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Resumo

O carcinoma epidermodide de boca (CEB), contém uma populacdo de
células denominadas ceélulas-tronco de céancer (CTC), responsaveis por
sustentar o crescimento tumoral, desenvolvimento de metastases bem como
resisténcia a terapia. O tratamento do CEB pode promover o desenvolvimento
da mucosite oral, caracterizada por uma inflamacdo com intensa sintomatologia
dolorosa. A fotobiomodulacdo (FBM) é utilizada para o tratamento e prevencao
da mucosite oral, entretanto, existe controvérsia em relacdo ao uso desta
ferramenta terapéutica em pacientes com CEB, uma vez que a mesma poderia
atuar favorecendo a progressdao tumoral ao atuar em ceélulas neoplasicas,
incluindo as CTC que possam ter permanecido no local apds o tratamento. Desta
maneira, este estudo teve como objetivo avaliar in vitro a viabilidade celular e as
caracteristicas de CTC de linhagens celulares derivadas de CEB apo6s a FBM
com parametros dosimétricos utilizados para o tratamento da mucosite, por meio
dos ensaios de formacdo de colbnias, esferas e citometria de fluxo para os
marcadores de superficie celular CD44 e ESA. Dentre os resultados obtidos, a
viabilidade celular e autofagia celular viariaram em relacdo a frequéncia de
irradiaces, 0s grupos expostos a uma unica irradiacdo apresentaram perfil de
promocédo tumoral, o grupo LED1+3J/cm?2 apresentou aumento de viabilidade
pelos ensaios de MTT e VN, bem como reducdo de unidade arbritarias de
autofagia, contudo, o aumento foi inibido quando as células foram expostas a
irradiacGes diarias, onde LED3+3J/cm2 e LED3+6J/cm2 ndo promoveram O
aumento de viabilidade celular. O grupo 6J/cmz apresentou um perfil inibitério de
viabilidade celular. Ndo foram observadas alteragcdes nos genes relacionados
com fonotipo tronco, transicao epitélio-mesenquimal e diferenciacao celular. Nao
foram observadas alretacbes nas populacbes celulares CD44/ESA. Foi
observada reducdo em formacdo de esferas para os grupos LED3. Os
parametros dosimétricos que mais se aproximam da pratica clinica, ndo foram
capazes de aumentar a viabilidade das células tumorais nem favorecer o fenétipo

tronco.

Palavras Chave: Fotobiomodulagéo, LLLT, LED, células tronco de cancer



Abstract

The oral squamous cell carcinoma (OSCC) have a subpopulation of cells,
termed as cancer stem cells (CSC), responsible for tumor growth, metastasis and
therapeutic resistance. OSCC treatment may promote the development of oral
mucositis, characterized by an inflammation with severe symptomatology.
Photobiomodulation (PBM) is a tool for treatment and prevention of oral
mucositis, however, the use of PBM remains controversy as it could promote
tumor progression by acting in neoplastic cells, including the CSC, that could be
remained in the tissue after treatment. Thus, the aim of this study is to evaluate
in vitro the cellular viability and CSC characteristics in cell lines derived from
OSCC after PBM using the clonogenic and sphere formation assay as well as
flow cytometry to investigate the expression of CD44 and ESA. This study results
show that the cellular viability and cellular autophagy results vary in relation to
the irradiation frequency, the groups exposed to a single irradiation presented
tumoral progression, the LED1+3J/cm2 group presented raise of cellular viability
trough MTT and VN assays, as well reduction of arbritary autophagy units.
However, the promotion was inhibited when the cells were exposed daily, where
LED3+3J/cm2 and LED3+6J/cm2 groups did not promote the cellular viability. The
6J/cm2 group presented a cellular viability reduction profile. No change in gene
relationed to stem cell fenotype, epithelial mesenchymal transition and cellular
differentiation was observed. No alteration in the cellular populations marked with
CD44/ESA was observed. A reduction in sphere formation was observed for the
LED3 groups. The parameters used for clinical practice were not capable of
promoting the cellular viability of tumoral cell lines, nor favor the stem cell
fenotype.

Key Words: Photobiomodulation, LLLT, LED, Cancer Stem Cells
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1 Carcinoma Epidermoéide de Boca

O cancer de cavidade oral representa atualmente um dos mais frequentes
tipos de cancer no mundo, sendo considerado um problema de saude publica
mundiall. No Brasil, o cancer oral ocupa a quinta posicdo dentre os tipos de
neoplasias malignas mais comuns no sexo masculino, sendo o décimo primeiro,
entre as mulheres?.

Entre os varios tipos de cancer que afetam a cavidade oral, o carcinoma
epiderméide de boca (CEB) é a neoplasia maligna de maior prevaléncia,
correspondendo a cerca de 90% dos casos®. Para seu desenvolvimento, pode
ser categorizado em fatores de risco de duas formas, ou seja, em fatores
intrinsecos e extrinsecos. Alguns fatores de risco extrinsecos correlacionados
com o desenvolvimento do CEB mais comuns sdo o tabagismo, consumo de
alcool, exposicdo prolongada a luz ultravioleta e infec¢do pelo virus HPV. Os
fatores de risco intrinsecos constituem a deficiéncia imune, deficiéncia de
vitaminas A, E ou C bem como a susceptibilidade genética.’?

Frequentemente, os pacientes com CEB sao diagnosticados em estagio
avancado da doenca, sendo que 21% dos pacientes apresentam metastases
cervicais e regionais no momento do diagnostico e desta maneira, a taxa de
sobrevida é estimada em 5 anos em 50% dos casos*. Em estados iniciais, o CEB
pode se apresentar como uma alteragcéo indolor e com a evolugdo da doenca,
pode haver desconforto ou sensibilidade, acompanhados de um crescimento
tecidual ou lesdo ulcerada persistente®. O CEB pode se manifestar em diversas
regides anatdbmicas incluindo assoalho, dorso e borda de lingua, gengiva, palato
duro e labios; sendo mais frequente nas regifes de assoalho e borda lateral de
lingua.*

A regido de cabeca e pescoco se caracteriza por ser rica em vias linfaticas
e, por esta razéo, a principal via de disseminacéo do CEB ocorre por drenagem
linfatica de células tumorais para os linfonodos do pescoco. A presenca de
tumores metastaticos representa um fator critico para a sobrevida dos pacientes,

sendo responsavel por mais de 90% da taxa de mortalidade associadas aos
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pacientes com CEB. Aproximadamente 40% a 60% dos pacientes desenvolvem
recorréncias ou metastase a distancia.®’

O prognéstico dos pacientes com CEB € avaliado caso a caso, no qual
sdo avaliados o tamanho, infiltracdo e localizacdo da lesdo, bem como a
disseminacédo metastatica e o grau de diferenciacdo da neoplasia®. Atualmente,
o tamanho do tumor e a presenca de metastase regional permanecem sendo 0s
melhores indicadores de progndstico do paciente, com implicacdo direta na
determinacéo do tratamento@.

