PBMC+SCC9 irradiadas (todos parametros) cultivadas na presenca do inibidor
especifico da via NFkB (PDTC) houve menor atividade da TRAP que nas co-
culturas de PBMC+SCC9 néo irradiadas tratadas ou ndo com o inibidor no
mesmo periodo experimental.

Apés 21 dias do periodo experimental as co-culturas de PBMC+SCC9
cultivadas na presenca do inibidor especifico da via NFkB (PDTC) exibiram
menor a atividade da TRAP que as co-culturas de PBMC+SCCS9 cultivadas na
auséncia deste inibidor. Indicando que esta via provavelmente esta envolvida na
producédo de TRAP por PBMC cultivadas com células SCC9. Novamente, nas
co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas (todos parametros) cultivadas na
presenca do inibidor especifico da via NFKB (PDTC) houve menor atividade da
TRAP que nas co-culturas de PBMC+SCC9 ndo irradiadas tratadas ou ndo com

o inibidor, no mesmo periodo experimental (figura 16).

Efeito do PDTC 10uM (inibidor da via do NFkB)
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100% -
OPBMC+SCC9+660nm (40 mW)+ PDTC

80% -
@ PBMC+SCC9+780nm (40 mW)+ PDTC

60% - @PBMC+SCC9+780nm (70 mW)+ PDTC

% Atividade TRAP

40% -

20% -

0% -
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Figura 16. Percentual de atividade da TRAP nas co-culturas PBMC+SCC9 mantidas com o inibidor PDTC
(via de sinalizacdo do NFkB) em relagdo as co-culturas de PBMC+SCC9 néo tratadas com inibidor no dia
14. Os resultados correspondem a média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes realizados

Y| telichNK *p<0.05, **p<0.01 e **p<0.001 em relagdo as co-culturas tratadas com inibidor
(ANOVA/Tukey).
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Apés 14 dias do periodo experimental foi constatado uma diminuicdo na
atividade da TRAP entre as co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presenca
do inibidor especifico da via JNK (SP600125) e as co-culturas de PBMC+SCC9
cultivadas na auséncia deste inibidor. Indicando que esta via provavelmente esta
envolvida na producdo de TRAP por PBMC cultivadas com células SCC9. Nas
co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas (todos parametros) cultivadas na
presenca do inibidor especifico da via JNK (SP600125) houve uma
potencializacdo da inibicdo da atividade da TRAP, quando comparadas as co-
culturas de PBMC+SCC9 nao irradiadas tratadas com inibidor no mesmo periodo
experimental.

Apos 21 dias do periodo experimental foi constatada uma menor atividade da
TRAP nas co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presenca do inibidor
especifico da via JNK (SP600125) do que nas co-culturas de PBMC+SCC9
cultivadas na auséncia deste inibidor. Indicando novamente que esta via
provavelmente esta envolvida na producdo de TRAP por PBMC cultivadas com
células SCC9. Em todas co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas (todos
parametros) cultivadas na presenca do inibidor especifico da via JNK
(SP600125) houve menor a atividade da TRAP do que nas co-culturas de
PBMC+SCC9 ndao irradiadas ndo tratadas com inibidor no mesmo periodo
experimental. As co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas com laser de 660 nm
(40mW) e de 780 nm (70 mW) mostraram potencializacdo do efeito inibitério do
SP600125, ja as co-culturas que continham SCC9 irradiadas com laser de 780
nm (70 mW) houve maior atividade da TRAP que nas co-culturas tratadas com

o inibidor (figura 17).
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Figura 17. Percentual de atividade da TRAP nas co-culturas PBMC+SCC9 mantidas com o inibidor
SP600125 (via de sinalizagcdo JNK) em relagdo as co-culturas de PBMC+SCC9 néo tratadas com inibidor
no dia 14. Os resultados correspondem a média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes
realizados em triplicata.

***n<0.001 em relacéo as co-culturas tratadas com inibidor (ANOVA/Tukey).

4.7.3. Efeito do LBl sobre aexpressao deIL-11 e PTHrP em células SCC9
No segundo dia do periodo experimental, foi constatado um aumento na
expressdo de IL-11 nas células SCC9 irradiadas com os parametros 660 nm-
40Mw e 780 nm-40mW, quando comparadas as culturas de SCC9 nao
irradiadas. Enquanto as células SCC9 irradiadas com o parametro 780 nm-
70mW nao demonstraram alteracdo na expressao de IL-11 quando comparadas
as ceélulas ndo irradiadas (controle).
No nono dia do periodo experimental, foi constatada uma diminuicdo na
expressdo de IL-11 nas células SCC9 irradiadas com todos os parametros

estudados, quando comparadas as celulas ndo irradiadas (controle) (figura 18).
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Figura 18. Expressdo de IL-11 (apds 2 e 9 dias de cultura) nas células SCC9 (2,5x108 células/placa)
irradiadas com laser (660nm e 780nm) em relagdo as células SCC9 (controle dia 2. Os resultados
correspondem a média e desvio padréo de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. *p<0.05,
**n<0.01 e ***p<0.001 em relagéo ao controle em cada periodo experimental (ANOVA/Tukey).

Ja com relacdo a expressdo de PTHrP, no segundo dia do periodo
experimental foi constatado um aumento na expressdo de PTHrP nas células
SCC9 irradiadas com os parametros 660 nm-40mW-4J/cm?2 e 780 nm-40mW-
4J/cm?, quando comparadas as células nao irradiadas (controle). Enquanto as
células SCC9 irradiadas com o parametro 780 nm-70mW-4J/cm2 nao
demonstraram alteracdo na expressao de PTHrP.

Apés 9 dias do periodo experimental foi constatada uma diminuicdo na
expressdo de PTHrP nas células SCC9 irradiadas com o parametro 780 nm-
70mW-4J/cm?, quando comparadas as células nao irradiadas (controle)
Enquanto as células SCC9 irradiadas com os parametros 660 nm-40mW-4J/cm?
e 780 nm-40mW-4J/cm? ndo demonstraram alteracdo na expressao de PTHrP

em relacdo as células nédo irradiadas (controle) (figura 19).
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Figura 19. Expressdo de PTHrP (ap6s 2 e 9 dias de cultura) nas células SCC9 (2,5x10° células/placa)
irradiadas com laser (660nm e 780nm) em relacdo as células SCC9 (controle dia 2). Os resultados
correspondem a média e desvio padrao de 3 experimentos independentes realizados em triplicata
**n<0.01 e ***p<0.001 em relagéo ao controle em cada periodo experimental (ANOVA/Tukey).

Tabela 3: Sinopse de todos resultados. As setas indicam os parametros que aumentaram ou diminuiram,
significantemente em relacao ao controle, a resposta celular quanto aos experimentos. Os parametros que

ndo tiveram alteracdes significativas ndo foram aqui ilustrados.

comprimento de onda (nm) 660 780 780

poténcia de saida (mW) 40 40 70
densidade de energia (J/cm?) 4 4 4

Viabilidade - atividade Mitocondrial(3 dias) N2 N N
Viabilidade - Cristal Violeta (3 dias) N
Viabilidade -Vermelho neutro (3 dias) N2 N2 N

5 Indugéo de apoptose (3 dias) ™ ™ ™
) Invasividade (3 dias) 0 N N
Inducéo da Atividade da TRAP (21 dias) N2 N N
Expresséo génica de IL-11 (9 dias) N% N N
Expressédo génica de PTHrP (9 dias) N2

Discusséao

O LBI vem sendo utilizado de maneira profilatica ou terapéutica no tratamento
da mucosite em pacientes com histérico de CEC, que irdo receber ou que
receberam tratamento com radioterapia e quimioterapia, porém ainda restam

controvérsias em relacdo a dosimetria e seguranga desta aplicagdo no que



56

concerne a irradiagdo nao intencional de células tumorais ou pré-tumorais que
possam ter permanecido na area a ser irradiada apos o tratamento do cancer
(Pinheiro et al. 2002, Schartinger et al. 2012, Benasdoun & Nair 2012, Sperandio
et al. 2013).