A cirurgia e a radioterapia séo, isoladas ou associadamente, as principais
modalidades terapéuticas aplicaveis ao CEB®. O tratamento quimioterapico é
muitas vezes associado a radioterapia e drogas a base de platina, como
cisplatina ou carboplatina, sédo frequentemente utilizadas em combinacdo com
5-fluorouracil ou ao anticorpo monoclonal Cetuximab, sendo este ultimo
responsavel pela melhora na sobrevida dos pacientes'®. Todavia, o CEB
apresenta resisténcia ao tratamento radioterapico e quimioterapico e entre 20%
a 30% dos pacientes desenvolvem metastase e/ou recidivas locais apos a
terapia inicial'l. Recentemente, acredita-se que a resisténcia a terapia esteja
associada com a presenca de células denominadas células-tronco de cancer
(CTO).

Tanto a radioterapia quanto a quimioterapia estdo associadas com efeitos
adversos, 0s quais podem ser categorizados em crénicos, infecciosos e agudos
bem como complicagcbes decorrentes dos efeitos adversos. Dentre as
manifestacdes cronicas, exemplificam-se: dor ou sensibilidade, limitagcdo do
movimento ou trismo, alteracbes do fluxo salivar e xerostomia, alteracdo do
paladar e halitose. As manifestacdes de caracter infecioso podem ser caries,
infeccBes periodontais e halitose. As complicacdes agudas mais comuns séo
irritacdo cutadnea e mucosite. Por consequéncia destas manifestacbes, 0s
pacientes podem sofrer com episédios de vOmitos, diarréia, depressao e
desnutricdo afetando diretamente o progndstico e qualidade de vida do paciente.
Neste contexto, reduzir a manifestacdo e severidade dos efeitos adversos é

fundamental para o paciente.'®- 12
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1.2 Células-tronco de cancer no CEB

Muitos estudos tém demonstrado que neoplasias malignas de origem
hematoldgica e solidas possuem uma populacao rara de células, denominadas
células-tronco de cancer (CTC), com potencial proliferativo indefinido, sendo
responsaveis por sustentar o crescimento tumoral bem como pela recorréncia e
metastase'* °, A presenca das CTC em neoplasias malignas esta associada
com maior taxa de proliferacdo tumoral, decorrente de sua capacidade de auto
renovacdo e divisdo assimétrica e, conseguentemente, maior instabilidade
genética.1®

Acredita-se que as CTC em diferentes neoplasias possam surgir, a partir
de células-tronco regulatérias do tecido de origem que tenham sofrido diversas
mutacBes, no decorrer de sua longa vida util, justificando portanto as
similaridades moleculares entre as CTC e células-tronco normais; células
progenitoras, que ainda possuem seu potencial de auto-renovacao porém
reduzido, podem também ser alvo de mutacdes mdultiplas e por conseguinte
promover o desenvolvimento tumoral e ainda, células diferenciadas podem
adquirir caracteristicas de células-tronco e sofrer o processo de des-
diferenciacéo.’

Quatro caracteristicas fundamentais definem as CTC: (1) potencial
tumorigénico quando inoculadas em camundongos imunodeficientes, (2) podem
ser identificadas por meio da expressdo de marcadores de superficie
especificos, 0 que as distingue das demais células que constituem a neoplasia
maligna; (3) sdo capazes de reconstituir a heterogeneidade tumoral, auto-
renovacgao, assim como as células-tronco normais; (4) podem ser transplantadas
em série, indicando que possuem capacidade de auto-renovagéo.41518

As CTC foram identificadas primeiramente em leucemia mieléide aguda
(LMA) a partir da caracterizacao de uma populagao celular rara, identificada pela
expressdo dos marcadores CD34 e CD38, caracteristicos de células-tronco
hematopoiéticas'®. Foi observado que somente a populacdo de células
leucémicas com o fenotipo CD34*CD38 isoladas de pacientes com LMA foram
capazes de iniciar a LMA humana em camundongos imunodeficientes
NOD/SCID, podendo ser ainda transplantadas em série nos animais, resultando

no desenvolvimento da doenca. Além disso, os animais com LMA apresentavam
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nao somente células CD34*CD38 mas também células CD34*CD38*, as quais
representavam a maior quantidade de blastos leucémicos, indicando que esta
populacdo de CTC, identificada pelo fenétipo CD34*CD38 era capaz de se auto-
renovar e reconstituir a heterogeneidade tumoral.*®

Em 2003, uma populacdo de células raras com fenétipo CD44*/CD24-
com potencial tumorigénico foi identificada em cancer de mama, sendo capaz de
se auto renovar e reconstituir a heterogeneidade tumoral apds ser transplantada
em animais imunodeficientes?®. Atualmente, diferentes populagcées de CTC ja
foram identificadas em neoplasias malignas solidas, incluindo aquelas
localizadas na mama?°, pulmé&o?!, ovario’> e CEB?3. Essas células tém sido
identificadas por meio da expressao de marcadores de superficie celular
especificos, 0os quais sdo correlacionados com células-tronco, dentre eles os
marcadores CD44, CD24 e CD133, bem como pela atividade de enzimas e
ativacdo de vias de sinalizagdo.?42°

CD44 é uma familia de glicoproteinas expressas em diversas células
derivadas dos tecidos hematopoiéticos, endoteliais, epiteliais e mesenquimais.
Possui diferentes isoformas que atuam na adesdo e migracdo de células T e
células B, na ativacao de linfocitos T e células natural killer. Atua em vias de
sinalizacdo que resultam na producdo de TNF-a e IL-1 nos mondcitos,
modulando a inflamacdo crénica.?® Na tumorigénese, CD44 atua em vias
relacionadas com maior agressividade?42’. CD44 possui uma regido para ligagdo
com o acido hialurénico, e no CEB, a ligacdo de ambos promove a ativacao de
EGFR e TGF-B, sendo correlacionado com a resisténcia a cisplatina, maior taxa
de migracdo e proliferacdo celular.?® Dentre suas isoformas, CD44v628 é
expressa em tumores associados com alta taxa de proliferacéo, invasdo celular
e resisténcia no CEB devido a sua interacdo com EGFR?6:2829

Baseando-se na expressao de CD44, Prince et al. (2007) identificaram no
CEB células com alta expressdo de CD44, as quais apresentaram elevada
capacidade tumorigénica, sendo capazes de reconstituir a heterogeneidade
tumoral quando inoculadas em animais imunodeficientes, mesmo em baixa
concentracéo??. Por outro lado, as células que apresentaram baixa expressao de
CD44, foram incapazes de formar tumores mesmo quando inoculadas em
elevada concentragdo em animais imunodeficientes?3. Adicionalmente, células

com alta expressédo de CD44 (CD44"9") possuem elevada capacidade de
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formacédo de esferas e colbnias, expressdao aumentada de genes associados
com o fenétipo-tronco e resisténcia a terapia®® 3! Alguns trabalhos tém
demonstrado que a expressdo de CD44 esta associada a tumores pouco
diferenciados, pior progndstico e menor taxa de sobrevida dos pacientes com
CEB.31| 32

Embora o CD44 seja um marcador amplamente utilizado para a
identificacdo de CTC em diferentes tipos de neoplasias solidas, ha um consenso
na literatura em relacdo a necessidade de utilizagdo de uma combinacdo de
marcadores, pois se acredita que a aquisicdo da expressao ou 0 aumento da
expressdo de diferentes marcadores de CTC sd0 necessarios para a
manutencao do fendtipo tronco.

O marcador ESA, denominado EpCAM (Molécula de adeséo celular
epitelial) consiste em uma glicoproteina transmembrana do tipo |, expressa em
alguns tipos de epitélio normal, células-tronco adultas de diferentes tecidos bem
como em células-tronco embrionarias (CTE).34 % Esta localizada na membrana
basolateral da célula em um complexo formado por CD9, CD44 e claudina-7,
sendo essencial para a manutencdo da auto-renovacao e fenétipo pluripotente
em CTE. Sua elevada expressdo em tecidos saudaveis esta associada a
ativacdo de vias de sinalizacao intracelulares como Wnt, além do controle da
proliferacdo celular, migracdo e diferenciacdo durante a morfogénese e
regeneracgdo tecidual.®® 37 Atua no contato célula-célula e também transmite
sinais da membrana plasmética para o nucleo regulando a expressédo de genes
associados com o fenétipo tronco como Oct4, Nanog e SOX2.38

Utilizando a combinacao da expresséo de CD44 e ESA no CEB, Biddle et
al. (2011) demonstraram que existem duas subpopulacdes de CTC no CEB. A
subpopulacdo de CTC caracterizada pelo perfil CD44MoESANSh possui alta
capacidade proliferativa e forma colonias com morfologia de holoclones, as quais
séo constituidas por células com capacidade indefinida de auto-renovacéo, tipica
de células-tronco epiteliais normais.®® Devido a sua plasticidade, esta populacéo
de CTC é capaz de originar células que podem assumir dois destinos distintos.
O primeiro consiste em células com baixa expressdo de CD44, as quais nao
possuem capacidade de auto-renovacdo e formam paraclones, mudanca
morfolégica esta, associada a diferenciacdo epitelial terminal. O segundo,

consiste na populacéo caracterizada pelo fenétipo CD44M"/ESAW, com células
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gue possuem baixa taxa de proliferacdo, sdo dotadas de motilidade e capacidade
migratéria, formam elevado nimero de esferas e expressam genes associados
com a TEM (Transicdo Epitélio-Mesenquimal) como VIM, TWIST1, AXL,
enquanto possuem baixa expressado de marcadores epiteliais como CDH1, IVL
e KRT15. E importante ressaltar que as CTC com fenotipo CD44Mah/ESANish e
CD44Ndh/ESAlOw transitam alternativamente entre um ou outro estado fenotipico,
sob influéncia do microambiente tumoral. Por outro lado, a baixa expressao
CD44 esta associada com células epiteliais bem diferenciadas e com limitada ou
ausente capacidade de proliferacao.

Esta plasticidade entre os fendtipos de CTC desempenha um papel
essencial no desenvolvimento de metastases, uma vez que as CTC com fenétipo
CD44Ndh/ESANSh sio capazes de ativar a TEM, adquirindo o fendtipo
CD44Ndh/ESAlOW e habilidades para ultrapassar as etapas iniciais da cascata
metastatica e ao chegar a um sitio distante, reassumem o fendtipo
CD44Nah/ESANh sendo entdo responsavel pela colonizagdo metastatica.3?

Em relacdo a morfologia, as CTC se apresentam como células de
pequeno tamanho, fortemente aderidas entre si, com elevado potencial de auto-
renovacao, formando colénias designadas como holoclones. Por outro lado,
células maiores em processo de diferenciacdo bem como células diferenciadas
estdo associadas com a formacao de colbnias identificadas como meroclones e
paraclones, respectivamente, ambas com reduzido potencial proliferativo.4°

Varios genes associados com o fendtipo tronco ja foram identificados
como desregulados nas CTC.%% 42 43 Os genes OCT4, SOX2 e NANOG séo
fatores de transcricdo que atuam no desenvolvimento embrionario e no CEB
podem ser identificados em tumores mais agressivos e resistentes a
radioterapia, sendo também correlacionados com as populacdes de CTC.#142In
vitro, a expressédo de OCT4 e NANOG esta associada com maior formacéao de
esferas tumorais e capacidade de auto-renovacéo celular®3.

BMI1 € um gene que atua na proliferacdo e manutencdo de células
progenitoras e células-tronco, promovendo a ativacdo da telomerase e
prevenindo a senescéncia celular, bem como atua na regulacéo do ciclo celular
pela supressao da proteina p14ARF, por conseguinte reduzindo p53/p21, que
participam do controle das fases G1/G2 do ciclo celular.4* Nas CTC, o aumento

de expresséo de BMI1 confere maior resisténcia terapéutica e manutencao da
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auto-renovacéo celular.** No CEB, a expresséo de BMI1 ainda é controversa em
relacdo ao seu impacto clinicopatoldgico, recorréncia e taxa de sobrevida. No
estudo realizado por Hayry et.al. (2010), a redugao de BMI1 foi correlacionada
com um pior progndstico dos pacientes com CEB.*°

OCT4 é um fator de transcri¢do crucial para a regulacdo do processo de
embriogénese, diferenciacéo celular e expressdo de genes relacionados com a
pluripoténcia celular, incluindo SOX2 e NANOG.8 E expresso em células-tronco
embrionarias, células-tronco adultas, mas ndo em células adultas diferenciadas.
A remocdao ou silenciamento de OCT4 afeta diretamente vias de diferenciacao
celular favorecendo a transformacéo maligna.*’

A expressdo desregulada de OCT4, SOX2 e NANOG é observada em
tumores mais agressivos, resistentes a radioterapia e esta correlacionada com a
presenca das CTC.# Células com expressédo de OCT4, NANOG e positivas para
CD133 demonstraram elevada capacidade migratoria e invasiva in vitro e in vivo,
estando ainda correlacionadas com pior progndéstico dos pacientes com CEB.*’
A expressdo de OCT4 e SOX2 também foi correlacionada com pior prognéstico
em tumores positivos para a expressdo de ALDH1 e CD44.48

As CTC possuem sete diferentes linhas de defesa que contribuem para a
resisténcia terapéutica, podendo ser proprios ou adquiridos como: (1) evasao a
exposicdo ao farmaco por estarem localizadas em nichos em hipdxia bem como
devido a proximidade a vasos sanguineos; (2) evasdo molecular ao efeito das
drogas quimioterapicas, por possuirem proteinas transmembranas
(Transportadores de ATP, ABCT) capazes de expulsar corantes e drogas e
ainda, pela alta atividade de enzimas detoxificantes como ALDH (aldeido
desidrogenase)*® %% (3) capacidade de entrar em quiescéncia, onde a atividade
do ciclo celular é reduzida (longo periodo de G1), e por conseguinte, ndo se torna
alvo de quimioterapicos atuantes em células altamente proliferativas ou do efeito
da radioterapia que afeta principalmente células em proliferacdo?’; (4) elevada e
eficiente ativacdo dos genes de reparo de DNA; (5) ativacdo de vias celulares
gue promovem a sobrevivéncia celular bem como a evasdo da apoptose; (6)
capacidade de auto-renovacao e ativacdo da TEM; (7) a propria toxicidade do
guimioterapico, que pode levar a suspenséo da terapia.>!