De fato, a existéncia de uma relacao direta entre efeito/dosimetria ja estd bem
estabelecida no estudo da fototerapia (AlGhamdi et al. 2012, Chung et al. 2012)
e esta questdo também ja vem sendo debatida no tratamento da mucosite.
Benasdoun & Nair (2012), em revisao sistematica sobre o uso da fototerapia no
tratamento da mucosite oral, propuseram que a padroniza¢ao da dosimetria deve
incluir os parametros de comprimento de onda (nm), poténcia (mW), e densidade
de energia (J/cm?). Além disso, devem ser considerados o numero e frequéncia
de sessoes, o local de aplicacao, o tipo de aplicacdo (Unica area, escaneamento
da regido), a calibracdo dos aparelhos e a necessidade de treinamento prévio.
Esta revisdo concluiu que os melhores resultados no tratamento da mucosite
foram obtidos nos estudos que utilizaram os comprimentos de onda de 633-
685nm (vermelho) ou de 780-830nm (infravermelho proximo), com poténcias
entre 10 e 150 mW,; densidade de energia entre 2 a 6 J/cm2, com duas a sete
aplicagbes por semana, mas recomendaram aplicagbes com densidades de
energia de até 4J/cm? e poténcias de 10 a100mW.

Porém, como citado anteriormente, a indicacdo do LBI para o tratamento da
mucosite oral também estéd envolvida em outra controvérsia, a possibilidade de
que esta irradiacdo atinja ndo intencionalmente células tumorais ou pré-tumorais
gue possam ter restado na cavidade oral durante ou ap0s o tratamento do tumor
(Pinheiro et al. 2002, Schartinger et al. 2012, Sperandio et al. 2013, Sonis et al.
2016).

Esta questdo encontra respaldo no fato de que LBI tem demonstrado ser
capaz de aumentar a proliferacéo celular, bem como alterar o ciclo celular e a
apoptose em diferentes linhagens celulares (Gao & Xing 2009, Huang et al. 2009,
Huang et al. 2011, Schartinger et al. 2012, Sonis et al. 2016), porém deve ser
considerado que os efeitos do LBI, assim como de qualquer outro agente
terapéutico ou farmacolégico, dependem da dosimetria e do tipo celular e
tecidual avaliado (Chung et al. 2012, AIGhamdi et al. 2012, Sonis et al. 2016)

Assim sendo, € fundamental continuar avaliando os efeitos do LBl em

diferentes tipos de células tumorais e principalmente avaliar os efeitos da
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irradiacdo com os parametros indicados para o tratamento da mucosite oral
(Sonis et al. 2016)

No que concerne as células derivadas de CEC de laringe e de boca, ainda
existem poucos estudos, como descrito a seguir.

Pinheiro et al. (2002) avaliaram o efeito do LBI em células de CEC de laringe
(linhagem H.Ep.2 cells). As células foram irradiadas com laser 635 e 670nm com
poténcia de 5mW e doses de 0,04; 0,06; 0,08; 1,2; 2; 4 e 4,8 J/cm? durante 7
dias consecutivos e a atividade mitocondrial foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os
resultados mostraram que o LBI no comprimento de onda de 670nm, irradiado
com doses entre 0,04 e 4,8 J/cm? foi capaz de aumentar a proliferacdo das
células H.Ep.2 apods sete dias. Os parametros utilizados ndo estdo dentro dos
indicados por Bensadoun & Nair 2012, para tratamento da mucosite.

Um aumento na viabilidade (pelo método MTT) de células da linhagem
H.Ep.2 cells também foi verificado no estudo de Werneck et al. (2005), 12 e 24
horas apds a irradiacdo com laser de 685nm (31mW) e de 830nm (34,5mW),
respectivamente, ambos com dose de 4 J/cm2. Estes parametros ja estariam
dentro dos indicados para tratamento da mucosite (Bensadoun & Nair 2012).

Ja4 Gomes Henriques et al. (2014) utilizaram densidades de energia fora das
indicadas por Bensadoun & Nair 2012, para avaliar o efeito do LBI (660nm) sobre
linhagem de células derivadas de CEC de lingua (linhagem SCC25) Foram
utilizadas irradiagbes com 0,5 J/cm? e 1 J/cm? com 30mW. Os resultados
demonstraram que o LBI foi capaz de aumentar a viabilidade (ensaio Azul de
Trypan) e a capacidade de invasdo (ensaio transwell) destas células,
principalmente nas culturas irradiadas com 1J/cmz2.

A proliferacdo de células da linhagem SCC25 (CEC de lingua) também foi
avaliada por Schartinger et al. (2012) através do ensaio de MTT. As células foram
expostas ao LBI de 660nm, com 350mW e densidades de poténcia entre 0,39 a
63,7 mW/cmz por 15 minutos (parametros nao indicados por Bensadoun & Nair
2012), durante 3 dias consecutivos e resultados mostraram que um dia apoés a
altima irradiacdo, as ceélulas tumorais irradiadas (em todos parametros
dosimétricos) exibiram menor proliferacado que as nao irradiadas (controle).

Ja Sperandio et al. (2013) avaliaram o efeito do LBI sobre células de CEC
das linhagens SCC9 (a mesma usada neste estudo atual) e SCC25, e de uma

linhagem displasica de queratinocitos (DOK) sobre a viabilidade celular (ensaio
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MTS). As células foram irradiadas com LBI de 660 e 780 nm com 40mW e doses
de 2,05, 3,07 e 6,15 J/cmZ e a viabilidade avaliada pelo ensaio MTS. As células
da linhagem SCC9 apresentaram menor viabilidade quando irradiadas com os
lasers de 660 e de 780 nm em todas as densidades de energia testadas apos
72h de cultivo. Este resultado se repetiu nos periodos de 24 e 48h nas células
irradiadas com laser de 660 nm nas densidades de 3,07 e 6,15 J/cmz?, ja as
culturas irradiadas com laser de 780 nm e 2,05 J/cm? evidenciaram aumento de
viabilidade em 12, 24 e 48h. As células SCC25 também demonstraram efeitos
diversos em relacdo a dosimetria e tempo de avaliacdo, houve diminuicdo da
viabilidade ap6s 72h nas culturas irradiadas com laser de 660nm (6,15 J/cm2) e
de 780 nm (3,07 e 6,15 J/cm?2), mas foi observado aumento de viabilidade nas
irradiadas com laser de 660 nm (2,05; 3,07 e 6,15 J/cm?2) e nas irradiadas com
laser de 780 nm (2,05 e 3,07 J/cm?2) em 48h. J& a linhagem displasica DOK nédo
demonstrou diferencas na viabilidade quando irradiada com o laser de 780nm
apos 24 e 48 horas. JA em 72 horas as células irradiadas com todas as doses
demonstraram aumento na viabilidade celular quando comparadas as células
nao irradiadas (controle). Quando irradiadas com o laser no comprimento de
onda de 660nm as células demonstraram maior viabilidade em todos os periodos
experimentais. Neste estudo, Sperandio et al. (2013) utilizaram parametros
recomendados para tratamento da mucosite e como citado anteriormente,
relataram efeitos que variam de acordo com a dosimetria e tipo celular avaliado.

No presente estudo, avaliou-se o efeito do LBI (em 3 parametros dosimétricos
recomendados para o tratamento da mucosite por Benasdoun & Nair 2012) sobre

a viabilidade, invasividade e potencial osteoclastogénico de células de
carcinoma epidermdide de boca da linhagem SCC9.

Como os testes de viabilidade in vitro podem apresentar diferencas de
sensibilidade, este desfecho deve ser avaliado por mais de um tipo de teste
(Fotakis &Timbrell 2006, van Tonder et al. 2015, Abrahamse 2015).

Deste modo, foram realizados os ensaios de atividade mitocondrial (MTT),
cristal violeta, vermelho neutro e atividade da Caspase-3.

No ensaio MTT, as células SCC9 irradiadas (em todos os parametros
testados) apresentaram menor atividade mitocondrial que as nao irradiadas nos
periodos de 1 e 3 dias. Como citado anteriormente, Sperandio et al. (2013)

relataram diminui¢do da viabilidade, pelo ensaio MTS (teste similar ao MTT), nas
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culturas de SCC9 irradiadas com laser de 660 nm com 3,07 e 6,15 J/cm? e
aumento da viabilidade nas culturas irradiadas com laser de 780 nm e 2,05 J/cm?
no periodo de 24h. Ja para o periodo de 72h, os autores relataram resultado
similar do presente estudo, ou seja, diminuicdo da atividade mitocondrial nas
culturas irradiadas embora tenham usado pardmetros dosimétricos diferentes
(660 e 780 nm com 2,05; 3,07 e 6,15 J/cm?).