Avaliando a resisténcia a cisplatina de CTC derivadas do CEB isoladas

por meio da marcacdo com ALDH1, foi observado que in vivo a cisplatina néao foi
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capaz de reduzir o tamanho do tumor e ainda, promoveu um aumento na
expressdo de BMI1 e CD445%2, No mesmo estudo, o nimero de CTC aumentou
em resposta ao tratamento com cisplatina, mostrando que estas células séo
resistentes a terapia convencional, assim como, contribuem para a recidiva da
neoplasia maligna®2.

Em relacdo a resisténcia ao tratamento radioterapico, as CTC com
fenotipo CD44MINESAPY mantiveram seu ritmo de crescimento e proliferacéo
apés exposicdo a elevadas doses de radiacdo ionizante.> Isso se deve a alta
capacidade de correcédo dos danos de DNA induzido pela radiacdo ionizante
nestas células, possivelmente pelo aumento de expressdo de proteinas
envolvidas com a maquinaria de reparo como algumas proteinas DDR (DNA
Damage Response).>?

Desta maneira, as CTC desempenham papel fundamental nos
mecanismos de invasdo, metastase e resposta a terapia, sendo essencial o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas que especificamente e

eficientemente tenham como alvo as CTC.

1.3 Mucosite Oral

A mucosite oral (MO), orofaringea, faringea e de outras areas do trato
aereodigestivo induzida pelo tratamento em pacientes com CEB submetidos a
radioterapia associada ou ndo a quimioterapia € um dos mais debilitantes e
incidentes efeito colateral agudo do tratamento oncolégico e afeta
profundamente a qualidade de vida. Estd associada a sintomas como dor,
sangramento, disfagia, infeccdes e comprometimento da ingestdo de alimentos.®
Ocorre em aproximadamente 40% dos pacientes que receberam quimioterapia
convencional, 80% dos pacientes que recebem altas doses de quimioterapia
para transplante de células-tronco hematopoiéticas e em quase todos o0s
pacientes que recebem radioterapia no eixo faringeo.>

A MO apresenta como manifestagdo inicial um eritema, seguido do
desenvolvimento de placas brancas descamativas, que sao dolorosas ao
contato. Crostas epiteliais e exsudato fibrinoso levam a formacdo de uma
pseudomembrana e ulceragao, representando a forma mais pronunciada da

mucosite que frequentemente restringe seriamente as atividades do dia-a-dia
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como falar, comer e até mesmo engolir saliva. O eritema inicial surge com doses
cumulativas de radiacao de cerca de 10 Gy. Nesta fase, os pacientes também
se queixam frequentemente de sensacao de ardor e intolerancia a comidas
apimentadas. Quando o acumulado atinge 30 Gy, usualmente apds a terceira
semana de tratamento, desenvolvem-se as Ulceras que geralmente sao
dolorosas e exigem a prescri¢do de opiaceos para o alivio da dor.%> Nesta fase
héa a exposicdo do tecido conjuntivo subjacente ricamente inervado devido a
perda do revestimento epitelial. Em pacientes mielossuprimidos a mucosite
ulcerativa pode servir como veiculo para a invaséo sistémica de bactérias.>

Estudos recentes indicam que os mecanismos fundamentais envolvidos
na patogénese de mucosite sdo complexos e envolvem uma sequéncia de
eventos biolégicos que culminam com a destruicdo da mucosa. As alteracdes
celulares e moleculares que ocorrem durante o desenvolvimento da MO tém
inicio segundos apos a exposicao a radiagdo ou quimioterapia, com morte direta
ou indireta das células-tronco basais praticamente imediata.*® Entretanto, existe
um atraso na manifestacao clinica da MO, apesar de que ja exista dano celular
e molecular associado a ambas terapias.

O modelo de cinco fases para descrever a patogénese da mucosite €
atualmente o mais aceito e consiste em:56: 57

- Iniciagéo (Fase I): a radiagédo e/ou quimioterapia induzem dano direto no
DNA com consequente quebra da dupla fita e morte das células da camada basal
do epitélio. Adicionalmente, sdo produzidas espécies reativas de oxigénio
(ERO), responsaveis pela peroxidacao lipidica e ainda, juntamente com o dano
no DNA levam a ativacdo de fatores de transcricdo como NFkB, Wnt e p53 e
suas respectivas vias de sinalizacdo. O surgimento de ERO induzido por
radiacdo ou quimioterapia exerce um papel no inicio da lesdo da mucosa. A via
do NFkB é uma das mais estudadas na MO, sendo diretamente ativada pela
radiacdo ou quimioterapia ou indiretamente pela producdo de ERO. Dentre os
200 genes que séo regulados por esta via, destacam-se aqueles associados a
producédo de moléculas que ativamente estdo envolvidas com a patogénese da
MO, incluindo citocinas e moduladores de citocinas, moléculas de resposta a
estresse como COX-2, 6xido nitrico sintase induzida, superoxido dismutase e
moléculas de adeséo celular. Citocina pro-inflamatérias como TNFa e IL-1B

produzem dano precoce ao endotélio e fibroblastos na submucosa, inciciando a
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cascata de sinalizacdo epitélio-mesénquima que culmina com a apoptose das
células basais. A medida que a destruicdo tecidual alcanca o tecido conjuntivo,
ocorre fibrindlise e macrofagos séo estimulados a produzirem metaloproteinases
de matriz, contribuindo para amplificacdo do dano tecidual.

-Sinalizacdo e amplificacdo (Fase Il e Ill): nesta fase, muitas das
moléculas produzidas durante a fase de iniciacdo promovem um feedback
positive para muitas vias associadas com a destruicdo tecidual. Particularmente,
citocinas pro-inflamatérias atuam nesta fase, com destaque para TNFa, a qual
nao somente é per si uma molécula deletéria, mas também € um potente ativador
de NFkB e, portanto, € capaz de controlar indiretamente a expressao de genes
alvo, amplificando a resposta inflamatéria e dano tecidual. Vérias outras vias de
sinalizagdo interconectadas a via do NFKB s&o ativadas simultaneamente, sendo
inibicdo e ativacdo de diferentes genes que direcionardo o dano tecidual até o
desenvolvimento da ulceracao.