No presente estudo, no ensaio cristal violeta, ndo houve diferenca significante
entre as culturas irradiadas e as do grupo controle no periodo de 1 dia. Ja no
terceiro dia, apenas as células irradiadas com o laser de 780nm com 70mW
apresentaram diminuicdo na viabilidade em relacdo as néo irradiadas. Ja no
ensaio de captacdo do corante vermelho neutro, apenas as células que
receberam irradiacdo do LBI de 660 nm com 40mW, apresentaram diminuicao
da viabilidade celular quando comparadas ao controle no primeiro dia apos a
irradiacdo. Ja apos 3 dias de cultivo, todos os parametros avaliados foram
capazes de diminuir a viabilidade das SCC9.

As diferencas entre os resultados dos 3 ensaios de viabilidade provavelmente
estdo relacionadas as diferencas intrinsecas dos testes (Fotakis &Timbrell 2006,
Tonder et al. 2015). No ensaio MTT ha a conversao de um sal em um cristal por
meio de um processo metabdlico (que ocorre principalmente nas mitocéndrias,
mas ndo exclusivamente). A taxa de conversédo do sal pode ser modificada de
acordo com o estado metabodlico das culturas, o nimero de mitocéndrias
presente nas células e a absorcdo da luz laser nestas organelas. Mesmo
mitocondrias ndo totalmente funcionais podem reter a capacidade de
metabolizar este sal. Ja 0 ensaio de captacdo do vermelho neutro indica a
presenca de um mecanismo ativo de captacéo de corante por lisossomos viaveis
e o cristal violeta a existéncia de células aderidas que tiveram seu ndcleo corado
(Kueng et al 1989, Souza et al. 2014, van Tonder et al 2015). Aglutinando os
resultados dos testes de viabilidade, pode-se concluir que as células irradiadas
com o laser de 780 nm em 70 mW foram as Unicas a apresentar menor
viabilidade que as néo irradiadas, porém € importante também considerar que
as ceélulas irradiadas (em todos parametros) ndo mostraram aumento de
viabilidade em nenhum dos testes nos 2 periodos avaliados.

No ensaio de avaliagdo da atividade da Caspase-3, ap0s 3 dias de cultivo,

apenas as células irradiadas com laser 660nm com 40mW e de 780nm com
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70mW apresentaram aumento da atividade Caspase-3, 0 que sugere que estas
células estavam em processo de apoptose (Grivicich et al. 2007), corroborando
os dados dos testes anteriores.

Sperandio et al. (2013) avaliaram o efeito do LBl com parametros
diferentes dos usados no estudo atual, sobre a apoptose de células da linhagem
SCC9, através do ensaio de TUNEL, porém ndo foram encontradas diferencas
entre as células irradiadas (660 nm com 2,05 J/cm?e 780 nm com 6,15 J/cm?)
e 0 grupo controle apos 3 dias. Esta diferenca nos resultados pode estar
relacionada aos parametros dosimeétricos, como ja discutido anteriormente ou ao
tipo de teste aplicado, ja que o ensaio de TUNEL avalia a integridade do DNA
(Hughes 2003) enquanto que o ensaio da Caspase avalia a atividade de uma
das enzimas (caspase 3) responsaveis por clivar substratos que levardo a
ativacao de genes pré apoptoticos (Grivicich et al. 2007).

O efeito do LBI sobre a invasividade das SCC9 foi avaliado pelo fato do
CEC ser um tumor que pode envolver os 0ssos mandibular e maxilar subjacentes
(Iguchi et al. 1996, Deyama et al. 2008, Tang et al. 2008, Chuang et al. 2009,
Tada et al. 2009, Van Cann et al. 2009, Jimi et al. 2011), sendo estes fatores
determinantes de progndstico (Honig et al., 2006, How et al. 2014)

Os resultados demonstraram que as células irradiadas com o laser de
780nm, nos dois parametros estudados, precisaram de mais tempo que as
células ndo irradiadas para fechar a ferida, o que sugere que a irradiacao laser
no comprimento de onda de 780nm em ambos os parametros (40mwW e 70mWw)
mas principalmente com 70 mW, foi capaz de reduzir a invasividade destas
células.

Como as células tumorais atuam decisivamente no processo de reabsorcao
O0ssea promovida pelo CEC (Tang et al. 2008, Chuang et al. 2009, Tada et al.
2009, Jimi et al. 2011), neste estudo primeiramente foi avaliada a atividade
osteoclastogénica das células SCC9 e posteriormente os efeitos do LBI sobre
esta atividade.

Primeiramente, foi avaliada a atividade da TRAP em culturas de PBMC
tratadas com meios condicionados de culturas de células SCC9 e em situacao
de co-cultivo com estas células. Foi observado que PBMC, cultivados com
células SCC9 ou com o meio condicionado de culturas destas células,

apresentam maior atividade da TRAP que PBMC cultivados isoladamente e que
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PBMC classicamente ativados para diferenciacdo em osteoclastos (tratamento
com RANKL+M-CSF). Esta modulacdo foi mais evidente na situacdo de co-
cultivo, onde as células SCC9 foram plaqueadas na concentracdo de 10*
células/poco.

Estudos anteriores ja vinham indicando aumento na marcacdo de TRAP em
mondcitos cultivados com meios condicionados oriundos de células de
carcinomas, mas este é o primeiro relato com a linhagem SCC9, com dados de
atividade enzimatica da TRAP em modelo de co-cultivo.

Tang et al. (2008) relataram aumento na marcacdo de TRAP em PBMC
cultivados com meios condicionados obtidos de culturas de células de CEC oral
(linhagem SCC4) na concentracao de 50%.

Tada et al. 2009 evidenciaram aumento na marcacdo de TRAP em
osteoclastos cultivados com células derivadas de CEC oral humano (linhagem
BHY) e com meio condicionado obtido de culturas de BHY cells nas
concentracdes 20, 50 e 100%. A acao dos meios condicionados foi concentracao
dependente, sendo que o meio condicionado usado na concentracao de 20%
nao evidenciou um aumento estatisticamente significante na marcagéo da TRAP.

Oue et al 2012 também avaliaram a marcacdo de TRAP em células de
medula 6ssea da tibia de camundongos (BMCs) cultivadas com osteoblastos

(UASM-32) e meio condicionado oriundo das linhagens HSC3, HSC3-C13,

HSC3-C17 (derivadas de CEC). Mesmo havendo diferencas em relacéo a
capacidade de induzir diferenciacao osteoclastica entre osmeios condicionados
obtidos das diferentes linhagens celulares, o nUmero de células positivas para
TRAP sempre foi maior nas culturas suplementadas com o0s meios
condicionados do que nas culturas controle.

A capacidade de inducdo osteoclastogénica das células SCC9 também foi
observada pela imunomarcacao de anéis de actina, de receptores de calcitonina
e de vitronectina, que séo caracteristicas de osteoclastos, nas PBMC mantidas
com as ceélulas SCC9, assim como observado nas PBMC tratadas com
RANKL+M-CSF.

Para avaliar os efeitos do LBI sobre a inducdo da atividade osteoclastogénica
pelas células SCC9, foram avaliadas a inducdo da atividade da TRAP em

culturas de PBMC e células SCC9 irradiadas (bem como as vias de sinalizacao
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envolvidas nesta indugdo) e também a expressdo de IL-11 e de PTHrP em
células SCC9.

No que diz respeito a atividade da TRAP, no periodo experimental de maior
atividade desta enzima (21 dias), as co-culturas que continham células SCC9
irradiadas com laser (em todos os parametros estudados) exibiram menor
atividade que as co-culturas de PBMC com células SCC9 ndao irradiadas. O
mesmo ocorreu no periodo de 14 dias, com excec¢do das co-culturas que
continham células SCC9 irradiadas com o laser de 660nm com 40mW onde
houve aumento da atividade TRAP. No periodo de 7 dias ndo houve diferenca
entre co-culturas que continham células irradiadas e ndo irradiadas. A maior
reducdo na atividade da TRAP foi observada nas co-culturas que continham
células SCC9 que tinham sido irradiadas com laser de 780nm com 70 mW.