-Ulceracédo (Fase IV): a ulceracao se desenvolve como consequéncia dos
mecanismos direto e indiretos descritos acima, que culminam com a apoptose
das células epiteliais. As ulceracfes sdo profundas e rapidamente se tornam
colonizadas por bactérias orais. A perda de epitélio e a exsudacao fibrinosa, leva
a formacdo de pseudomembranas e Ulceras permitindo a colonizacao por
bactérias Gram positivas e fungos na superficie da mucosa danificada, que pode
ser exacerbada por uma neutropenia concomitante. A infec¢cdo por micro-
organismos vai resultar num aumento na liberacdo de mediadores inflamatorios,
como a IL-1, o oxido nitrico e o TNF-a contribuindo para piora do quadro e até
mesmo infeccBes sistémicas. Em pacientes submetidos a quimioterapia, a
mucosite geralmente € um evento agudo, com sintomas aparecendo apés 3-5
dias da infusdo e as ulcerac¢des alguns dias mais tarde, com resolugdo em 2
semanas. Por outro lado, a MO associadas a radioterapia tem um curso cronico,
e com o0 acumulo de 30Gy (ap06s 3 semanas de tratamento), ulceragbes
frequentemente coalescentes e cobertas por pseudomembranas estao
presentes. As mesmas permanecem de 3-4 semanas, ap0s 0 término do
tratamento.

-Reparacdo (Fase V). o processo de reparagdo da mucosa ocorre
espontaneamente. A resolucdo das ulceragcdes ocorre como resultado de um

processo biologico ativo no qual a matriz extracelular da submucosa guia a
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proliferacdo, migracao e diferenciacdo do epitélio integro adjacente a ulceracdo
por meio da modulacdo de receptores e ligantes, ativacdo de proteinas
intracelulares.

Originalmente, a prevengdo e o tratamento da mucosite oral eram
baseados em cuidados paliativos como bochechos, crioterapia, anti-
inflamatérios, antibiéticos e lubrificantes.® Entretanto, estudos clinicos
randomizados e dados descritos em revisdes sistematicas®®-%! tém demonstrado
gue a fotobiomodulacdo (FBM) é eficaz no tratamento da mucosite oral,
especialmente na reducéo da dor e reparacao das lesdes, promovendo aumento
da producao de ATP, reducdo dos radicais livres e liberagdo de citocinas e

guimiocinas inflamatorias.

1.4 Fotobiomodulacdo no tratamento da mucosite oral

A FBM consiste na interacao da luz com células e tecidos, sendo capaz
de promover a proliferacdo celular, modular o processo inflamatorio,
microcirculacéo vascular e linfatica, modular o sistema imunoldgico, reduzir a dor
e, portanto, acelera o processo de reparacéo tecidual.®?

Representa uma nova metodologia terapéutica que vem sendo abordada
em diversas areas do conhecimento, como estudos de reviséo, estudos in vitro,
estudos preé-clinicos e estudos clinicos, consistindo na interacdo da luz com
células e tecidos para promover uma modulagédo bioldgica-63

Ocorre pela radiacdo nao ionizante e absor¢do de um féton sem que se
tenha uma reacdo de fluorescéncia, fosforescéncia ou de aquecimento.®* O
mecanismo pelo qual a FBM atua pode ser categorizado em mecanismo primario
e secundario. O mecanismo primario é o resultado da absorcéo do féton por um
cromoforo (receptor de luz) sendo o mais comum na célula, a mitocondria. S&o
cinco acdes resultantes desta absorgédo, iniciando pela liberacdo de 6xido nitrico,
geracao de oxigénio singleto, aguecimento transitorio dos cromoforos, aumento
de producéo de anion superoxido e em seguida aumento da concentracdo de
espécies reativas de oxigénio.®® Os mecanismos secundarios da FBM sdo
consequéncias da atividade do mecanismo primario, como alteracdo do

metabolismo celular, do estado REDOX, entre outras.5®
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A FBM atua aumentando a sintese de ATP, ciclina D1, espécies reativas
de oxigénio bem como ativagdo das vias de sinalizacdo intracelulares Scr,
PISK/Akt/mTOR, HGF e vias Ras/Raf/MEK/ERK.%% 6768 Adicionalmente, alguns
estudos tém demonstrado efeito nos mecanismos de apoptose, por meio da
inativacado de GSK3B/Bax e ativacdo de caspase-3 e das vias p73/YAP/Akt, com
conseguinte aumento de inibidores de apoptose como survivina.®” Alteracdo na
expressao de mediadores inflamatorios como IL-6, IL-10, TNFa e dos receptores
do tipo Toll, ja foi observada na literatura e se acredita que a modulacdo destas
citocinas seja decorrente do efeito da FBM no fator de transcricdo NF-kB.™
Assim, por meio de diferentes mecanismos moleculares, a FBM tem acéo
promotora no processo de reparacao.

Tanto o laser de baixa intensidade quanto o LED podem ser utilizados
para a FBM. A diferenca entre os equipamentos € dada pela coeréncia do feixe
luminoso emitido, onde os equipamentos de Laser sdo capazes de emitir a luz
de forma monocromética, em fase colimada, portando, de forma coerente, mas
0s equipamentos de LED né&o sao capazes de emitir a luz de forma colimada,
portanto ndo sao coerentes. A eficacia do uso do Laser e/ou LED no processo
de reparacdo tecidual ja foi avaliada em estudos in vivo e in vitro, sendo
observado que ambos equipamentos sdo capazes de promover a proliferacéo
de fibroblastos, producéo de colageno e angiogénese, favorecendo o processo
de reparo, portanto, ambos os equipamentos podem ser utilizados para a FBM®3.
Adicionalmente, os comprimentos de onda mais utilizados na literatura com
finalidade terapéutica na reparacéo tecidual foram de 660nm a 830nm, com a
exposicdo radiante variando entre 0,09J/cm?2 e 5J/cmz2.71

Pesquisas recentes tém mostrado evidéncias de que o uso da FBM com
laser de Baixa Intensidade (LBI) ou LED (Light Emitting Diode) possuem efeito
benéfico na prevencédo e no tratamento da mucosite oral’, reduzindo a dor,
provendo o reparo tecidual, assegurando assim o conforto para alimentacéo e a
continuidade ao tratamento oncolégico, sem efeitos colaterais quando
corretamente administradas.’? Desta forma, tais terapias tendem a proporcionar
uma melhor qualidade de vida aos pacientes ao longo do tratamento
antineoplasico.