Para melhor avaliar os mecanismos envolvidos na indugédo da atividade
osteoclastogénica das co-culturas, as células SCC9 e PBMC foram cultivadas
na presenca de inibidores das vias de sinalizacao intracelulares envolvidas no
processo da osteoclastogénese: as vias da MEK, NFkB, p38 e JNK (Zhao et al.
2007).

Neste sentido, foi possivel verificar primeiramente que nas co-culturas de
SCC9 ndao irradiadas e PBMC, as vias de sinalizacdo da MEK e p38 parecem
nao estar envolvidas de maneira significativa. Ja as vias NFkB e da JNK parecem
exercer um efeito importante. A irradiagdo causou mudancgas importantes nessas
vias. Quando as PBMC foram cultivadas com SCC9 irradiadas foi observado
uma inibicdo na atividade da TRAP nas co-culturas cultivadas na presenca dos
inibidores MEK e p38, ja nas vias NFkB e JNK houve uma potencializacdo do
efeito inibitério observado nas co-culturas com SCC9 né&o irradiadas
(principalmente nas co-culturas que continham SCC9 irradiadas com laser de
780 nm com 70 mW), indicando que a irradiacéo das células SCC9 foi capaz de
modificar as vias intracelulares que modulam a sua acéo osteoclastogenica nos
osteoclastos.

Como o processo da osteoclastogénese é muito complexo e sabe-se que as
células tumorais sao capazes de produzir varias substancias ligadas ao processo
de reabsorcdo Ossea, entre elas a IL-11 e a PTHrP (proteina ligada ao
paratorménio) (Carter et al 1983, Guise and Mundy 1998, Shibahara et al. 2005,
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Kayamori et al. 2010, Jimi et al. 2011), é importante considerar as diferentes
etapas envolvidas.

A IL-11 esta envolvida no processo de reabsorcdo Ossea, principalmente
pela sua capacidade de induzir a expressao de RANKL, enquanto que a PTHrP
estimula a atividade osteoclastogénica por meio da inducédo da producéo de IL-
6, TNF e RANKL e esta expressa em quase 100% dos casos de CEC (O’Brien
et al. 1999, Shibahara et al. 2005, Matsuo & Irie 2008, Kayamori et al. 2010,
Shibahara et al. 2005, Nagamine et al. 2006, Nomura et al. 2007, Kayamori et al.
2010, Lv et al. 2014, Takamatsu et al. 2014). A expresséo de IL-11 e PTHrP em
niveis elevados sao indicativos de CEC invasivos (Shibahara et al. 2005).

Nagamine et al (2006) e Kayamori et al. (2010) demonstraram que muitas
linhagens derivadas de CEC humano (HSC2, HSC3, HSC4,BHY, Ca9-22[Ca9],
HSC3, e HO1l-u-1[HO1]) superexpressam PTHrP. J4 Lv et al. (2014)
demonstraram que as linhagens SCC4, SCC9 (usada neste estudo) e SCC25
todas derivadas de CEC de lingua,também produzem niveis elevados de
PTHrP. Neste estudo, foi verificado que as células SCC9 expressam 0s genes
IL-11 e PTHrP, assim como ja reportado anteriormente e este pode ser um dos
mecanismos de diferenciacdo induzidos pelas SCC9 sobre as culturas de PMBC.
No que se refere aos efeitos do LBI, nas SCC9 irradiadas com poténcia de 40
mW (660 e 780nm) houve um aumento da expressao de IL-11 e PTHrP no

periodo de 2 dias. J& no periodo de 9 dias, a expressao de IL-11 foi menor nas
células irradiadas (em todos parametros) e a expressao de PTHrP foi menor nas
células irradiadas com laser de 780 nm com 70 mW. Estes dados corroboram a
diminuicdo da atividade da TRAP observada nos periodos de cultivo mais longos.
Aglutinando sinteticamente os dados que exibiram diferencas significantes em
uma tabela (tabela 3), pode-se estabelecer que a irradiacdo com LBI na
fluéncia de 4J/cm2, em ambos os comprimentos de onda (660 e 780nm) e
poténcias (40 e 70mW) diminuiu a viabilidade e induziu a apoptose das células
da linhagem SCC9. As células irradiadas com LBI de 780nm (em 40 e 70mW)
demonstraram menor capacidade de invasédo que as do grupo controle néao
irradiado. Todos os parametros dosimétricos avaliados diminuiram a capacidade
das SCC9 em induzir a atividade da TRAP e em expressar IL-11. Ja a expressao
de PTHrP foi menor apenas quando as células foram irradiadas com laser de

780nm na poténcia de 70mW. Deste modo, a irradiacdo com laser de 780nm
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(70mW, 4J/cm?) pareceu ter maior capacidade de diminuir a viabilidade, o
potencial osteoclastogénico e a invasividade de células da linhagem SCC?9.

6. Conclusao

Utilizando parametros indicados para o tratamento da mucosite oral,
observamos que a irradiacao laser pode gerar diferentes respostas nalinhagem
de células SCC9. Deste modo, considerando as limitagcdes deste estudo (modelo
in vitro, uso de uma unica linhagem), pode-se concluir que a utilizacao do LBI
para o tratamento da mucosite oral ainda requer avangos no que concerne ao
estabelecimento de uma dosimetria eficaz e segura e que seu papel pode vir a
ser mais complexo do que o proposto originalmente na terapéutica das lesdes

de mucosite decorrentes do tratamento do CEC oral.
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1. Introdduction

Ol sguamons ol caranoma (O50C) = 2 maky-
mani wmmor with e ability i0 made soToundng
tEvnes, a high rate of medssiass (o 02rve-
cal hanph nodes [1-5] Invasion of the mandible or
miailla by OSO wihich & more commen o ces of
gingival SCC than Bngoal SCC tends to cose frac-
tores aconmpanbsd by intesse pain that dram atically
decrease quality of Il sven afier the axcision of the
tomor [, 4, & 7). In soch mses, bone mwvason s a
sign that the tomor & in stage [V and the progooes
& pocr [T]

Bone colonizason by OSCC & belewd i be as-
sociaied with mceased bone resonpiion cumed by
retendasi, with 2 direct panisopason of tomor celis
[24, T} E has been demorsirated dhai aral SOC
calls are able to prodoce vanoms maleoakes linked to
the process of bone by cetandasi, soch

as the dirs: EX and FI, cytokmes mierian-
dm (TL}E & TL4 TL-11 and tomor neorods facdor
alpha a), tran sdormi ng growth factor beda and

|:u.5||'-1.l:|p'-:|l:l hormome- redated protesn (FTHrE [T, &
i1

Treamment for OS0OC weally inwlves cal ex-
cion follosed by chemotherapy .I.I:li'l:l'ﬂil:!].l.rﬁ:l.tﬂ'
agw |12 13]. Thess therapees generally cme 3 ser-
P} on of the moosa of the digestive
itract, which s denceminaded mocosits [14] Phodnkso-
modolaton (PEM) therapy ha been meed a5 2 ther-
apewiic agant io modolaie the mflammaiory process
im mss of oral moooests mdoced by chamohsagy
of radintherapy [14] Undersianding the effecis that
FBEM therapy have on onmiensonally irmadiaied fo-
mar cells doring soch treamment has been the foom
-:l'mrrq:r.tlli-l":'l].

The mest frequent bone metistames asociated
'II:uEEl'l"dq:llq'm-:d:ﬂ}tnlm which & re-
lated with a lmown pro-ostecdastogenic behavior of
cancer el Thx, the aim of fhe present stndy was
to detemine whether low-lew] lmer imadiation,
ming the parameders mdicated for the teatment of
mmorars, can modolate the catan poden -
tiad of a cell bne derned from Boman bngoal SCC
(SCC9) At the best of our Enowleadge, this ssoe has
noi been previomsly addressed For that, SCC9 cells
L ecied i differend laser mradiason oomdi-
i wete oo-cobiored with boman ostendast
precursors. Co-coliores were assessed for ostendast
paramedars, and the mvolvement of several miraced-
folar sgnaling pabea artand for oelencasio-
;ﬁtﬂi'u]ﬂfﬂ]ﬂ}:d. nifeer, mrradiaiad SS9
cells were aralysed for cell vish deraton and
for the expresson of [L-11 and P doe i the
e o Eeese modeondes om e aotvaiom of e oo
Tesorpitin mechanioms by OSCC

2 Muterdals and methods

21 Oral squamois cell cancinoma cell line
($CCY cultaere

5009 cells were mamiamed m DMEMF-12 mediom
{Sigma-Abdnch, Andover, Hampshire, LK) sopple-
menied wd 0% feal boviee serom §{ibon, Fas-
I!'j' UK}, 100 [L¥ml of pencilllin {{#bon), 2% paml
(shan), 2% af OReTn

o'l &ﬁﬂmﬁ{m
Addrich, Andover, L, UKL At abom W%
oo floence, ool wers od with G0, inpsin
and 0% mM of EDTA_ Coltores were performed ad
AT i 2 8% OO, bomed fed atmesphers.

B .[ﬁn: ), and

21T Lasr imadiation of $3CC9 cells

After enmymate deachment, S(09 cells were pel
leded at 12500 rpm for two minndes & 100 and mo-
dizied with 2 Twm-Laser sysiem (Twin-Laser,
MMOpos Lid, Sio Cardos, 53o Panla, Br
Eﬁnpmmltmdqu:mﬂsm
for the treatment of mooceitis [14, 16] Table 1 dis-
plays ndiance paramaers and aieane enengy,
wheh & e amoand of energy that neches the calls
after passing throogh the polypropylens mbe [0
The laser spoi was i the bottom of 30 ml
Falcom tobes {TFF, Trasadingen, Schaffhamen, Swit-
it ihe exposone fme 0 akow ihe

rerland)
beam to reach the el pelied directly withoot gning
throngh the coliure mediom [X1] The
weTe pearfanmed i an esvironment with dim Bghiing
0 awnid the nfloence of exiermal Bt

Following radision, the pelieds were resm-
E:-:EEI md wed o paform ge coculmes with

212 PreparuBon of conditimed media
Jrowm 3OO cells

Non-imdised and fmadiated S(09 cells were
seaded at 3 10F cell'on® and mainiamed for T days
withort any medmm dunge. Afiersards, condi-
toned medha were oolleced, cenin foged at 330 g for
10 mirvmes, abiqooted and siored @ -H0%C
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2.2 Isolation and cullure of human periph
eral blood mononuckar cells (PBMC)

CCER WOT (ANaWcy UTten Dxxsg ta = QRN

aged 25 to 35 years, after mformed comsent. PEMC
ol gion was conducted & described elewhare [22]
Briefly, blood was diutad wath PES (1 01) and ap-
phad to the top of Feoll-Pague PREM IUM mead sam
GE Healthcare Hio Scimces, B Uppsala,
weden). Mucmn g for 30 mun,

ewun s - e

Approcimatdy 70 x 10F PEM (5 were obtained from

In arder to evaluate the abdity of PEMC 1 generase

vor thar different gion g » 10° coll)
co’) were incubaed for 21 dlp m M2 sup
plamented with 1% amologons human serum,

100 IUvmd of penicllin, 25 pg'ml of grepiomyan,
15 pg/ml of amphotensan B and 2 M of Lghata-

e absence funstmulited cultures) or the presence

kappa-B Bgand (RANKL), the main osteoclasto.
5_—: enhancers [3] Cultares were incubated =

‘Cmass humidifiad @mosphere, and the
medium was replaced once a week Cultares were
chanacterged for osteod stogensc markers at days 7,
14 and 21

SCCY cells were seadad at 10° or 10¢ celisiom?® and

BOR, FEMA. WIC A00ca = l_’OI | B ) 4
lq‘ehkn{nd cocultures were kept in the same

caltures. The osteadastogenic bebhavor of co-cul
mued PEMC was compared © tha of monocultured

PEMC parformed in the absence or the pesence of
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M-CSF and RANKL, PEMC cultures kept with the
growth ficors serve & $e posgve comtol

232 Cocullure of irmdsawd SCCY cells +
PBMC

SCCY cells were su to imadigion, o e con-
disons defined above. Immediately after, ey were
seedadmxhhomluat&y-aem-m
-‘PBMC using the protocol descnihed in e pre-
VIOuS par. h.Co-aimu armed with noo-r-
radiatad SC as control
Botm-m-aenmumdhluuda
days at ¥ °C i a 5% O, humidfied mmosphere,
and cultire medmm was once 4 week Co-
cultures were chancerpead for oseodasmogenic
markers throughout $he incuhation Sme.

2.4 Vabduyw proliferation of SCCY cells

The co-cultwre experiments described in the pre-
vious section Imvolving sradated SCCY cells showed
that e imaduton conditions comespondmg © an
energy density of 4 Jom? ebated a effect
on osteoclisigensss. Based on these results, hase-
ine laser dose effacts were evalmatad for SOCY cells
subjarted © thes irmdigtion protocol This would as-
st on $e | of the role of the wrada-
tiom geatments of SCCY cels in the modulation of
the cstendastogenic reaponse of PEMC.
Non-smadiated and tmadated SCCY cells were
seeded & 10° and 10¢ celiviom®, and maintained @
the same culture condions described above, for 1)
%mmuywm-nm the
assay atdays L 7 and X0 Cells were incu
for 3b a1 37 °C & the ce of A5 mgml MTT
(344 S dmethyithiamil-2.yi)-2 5. diphenyit et razoliam
bromede ). Culture mediam was remaoved and forma-
zan crytals were sofabdued | DMSOL The atsom.
ance of the was evaluated at 350 nm m an
ELISA plase reader (Synergy HT, Btk ). Remuls
wer asa of the walues ob-
m e contrad (non wrradated SOCY cells).

2.5 Charactenrizaon of the oseockigogenic
response

2.5.1 Tanrug-ressant acid phosphatuse
(TRAP) activity

TRAP xavaty was asessed using the para-nirop
ayl phosphate (pNFF) hydrol yss way[zq nnn,

after solubiizason of the cdl Layers with 0L1'% (w)
Trison X-20, cellular extracts wer mcubated with
125 mM of pNPP i 008 M of tananc aad ad
00 M of citrate (pH 4.5) for 1 b at37 “C The reac-
ton was stoppad with 5 M of NaOH and $he abeor-
bance of the samples was measured 2 405 om @ an
ELISA plate reader Synegy HT, Boek, Winoosk,
Vemont, USA) The results were normalized 10 the
wtal protein coment of the caltures. Qumsficason
of oul content wa perfomed by Brad
ford ‘s method [25] using bovine serum albumin 25 2
sundard Cell cultures were washed with PRS, solu-
tlzad with 0.1 M NaOH and traated with Coomas-
se® Protan Asay (Fluka, St. Gallen, Swa
zerland) Afler 2 munutes of mcuhason at room fem-
peramure, S ateorbance at $95 nm was detsermined
m an ELISA plat mader (Synegy HT, Botek)
wummwwunmnnm
e,

252 Cells with actin nings and expressing
vitronectin and cakisonin recepors

Cell culmires were fixed (3.7% (viv) paradormalde-
hg, 1§ min) and permeabilized (A1% Trom X.

$ min). Actn was stained with § Ulml. Alexa
Puorl 64 Phalisdin (Inwtrogen - Life Technobo-

ges Pasley, Scotand), and vitromecon and clan-
nin rec R ad CTR) uhmm%u

% anti- and [gGs ane-CTR (R& m
mupdn.uw. USA), respacavely.
zon of [g(s ans-VNR and lﬁ:ﬂt‘l‘kwnpa
formed uh 2mg/ml Alexa 1 4S8 Goat ans.
mome [gGa. Cells were obsernved under condocal -
ser scannin g mecrocopy (CLSM).

253 Intracellular synabng pathways

Co-cultures of non-trradiated and smadated SOCY
cells and PEMCwere analyzed for the mvalvement

of mporunt sgnaling patrwaw rdaed to osteod -
gencss The cocuimre men-
uned;hm%bl} ng oradated SCCY cdls showed
tut the encrgy density of 4 Jom? affeaad sgnid-
cantly the oseocistogensc potensal of these cells
Thus, thes energy demsity was selacied to perform
e expenments fxusng the intraceBular pathways.