Elad et al. (2018) relataram os parametros clinicos da FBM para o

tratamento seguro e eficaz da MO em pacientes com cancer de cabeca e
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pescoco submetidos a quimioterapia e radioterapia. Os parametros baseados na
eficicia clinica relatada na literatura recomendados para o tratamento da MO
s&o: comprimento de onda entre 633 e 685 nm ou 780 - 830 nm, poténcia entre
10 e 150mW, densidade de energia de 2-3 J/cm2 e ndo mais que 6 J/cmz2
Recomenda-se evitar o local da neoplasia maligna e sempre seguir as boas
préaticas clinicas.”

Zanin et al (2010) avaliaram quantitativa e qualitativamente o efeito do
Laser diodo de 660 nm na prevencao e tratamento da MO em pacientes com
cancer de cabeca e pescoc¢o submetidos a radioterapia e quimioterapia. A FBM
foi realizada em combinacdo com radioterapia e quimioterapia duas vezes por
semana com laser de diodo (comprimento de onda 660 nm, poténcia de 30mW
e energia de 2J por ponto, durante 07 semanas). Na analise dos resultados foi
observada diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos, sendo
gue a maioria dos pacientes do grupo FBM nao apresentou MO ou dor, mas
todos os pacientes do grupo controle apresentaram MO variando do Grau 1 ao
3 associada a dor. Esta diferenca foi significativa a partir da primeira semana de
tratamento, aumentando até a quarta semana. Concluiu-se que a FBM foi eficaz
na prevencao ou tratamento da MO induzida pela radioterapia e quimioterapia,
melhorando assim a qualidade de vida dos pacientes.’*

No estudo triplo-cego com 221 pacientes realizado por Gautam et al.
(2012), pacientes com cancer de cabeca e pescoco submetidos a radioterapia e
guimioterapia receberam tratamento com FBM com comprimento de onda 632,8
nm, densidade de poténcia 24 mW, energia por ponto 3 J, dose total por sessao
de 36-40J, 5 sessOes por semana durante 7 semanas) ou tratamento simulado
diariamente antes da radiacao (laser desligado). A MO foi avaliada pela Escala
EORTC (Organizacéo Européia de Pesquisa e Tratamento do Cancer), dor oral
por meio da Escala Analogica Visual (EVA) e também foram avaliadas a disfagia,
perda de peso e a necessidade de suspensdo do tratamento oncolégico. Foi
verificada uma reducéo significativa na incidéncia de MO grave e dor associada,
disfagia e uso de analgésicos opidides nos pacientes tratados com laser quando
comparados aos pacientes do grupo placebo.”™

Antunes et al. (2013) avaliaram a eficacia da FBM na redugédo da
incidéncia de MO de grau 3-4 em pacientes com cancer de cabeca e pescogo

submetidos a radioterapia e quimioterapia. Foi utilizado o Laser de diodo
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InGaAIP (660 nm, 100 mW, 1J por ponto — 4J/cm?), durante 5 dias consecutivos
e por 7 semanas. A avaliacdo da MO foi realizada pelas escalas da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) e a qualidade de vida pelos questionarios da EORTC.
Constatou-se uma diminuicdo de seis vezes na incidéncia de mucosite graus 3-
4 no grupo FBM quando comparado ao placebo, além da reducédo de efeitos
adversos associados ao tratamento. Apos o tratamento, a analise da qualidade
de vida mostrou diferencas que favorecem o grupo FBM em relacdo ao
funcionamento fisico, emocional, fadiga e dor bem como degluticio e nos
transtornos alimentares sociais.”® Adicionalmente, os mesmos pesquisadores
avaliaram o impacto da FBM utilizada no tratamento da mucosite oral no
progndstico dos pacientes com cancer de cabeca e pescoco.’’ Foi observado
gue os pacientes tratados com a FBM apresentaram maior taxa de sobrevida,
auséncia de recorréncia e menor necessidade do uso de opidides em relacédo ao
grupo controle.””

Reducéo da sintomatologia dolorosa bem como do grau de mucosite oral
foi também observado por Carvalho et al. (2011).”® Pacientes com cancer de
cabeca e pescoco submetidos a radioterapia foram tratados profilaticamente
com dois protocolos de FBM: 660nm, 15 mW, 3,8 J/cm? e 660nm, 5mW, 1,3
J/icm2, Ao término do tratamento; pacientes submetidos ao primeiro protocolo
obtiveram reducdo significante da dor e controle no desenvolvimento de
mucosite, a qual permaneceu em grau 2 durante todo o tratamento. Por outro
lado, pacientes que receberam o segundo protocolo de FBM, com menor
poténcia e exposicao radiante, ndo apresentaram reducéo significante da dor
bem como do grau de mucosite oral. Desta maneira, os parametros dosimétricos
da FBM séo fundamentais para que os efeitos de analgesia e reparo sejam
alcancados no tratamento da mucosite oral.”®

Com a finalidade de estabelecer um padrao nos parametros dosimétricos
utilizados para a mucosite oral, foram propostos protocolos para a prevencao e
tratamento da mucosite oral no decorrer dos ultimos anos. De acordo com
Bjordal et al. (2011), a FBM pode ser aplicada com os comprimentos de onda no
espectro vermelho e infra-vermelho, com o minimo de 3 sessfes semanais para
o tratamento da mucosite oral e sessdes diarias durante todo o tratamento
radioterapico para a prevencao da mucosite oral, com exposicdo radiante de 3

a 6J/cmz2, 10-100mW de poténcia do equipamento.®! Segundo Bensadoun et.al.
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(2012), ndo foram relatados efeitos adversos diretos com a FBM para a
prevencdo de mucosite oral com exposicdo radiante de 2-3J/cm2.5° A mais
recente revisao de literatura em relacdo aos parametros dosimétricos da FBM na
mucosite oral, propde que a irradiancia seja entre 10-150mW/cm? e exposi¢ao
radiante de 2 a 3J/cm?2 para prevencdo da mucosite oral, por ponto e para o
tratamento da mucosite oral, 0 maximo de 6J/cm? devem ser administrados com

no minimo de 3 sessdes semanais.°

1.5 Fotobiomodulacdo e CEB

Apesar dos efeitos benéficos associados a FBM no tratamento da
mucosite, existe controvérsia em relacdo a sua utilizacdo como ferramenta
terapéutica em pacientes diagnosticados com cancer de cabeca e de pescoco,
incluindo o CEB, principalmente, devido a possibilidade de que essa mesma
ferramenta terapéutica, possa atuar em células neoplasicas remanescentes,
favorecendo a progressao tumoral e/ou recidiva. Sonis et al. (2016) descreve
possiveis efeitos adversos da FBM em células tumorais frente a robustez do
potencial biolégico da FBM. Assim, a FBM poderia impactar no crescimento e
proliferacdo das células tumorais por promover vias de proliferacao pela ativacao
de MAPK, Akt, PKC e EGFR, aumentar o risco local de invasdes e metastases
pela modulacdo de citocinas e fatores de crescimento relacionados com a
adesdo e vascularizagao local e afetar negativamente o tratamento oncoldgico
por alterar vias relacionadas com a inibicdo de apoptose e sobrevivéncia
celular.” Adicionalmente, sabe-se que muitas das vias moleculares pela qual a
FBM atua estdo desreguladas e ativadas de maneira aberrante no cancer,
incluindo o CEB, as quais serdo discutidas a seguir.