In addmon, another =t of was per-
formed namely mvalung an tcoculme 5%
em, by cullrng PEMC in the presence of cond-

.onedlnsh( %) from SCCY cells (either nondr-

mmmm uradason cond.
oon.uuu of 4 Nom®). Daa from the o
Mmupm&daumm-&heltype
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the mbsbors are acting on, contributng 1o under.
stand the role of e tested sgnaing pahways on
the 0stan dasio nic response.

Coculmaes of SCCY cells and PEMC and mono-
cultures of PHMC exposed © $he condsonad media
fram SOCY cells astahbished a desoribed hebor,
were treated with commercal pathway inbehiors
throughout the cullue ame, and were chancierced
at daw 14 21 for TRAP actnaty. The followang
pahways were teged MEK (mbibitor L0126 1 M),
pE (mbabetor SPA2I%, SpM), NFEB (mdehnor
PDTC, 10 M) and INK (b bitor SPAOOL2S, 102M).
Resulis were com parad 10 those observed in monocul-
tured PEMUC teatad with the same inhihitors.

2.6 11-11 and PTHrP gene expresson
by SCCY cells

Noo aradated and Lser-araduged SCCY cells were
culturad (10* celisiom®), as deacribed ahove, for two
and nine days. The selecied imadiation conditions
were those that elicsied 2 lower asteoclast response
in the co-cultares of smadued SOCY cels and
PEBMC gorresponding 1o an energy density of 4 ¥
car ). Quitres showed 2 oconfluence of abomt 30% at
2 days and were conflosnt a1 9 da. SOO9 cells were
assessad for e exprasion of [L-11 and PTHrP at
these culture times. Totd RNA was extracied uung
the Nucleo Spin kit (Macherey-Nagel, Daren, Ger-
many) followmg e manufactrer's mstrodtsons and
amp Ny fie reverse ransonpuise polymerze

Table 2 Pameniwied o RT-PCR andyss of SOCS colmares

chatn reacoon (RT-PCR) methoad (Titan One Tube
RT- PCR sptem, Rache, Branchburg, NI, USA),
with 35 cydes and an annsaling tﬂKrmreot 55°C.
Table 2 dplay e primers wed RT-PCR pro-
ducts were anadyzed on 1'% (wiv) Ll Gel
hand mienaities were andyzed uang e Image J 1.41
software and valoes were expressed & the percentage
of the corresponding GAPDH valoe of eaxch expen.
mental condason

27 Sussical analyss

Three mdependent expeanments were performed,

each one i triphcase. The data were analyzed hased
on mean and standard devason waloes. Anayss of
vamance (ANOVA) was employad for the compan-
sons with the asd of the GraphPad InSut3 software
program. Stisstical sgnifcace was deeermined
wang Tukey's test with the leved of syndficance sat

ass (p 008

3 Results

31 PBMC cublures as a model
Jor osgeockitogenesi

In order 10 evalmte the sumtabdity of PEMC cultures
© genente 2 hagh number of mamire csteodasts, the

Gene Prasser Sequesce (Forward)

Prisxs Sagecece ( Reverse)

GAPDH S5'CAGGACCAGAGTTCACCAACAAGTS
-1

PTH® S GACTOGOTTCAGCAGTGGAGCS

S OTGOCAGTGATGOCATOGGACTAOTY

SLPACTACTOCTOCTGAAGACTOGOCTATGA-T SCATGOGGAAGAGOCAGOGCAGAAGTOTATA

SLCATOGAGCTOCAGOGACGTTGT-

- T
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Figwe | PEMC caliresas o sadd (o cstoondstogeacs. Cel wore cal ged & B alyene (@uSnduial) of grescae

(stenlaad) of moosdisset MOSF aad RANKL Gr 21 days (A) TRAP actvity, (B Procsce of wts sap

e e

of vircaccEs soopdons (WYNR) aad calcivass woopions (CTR) e steula ol cdiire. * Spafcasl ko fos wstine.

bl el Whine bars regroicst [ 50 pes

wew NMuhriIme +2n ne v 0
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In the absmce of the growth oo, cell ¢
digplied low TRAF acmty droughos e 21-day

moghagon time {Fgore 1A} The preence of H
CSF and RANKL ebioted 2 sgmaficand m —

as actmn rngs and e expression of vilronecin and

3z oraraw»M+«/»acax »jsccams::

SCCY celis, seeded at iwo densities (WP and 109
ceitenr ), wer oo-cufiured with FEMC and fhe -
tendastc respovse of cocuimes was evalamed (Fig-
mre Xy

The co-culture of SCC9 cells with onstimolaed
FEMC revesied a significant moyease in TRAF a-
trvaty. With the kwer SCCY cell densaty, TRAF ac-

positve comiml), ~&¥%. In the coculmres per-
formed with the higher SOCY cell density, TRAP ac-

lI@¥/[*{-za>jud mau zo a< thee
a=_eetieixc.

-
-
aul

A

FEF [ 218 [ ~aa L Sl =Sy Lo
L e L ELLE S LT ] e i 'y

=
]

Sarmaliced uslis of TRAP J>
=

FuE,
T N

3.3 Effect of laver irmadiafion in the

oondisoms prioT @0 cocuime with FEMOC, md the

mm:l untld day 14 (Figare 3A ) nevertdess, ai day
mmporiani chang= me worth 0 node L e -

wavelength (660 nm-4 Moo 40 mW) and especally
an imorease o the ompw power |70 nm- 4] heavi-
TomW), promoted a sharp decreass in TRAP acsv-
gy (<60% and -90%, repecovely) The other meo
iesied energy densages (2 and & Mooy did not sagnd-
santly affect cell resporse.

In e case of ihe oo-cmitores perfonmed weth TOH

ome wang 2 higher ompat power (T80 nm-4 J o
Tom'W), promoied dhe highest decrease in TRAP

<aer2’fienm B»u«+/<u aéy°*’aieu«$rra
a a»>eo»eJl«»vera aatn.

R
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7

SOCwPaWC
(M coln o)

Fgeed Efec of e sadaton
2 B el oocdlsioge e poke sl of
SOC9 o TRAP wtvily was
mcdral i coculipes of 3009 -
PEMC pedamal wih SOC9 pee.
visdy cxpunal o ddlle e alrralse.

5
1
I

lil MI‘ ﬂmmui&ii

/!///'/.'
v} 12717171

SOCHPFEWC
(0 crlln'crny

WEENEEF,
T AT A

tie comdifin. *Sigaibondy & F /174747 LA AL ES
forest from cocdisrs porfosnal
wilh scnertadinted SOO9 ol g B Dy 4 LRl

sponding © 4 Mom®, and ako seeding the cells a1 107
and 10 celislom® (Figare 4).

Compared to the contm | (absence of urradison),
2 was obsarved that SCCY cells seeded at WP celld
co’, and subjectsd %0 differest iradation condi-
tons, exhiteted an morease m cell vash day/proiden.
txon throughow e cultre penod, being the effect
more notonows & day 10 bowest wsted wave.
length (&40nm elicted the haghest cell response.
Reg.m‘g )amwu performed with W SCCY
caldan’, @ day 1, cell vahility was siighdly lower
than the control, while after longer culture penods
cell response was smilar or hgher than noo-uma-

204 . D Day |
i " 8 Day?
il [Iml 1
[ W Dy 10
! e 2 Y R R
» N l /7 7 7
& A A e

Fywe d C viddinypoolifeatn of SO0T coll callters
cxpoed © oot ndidios cnditios. Cal rogusc
was cvideged wilh Bie MTT wouy. Rowls we expeesal
43 % o B ot 2l posesalid ol SO0 cels).

34 Intraceludar mechanisms involvel in the
PBMC oseockiswogenic response modulated
by luser-treated SCCY cells

341 PBMC + SCC9 co-culbires

Rgue § shows the resals for TRAP acovity mes-
wred i mon ocutured PEBMC and oo-caltured PEMC
with noo-imadiated and Srradiged (4 Mem®) SCC9
celis, treged with speafic inbdbnors of MEK, NIXB,
p3% and INK pathways

In monocdizared PEM TRAP acuway de
aeased partully = the presesce of LOIX and
SPEDI2S (MEK and INK pathway mhibaors re
speanely), and was complesly aokshed with
POTC (NFkB y inbddiowrs). [nsiead, the pre
sence of SB %(p!%plhnvnt“a)ddm
sgnficanty affect TRAP activary.