No estudo realizado por Sperandio et al.(2013) células das linhagens
DOK, SCC9 e SCC25 derivadas de CEB foram irradiadas uma Unica vez com
laser em baixa intensidade (poténcia 40mW), diferentes exposi¢cdes radiantes
(2,05J/cmz, 3,07J/cm?, 6,15J/cm?) e comprimento de onda vermelho (660nm) e
infra-vermelho (780nm). Foram observados efeitos distintos dependendo da
linhagem, sendo que a linhagem DOK, derivada de displasia epitelial, obteve
aumento de viabilidade celular em todos os parametros bem como aumento da

expressao de B-catenina e pS6. A linhagem SCC9, por outro lado, demonstrou
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sua viabilidade reduzida com o comprimento de onda vermelho, expressando um
aumento de Akt, B-catenina e pS6 em todos os parametros, apos um periodo de
12 horas. A linhagem SCC25 apresentou reducao de sua viabilidade apenas com
a exposicao radiante de 3,07J/cm?2 e aumento na expressao das proteinas Akt,
pS6 e ciclina D1 bem como menor taxa de apoptose. Com base nestes
resultados, sugere-se que a via Akt/mTOR/CiclinaD1 pode ser ativada durante a
exposicdo aos parametros dosimétricos utilizados.%?

Outro estudo in vitro utilizando a linhagem SCC25, avaliou a proliferacéo
celular e invasao apos a FBM com laser em baixa intensidade, 660nm, 30mW,
0,03W/cm?, exposicdes radiantes de 0,5J/cm? e 1J/cm2 apds 48h e 72h da FBM.
Os resultados mostraram que a FBM com 1J/cm? foi capaz de aumentar
significantemente a proliferagdo celular, a qual foi acompanhada de aumento na
expressdo de ciclina D1 e B-catenina no nucleo.®° Além disso, este mesmo
parametro dosimétrico foi capaz de reduzir a expressdo de E-caderina,
aumentara a expressao de MMPe e desta maneira, favorecer o processo de
invaséo celular.®®

Ottavani e colaboradores (2016) avaliaram os efeitos da irradiacdo com
0s parametros L1(660nm, 100mW, 3J/cm?); L2 (800nm, 1W, 6J/cm?); L3 (970nm,
2,5W, 6J/cm?) em modelo in vivo de CEB induzido por 4-NQO. Foi possivel
observar um aumento da perfusao tecidual e a maturacédo de vasos sanguineos,
assim como uma reducao do tamanho do tumor nos grupos L2 e L3. Além disso,
houve melhor infiltracdo de linfécitos T CD4 e CD8 no CEB nos grupos irradiados
guando comparados ao grupo controle bem como maior ativacdo de células
dendriticas, a qual foi mediada pela liberagdo de diferentes tipos de INF.8!

O efeito da FBM na atividade osteoclastogénica da linhagem SCC9
irradiada com diferentes parametros dosimétricos (660nm, 40mW,
214,29mW/cm2 com 2, 4 ou 6J/cm?), (780nm, 40mW, 220mW/cm? com 2, 4 e
6J/cm?) e (780nm, 70mW, 385mW/cmz?, com 4J/cm?) em co-cultura com ceélulas
periféricas mononucleares do sangue (PBMC) mostrou que apés 21 dias houve
uma reducdo da atividade osteoclastogénica nos comprimentos de onda de
660nm e 780nm com exposicao radiante de 4J/cm2. No mesmo estudo, ainda
foram observados mecanismos moleculares envolvidos na atividade

osteoclastogénica bem como expressao de NFkB, JNK, p38, MEK, os quais
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foram significantemente reduzidos no grupo irradiado com 780nm, 70mW,
4J/cm?).82

O efeito da FBM na linhagem SCC9 foi avaliado, utilizando-se 11
diferentes parametros dosimétricos, nos periodos de 24 e 72 horas (1 e 3 dias),
com os espectros vermelho e infravermelho e exposicao radiante variando de
1J/cm2z a 6J/cm2. Apds a realizacdo dos ensaios, todos o0s parametros
dosimétricos demonstraram reducédo da viabilidade celular bem como o aumento
da atividade de caspase3. No mesmo estudo, as células foram submetidas a
analise de migracao por ferida e proliferacdo celular por BrdU com exposicéo
radiante de 4J/cm?2, em quatro parametros dosimeétricos (espectro vermelho com
40mW, 70mW, espectro infravermelho com 40mW, 70mW). N&o foi observada
alteracdo da proliferacdo celular nos grupos, contudo, o ensaio de migragéo
demonstrou que no grupo 660nm+40mw-4J/cm?2 houve fechamento precoce da
ferida em comparacdo ao grupo controle e o grupo 780nm+70mW-4J/cm? teve
reducdo significativa em sua capacidade migratéria em comparacdo ao
controle.83

Em relacéo ao efeito da FBM em CTC no CEB, ndo foram encontrados na
literatura estudos que avaliaram se a FBM promove expansdo desta
subpopulacao de células tumorais e ainda, se interfere com suas caracteristicas
e expressdo de genes associados com o fendétipo tronco.

Em resumo, a FBM tem se mostrado uma alternativa terapéutica
promissora, de baixo custo e de grande eficacia para o tratamento da mucosite
oral, observada na maioria dos pacientes diagnosticados com CEB e submetidos
a radioterapia e/ou quimioterapia, aliviando a dor e acelerando o processo de
reparacdo. Entretanto, existe controvérsia sobre o possivel efeito da FBM em
células tumorais remanescentes na mucosa oral apos o tratamento cirdrgico.
Adicionalmente, o tratamento radioterdpico e/ou quimioterapico do CEB esta
associado com a aquisicao de resisténcia, tanto intrinseca quanto adquirida das
células tumorais, sendo que, durante o préprio tratamento, podem ser
selecionadas células resistentes, as quais eventualmente poderiam ser
submetidas a FBM, com efeitos adversos em relagdo ao comportamento tumoral.
Como a resisténcia a terapia do CEB esta associada com a presenca das CTC,
sendo estas células responsaveis por sustentar o crescimento tumoral, o

conhecimento sobre os efeitos da FBM no comportamento bem como nas
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propriedades das CTC é de extrema relevancia para que esta ferramenta seja
indicada e utilizada de maneira segura no tratamento de complicacbes

decorrentes da radioterapia e/ou quimioterapia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da FBM na viabilidade e nas caracteristicas de CTC de

linhagens celulares derivadas de carcinoma epiderméide bucal.