Co-caltures of noo-trradiged SCCY cells o
PBMC treased with the same pathway inhibe sors pre-
senied 2 different behavior. L0126 and SB
had no sgnificant effects on TRAP actvity, but cell
response decreased in the presence of PDTC and
SPEDI2S. Comparativay, in the co-cultares of ura
dated SCCY cells + PBMC 10126 and SB202%0
camed 2 agifant decraise on TRAP aciwvaty,
POTC and SPOOZS alo reduced TRAP activaty,
and the mhibitory effec was higher than that in the
oo-almra done with the nom-imaduated SCCY cells.

, Tegardiess the mtracelinlar g Pt
-yn ar, e decrease m TRAP acovaty ob-
sered i the cocultues mvolving trmadiased SCCY
cells was mor nobonows with TE)am-4J)jom’.
TomW, followad by 660 om-4lom®d0mW ad
e TE0nm -4 ) 40mW, alsa, the inhibution was
more pronounced at day 21, Ths pastern was semalar
in $e co-cultures perfrmed with $he two SCCY cell
densities (1P or W0 cdisom®).

R T ETE Y rmm
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3.4.2 PBMC cultures reated with
condisoned media from SCCY cells

In arder 1 further characaze the miraceliglar me-
chanesms mvalved In e osteoc reaponse
ebated by SCCY celis (subjected 1 different srada-
o0 cond ons ), at the level of individaal ef-
fecs of the testad inhibitars on PEMC cells, PBMC
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Figwe 6 It ncliohs sechasms avobal o Bic sodale
Sos of e oaic wposie by condiSosal maliy

from SOC9 . TRAP weo sxoacd = PEMC
caliaes veatal wvilh [N cadioea! meda coleciad
from soo dralicd and valigal SOC9 ol @ Be pre-
s of selociy o g By pufoway bk TRAP ativ-
ity & gresesal o % of s ae of Be comrol (PBMC cal-
e beadal wilh comndilone d malium (am ae-crndanl
celk ual meslised & Bcabiowe of ey puliwiy waieie.
o). Sipifcaal Elforest fom Be ool culiies ol
wilh aditosal meda (o sosaraligal SO0 el

SPVME 10 M UINK)

—

=

? .

S0l

—_—

—

g—"

[re—

—
—

.

/ll
/1 77 / 7/

~
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= ol s of svs<n aligal wd
malgal S(0Y o - PEMC
poriosnal & Be procace of sdec.
B gy uBiway sadsbilons
TRAP activity & pescatal o % of
visuln, o somaicdios wib
B sl obtesed o coculliars
porioencl wilh mearadaial odbh
i el musstoacd = U docace of
-yp-lhuy“!‘um.p:
' e, svaccdiral PEMC wes
@0 ol wih Bc sanc shibi
/ wos. aad Be oSt on TRAP asiv-
Ly
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My wis ovasgal
izt rom cocal wes of sosar-
adued SO09 odl « PEMC

~

monocuitures were mpplementad wath condmoned
meda from noo-fmadaed ad imadatad SCOY cells
and trexed with the different imhiteton (Figuare 6).

Control cell culmures (mamtamned i the absence of
any sgnaling patvway in hebetor) revealed high and -
mélar TRAP acovaty values at days 4 and 21, Follow-
ing treament with the inhihito s, and despite the iden-
oty of the mhiteior, 2 decrease on TRAP xcovity was
always observed at day 21 of cultare, i the présance
of conditioned madia from irradiated SOCY celis. The
eflats were more pronounced with T80 am-4 ) fom®-
TomW, followed by t&0nm-4Jjlom*-40mW and then
T80 o4 o0 mW.

35 Expression of IL-11 and PTHrP
by SCCY cells

Noo-rradized and gradiated (4 Mem?®) SOCY cells
were evalmted for [L-11 and PTHrP expresion,

usZmd‘)dapdmnMMd-
tre times, culmres «30% confluence and
-ueconhml.rea:edndy

Expresson of [L-11 by nonsmadated SCCY cells
increased from day 2 to day 9 of culture. Cells ira-
dated with 20 am-4 Moot 40 mW and by 680nm-
4 Momi 40 mW conditions exhibied greater [1-11
epresmon («42% and -29%, respecaively) = day 2,
howewer, at day 9, cells showed decmased 111 -
pressiom (-20.25% ) folkming any of the fwee
ested praduton protoools.

PIHP expreson by non amadiated SCCY cels
was ssmdlar at days 2 and 9. Alo, imadauson wath
T4 om -4 Jion® -4 mW and 660 nm-4 Jem® 40 mW
protocols resulted i mcreasad expressom (-27%
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Figwre 7 Eprosis of TL-11 amd
FTH:F peaci by aos-ssalsaal
aad Fralsaded 3000 el calaal
lew 1 asd Pdup Geae cgdcass
wad aalyral by RT-PCR. * Spad-
amEly el bem Sos-asa-
daal el SOTT eI

Kelagive expression

-
-

Ly 2

e it [ " Y A L’

and =17T%, :—.;E.:hﬂ}'}ud.l.}'l;ud 9, EApmes-
s of PTHrP was notf affeced wigh mirvi—4 I

cor 40 mW and &40 4 Moo 40 mW mrradiation
bt decreased (~30%) with TE0nm -4 Jiom—T0m'W
i e

4. DNscussion

OSY & an aggressive malignant meoplesm, fre-
guendy asnoated to mwsmon of bone Deene,
namsy, m the mandible and maxilla Fadents s
05X ar wualy subjecied to demotherapy and
radictherapy [12, 13], which may camse, in the major-
iy of cases, moorsdtis [14] Duoe o thes, ant-indlam-
m.a proaches tha aim io redoce muoocesiis e
'n:l:rrfm:lu.l.:mu of OSCC thenpy.
PEM therapy & one of the siraiegies nsad in ds
comiexi [14] As tmmor cells or premalignant cells
comld be irradiated onimentonally duning e treat-
meant of oral mooresitis with PEM therapy in cases of
head and neck cancer, ewinating the sieas of her
iradiation pammeaers on fwmor cdlk & 2 wry im-
ponant swoe and has been the focus of previoos re-
pons [BH-19] Since the development of cetenl pic
maastases & fragoenty ssociated with SO0 the
aim of thes work was io evaloade the effecis of differ-
eni lowdevel Liser radiations on the ostendasio-
modulaton propenties of an OSCC cell bne
Egﬁﬂmuﬂnjilmﬂeﬂdmm
PEMC were nsad as csteoclast precuorsors, sinoe

this o=l pogo lation soppors o high degree of osten-
:lﬁuﬁcﬂ[ﬂ].kn:nh%,ttq
of PRMC colwres with M-USF and caed

.1::.%:-::&2-:. the acti vy of the cstandast mar-
ke P, oand alen in the amoont of celdls desplay-

g mmporiand celeodasl featores, soch a5 o@D nngs
and wironecin and calofonin recepiors, SuFFesting
the formation of folly differemised cstenclass [25]
This & in bne with the wellesnhlisiad role of both
growith facios on ostend astogeness [26] Thos, n
ithe present work, mon-sopplement ad ~ culines
were regardsd as onatimuolaed pecorsars, whersas

a
FTHrF
-I“ |+I‘

iy [y 2 [y

| ET R T W B’

PEMC ooltures sopplemenied with MAOSF and
RANKL were med as a positive oontral 1o address
the ceienc st gl of SCCY cells.

The abibity of SC09 cells to induoce osiendastc
differentiation was evalnmed in on-ooltures of 5009
cells and PEMU, performed for 21 days. Do o the
soarcey of mmjormadson £ the behaveor of on-
ooftored SO0 cells and =t 5009 celll seed-
ing dercaties were meed With the kwest cdl denaiy
(1 SO0 an’), TRAF actvity of the oo-ocoliures in-
oreased :pd:..:l.;:?' ocompared with that ohserved
i The e precursors, and was ewen higher
than thai obsarved i PEM coliures supplemented
with M-USF and RANKL {the positive control). Be-
Ej:ll:gl.l:t oo-cnliares established wath the higher

% cell seding dersity (10% o), TRAP actnaty
was ako than tha measored m onsimmmlaied
PRMC oolores, and similar to that of FEMC ireaded
with M-CSF and RANKL. The difference om ihe
magnitnde of ihe cdl resporse on both co-coltures

e explained, a1 beast by the differemnt
rann FEMOCSY cdls in nfu::]:;u'er wer in the
culture with the higher SO0 ol density],
aflacong the wabne caloolated for TRAF acoviny, doe
in e normaloaison et the dodal prodemn comderd.
Mewnheles, the resobs soggest a high osteoclasin.
gemic potential of SCC9 cells, namely the abllity 1o
sappornt osendast development in the absence of
amy cetendastiogenic enhancer, io a degree similar,
or even higher, than that obsered in PEMC sopple-
meniad with the clissc M-CSF md RANKL mduo-
cers. This & i line with previoos where an
ceten: lasingenic potemtial was obsaved for other
aral SO cell Bnes [t was observed that oondiioned
media from S04 cell ne was ahle @0 sappont an
inrease in TRAP saming i PEMC 2], Alo, BHY
cell Bne was ahle @0 promote an inorease noosieo-
dast response, edher wang condi toned media from
tha cdl bne, or in coculiores with osteodasis [4].
Recendy, Cmoe et al . aka obsered
ondmoned media E: }]!El HSC30R and
HECAOTT Bnes promoied an morease in osiend as-
ingenesis, in oo-coliores of mice osteodasis and os-
e b
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HNexd, ghe o i of imadiaded
SO09 ﬂ-uwmm:ﬂmmhﬁ of
SC09 cells and PEMUC SO cells were subgecied 1o
difiereni mradistion prodocoks, namely 2 Mo, 4 N
cor” and & JAan®, and were subtsequently co-coliured
with FEM{. Regarding cach snergy dersity, diffes-
SNl PATAMEiETS 'Ierendl.ﬂ.ed.. mdudng the wave-
bangpih, om R expreane jumes, wihech wane
deiem msﬂi-rqltren:n'lnrtdn-:uhm:l
i in ansdes tha ewsed e effea of FEM ther-
apy on tomaor cedls [16] and m a2 recent syaemane re-
view [14]. In that review, i was thai ireai-
mantof cral mocosits shoold be perionmed with the
dose of 4 Jjom® per point for devices that emit rad or
imfrared laser, with an ouipo power rangmg from
10mW i 150 mW._ This, i the pressnt work, frma-
dision iime was calonlsied meing dhe following for-
mula- imme {5) = floence (J/an) = area (oo ) power
(W) The formuola was v ihe aoihors
g the aiecove afier ihe
ﬂge!:-:l mrrachiatson l.hr-:-ughm ihe ies 1ohe {ml:d.:.l:dm
in aconrd ance with Sihva edal 2002 [90] )

[rradiagion of SCCY cels with energy dencimes
comespondng o 40dom elicied a  promonneed
change m l:fi:r imteracton with PEMO. Maore pre-
ciely, co-culiurss of rrachiaied 5009 cells
and FEM{ presenied a significani redociion
TRA Faarviry. The decrsase was hisgher with an ora-
diason proincod mevalving 4 hegh wavelength and oot-
pot power (T30 nm and 0 mW), the omndmons al-
lowng the hagher efieane power. Cofdadenng the
ather two profocols (40 nm and 40 mW; T4 nm and
40 m'W ), with sim ilar sfeative power, the deorease in
TRAP wi higher with the prodncal
ihe mﬂ?‘ﬂmlﬁﬁﬂ:l nm, redFl:ll.:.i:r]. Wiih ihe
ammn w0 ondersiand the mdm doal eflects of laser ora-
diamnm om dhe hehavior of 5009 cells, a hasaline for
the Lassr afecs on S(C9 vabedniprolderason was
esta bl mbed, by wang, the condione 1hat ebe ned a sg-
rafcam modulason of ogendastogensas (4 Jiant ) It
'u-:hen'edmutehe-pug,uﬂ-::mmlm
did not aflect {ooltores perfommed wigh 10 celisiam®),
of marskenily decreseed (ooliures paformed with
10 celis'om®™) cdll vishility. At longer onliore perinds,
a significant morease in cedl respon s was obeerved in
vt el crobiare: o el rec erradias on wrdh dhe o
o7 wawlength cansed the highest inorease imcell via-
hiwﬂlmc-:ﬂ'w:edhlrn:ﬁhﬂ.

arder i gan some reaghlt mio the mechan-
e irvolvad i the olfsered cell e, e oo-
culmres of SCC9 cells + FEMUC were analyzed for
the ooninboton of sseral miraceliolar sgnalng
pathways imown o be mwhed I oseodastogen-
esim, mamely MEK, NFiH, 1.|:-:|l]'-I'H'. e
[24. Om monocolorss of HE]'I'..I.l:-:I
mﬁpqlr&mntqﬂﬂdmﬂm

e of gpecife mbdhitors (respectivey,
lll:ll"l& and SPSOOCH) redoced TRAF acoviy.

WFH way was essenital, as dhe FDTC ¢

I:ﬂ..:llh::lru:n:l resporse. [naead, pE F::ﬁ;'
did nod show 2 significant coniriboion {no effed in
TRAF aciviy in the pressnce of 190 Coam-
i ihe monooobored PRMY ooeocoliores o
non-mradiated SC(Y cells and FEMC showed a dd-
fereni hehavior regarding TRAF actvity measured
m e af 1he paibway mbdhsors. Somlar 10
i observed m PEMLU monocniinns, p3s pathway
ﬂﬁmmmmm im cell resporses, and
pathway had only a paroal conmibonon. H o
ewer, MEK pathway seemed to be not mvalved in
cell response, and the NFEB patay had a signid-
nu:lg ferwer comdmiberison.  Foriber, mrradiason of
SC(Y cells prior to op-cobiure with PEMUO camed
rant changes m these pabways Unbie the oo
:‘Ipl::::l'ﬂ o n:ul:;'-:nu:h.:.ln:l El'l"."?i E!:I- + FEMLC, m=-
wuhs tha MEK and 235 WeTE -
voived s the ¢l responsc. Fubther,an wreguation
ﬂHFﬂMMmﬂmdjimwedhmw.
The effecs of the pathway mhibeinrs were
mare  sgrdeand wih e mmlmuﬂulmh

&0 nm -4 Jio? 40 mW and TE0 nm-4 M
L dhe led one), and ad day A, ihe condi-
mﬂm& 'Il.hl.l:-:rh'u'n:ﬁ:n:ll-
fogenic podentid of cocolmed SCCY el The pat-
ferm of o=l was smeler m the on-onlores
periormed with the twn 5009 cell denanes. How-
ewr, i s imponiant o eghlghd ihai osian dasiogen-
£55 B 2 veTy imincate process, which mveodves a com-
phex memwork of dfferant miraceliolar mecham s
[, 2]- Tt & the som of all mdividoal comis baosons,
whch are modolaed by many differemt miracefuolar
and extraceliolar strmok that doiae the fnal Jfler.
entation siae of PHMA The present sidy eveak
that irradiation of SOC9 cdls prior oo-onltore wath
PHMC has the abiliy i affect the compley misrplay
of mincellir pathways that suppont oseoclasn.
g, =iih a ghobal negatve mmpaci on e pro-

em ks o nole tha e osten
esp mode] med m e preser work mvolved o
different call . S0 cells and PHEMC.
Tham, mmdernaialing n which el yps the nliters
are aoling on appears as 2 ontical poind_ In order o
address this Bsoe, the same 28 of experiments was
ool docied weth an mdiren coecobiore model, Le cell
onliures compossd only by PEMC, and treated wath
ocondmoned media from monarmaduted and oo-
dizted SCCY callz (Glohally, the resolis were o en-
cal 1o those observed m on-coltores, which strongly
soggeis 1hat the mam efieds ohsaved m the pe-
sence of signaling padway imbobsiors are related io a
hﬂﬂtﬂﬂtwmiﬂam]’ﬂﬁ?mﬂmi
oo segmendy, represant 3 modolsion of some im-
[pecirt s . o mtraces ol - e RIS EECVEnG O Sleocl a5

e cells {or thar precarsors) by SO0 cells
The actiwation of the ostenclisingenic mechan-

Eme by (BCC & very complex and mwnhes many
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