2.2 0Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da FBM Unica ou diaria na viabilidade de linhagens
celulares derivadas de carcinoma epidermdide bucal por meio do ensaio
de MTT, Vermelho Neutro e Cristal Violeta;

e Mensurar in vitro a morte celular por autofagia;

e Avaliar o efeito da FBM na capacidade de formacédo de colbnias de
linhagens celulares derivadas de carcinoma epidermoide bucal por meio
do ensaio clonogénico;

e Avaliar o efeito da FBM na capacidade de formacédo de esferas de
linhagens celulares derivadas de carcinoma epidermaéide bucal;

e Avaliar o efeito da FBM na expressdo de CD44 e ESA em linhagens
celulares derivadas de carcinoma epidermdide bucal por meio de
citometria de fluxo;

e Avaliar o efeito da FBM na expressao de genes associados com o fenétipo
tronco, transicao epitélio-mesenquimal e diferenciacéo epitelial por meio

de PCR quantitativo em tempo real.



34

3 MATERIAS E METODOS

3.1 Cultivo Celular

A linhagem celular derivada de carcinoma epidermoéide de boca SCC9
proveniente da ATCC (American Type Culture Collection) e as linhagens
celulares CA1 e LUC4, gentilmente cedidas pelo Prof. lan C. Mackenzie (Barts
and The London School of Medicine and Dentistry, Reino Unido) foram cultivadas
em frascos plasticos de 75cm? (Kasvi, Brasil) em meio de cultura DMEM/F12
(Gibco Thermofisher, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Vitrocell, Brasil), 1% de antibidtico/antimicético (Vitrocell, Brasil). O meio de
cultura utilizado para cultivar a linhagem SCC9 foi suplementado com 400 ng/mli
de hidrocortisona (Sigma-Aldrich, EUA) e para o cultivo das linhagens celulares
CAl e LUC4, foi adicionado o suplemento RM*, composto por: 1mg/ml
isoproterenol (Sigma-Aldrich), 10ng/ml de Fator de Crescimento Epitelial (EGF,
Millipore, EUA), 400ng/ml de hidrocortisona (Sigma-Aldrich, EUA), 5ug/ml de
insulina humana (Sigma-Aldrich, EUA), 5ug/ml de transferrina (Sigma-Aldrich,
EUA), 2.10'*M de 3,3'-triiodotironina (Sigma Aldrich, EUA), como descrito por
Mackenzie (2004)3

As células foram mantidas a 37°C de atmosfera contendo 5% de CO:ze
95% de umidade. O meio de cultura foi trocado a cada 2 ou 3 dias, de acordo

com o metabolismo celular.

3.2 Grupos Experimentais

As células das linhagens CA1, LUC4 e SCC9 foram divididas nos
seguintes grupos experimentais:
- Controle: células néo irradiadas
- LED1+1,5J/cm?: células submetidas a uma Unica irradiacdo com exposicédo
radiante de 1,5J/cm?.
- LED1+3J/cm?: células submetidas a uma Unica irradiacdo com exposicdo
radiante de 3J/cm?.
- LED1+6J/cm?: células submetidas a uma Unica irradiacdo com exposicédo

radiante de 6J/cm?Z.
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- LED3+1,5J/cm?: células submetidas a uma irradiacéo diaria por trés dias
consecutivos com exposicdo radiante de 1,5J/cm?.

- LED3+3J/cm?: células submetidas a uma irradiacéo diaria por trés dias
consecutivos com exposicao radiante de 3J/cm?2,

- LED3+6J/cm?: células submetidas a uma irradiagédo diaria por trés dias

consecutivos com exposicédo radiante de 6J/cm?.

3.3 Fotobiomodulacéo

As células foram irradiadas utilizando-se 0 equipamento LEDbox
(BioLambda LEDbox, Sdo Paulo, Brasil) com comprimento de onda de 660nm
(659+9nm). Foram selecionadas as exposic¢des radiantes de 1,5J/cmz?, 3J/cm? e
6J/cm? para a FBM, as quais j& foram descritas na literatura e sdo indicadas para
a prevencédo e tratamento da mucosite oral.>®! Os parametros dosimétricos
utilizados estédo descritos com detalhes na Tabela 1.

As irradiacdes ocorreram em ambiente com obscuridade parcial para ndo
haver interferéncia da luz externa. Antes de todas as irradia¢des, a poténcia de
saida do equipamento foi analisada previamente com o Power Meter (FieldMax
II, Coherent, USA), o qual realiza a leitura da poténcia a 1 cm de distancia da
fonte de luz. Desta maneira, as placas de cultivo celular utilizadas nos diferentes
experimentos foram colocadas a 1 cm de distancia da fonte de luz, como
demonstrado na Figura 1. A perda de energia causada pelo plastico da placa foi

descontada de acordo com Silva et.al.8®

Tabela 1: Parametros dosimétricos utilizados para a irradiacéo das linhagens celulares
CA1l, LUC4 e SCC9.

Poténcia | Perda | Poténcia | | (W/cm?) H Tempo | Energia
Efetiva (W) | de Saida (J/cm?) (s) J)
(W) (W)
0,080 0,018 0,098 0,0255 1,5 60 4.8
0,080 0,018 0,098 0,0255 3,05 120 9,6
0,080 0,018 0,098 0,0255 6,11 240 19,2
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Figura 1: Imagem representativa do equipamento LEDbox utilizado na FBM (A) e
posicionamento da placa de cultura celular a 1 cm de distancia da fonte de luz (B).

3.4 Anélise da Viabilidade Celular

Para avaliar o efeito da FBM na viabilidade das linhagens celulares CA1,
LUC4 e SCC9, foram realizados os ensaios de MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]), Vermelho Neutro (VN) e Cristal Violeta
(CV). Nestes ensaios, 1x10* células das linhagens CA1, LUC4 e SCC9 foram
semeadas em placas de 96 pocos e apds 24h, as mesmas foram submetidas a
FBM. As células do grupo controle sofreram a mesma manipulacdo das células
dos grupos LED1 e LED3, porém néao foram irradiadas. A viabilidade celular foi
avaliada ap6s 24h no grupo controle e LED1 e apds 72h nos grupos controle,
LED1 e LED3 (Figura 2).

Controle 24h Controle 72h
ETh 2|4h 48h 0t|1 2t‘1h 4|8h 72h 96h
LED1 24h LED1 72h
Oh 24h 48h Oh 24h 48h 72h 96h
vV 0 A VELLA
v Plagueamento LED3 72h
24h 48h 72h 96h

Oh
. Irradiacdo |
D Sem Irradiacdo .
A Analise de Viabilidade
Figura 2: Representacdo esquematica das condi¢cdes experimentais utilizadas para

andlise da viabilidade celular nas linhagens CA1, LUC4 e SCC9 por meio dos ensaios
de MTT, VN e CV.
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3.4.1 MTT

O MTT (brometo de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium) é
um composto solavel que ao ser diluido em meio de cultura e incubado com as
células, é internalizado e reduzido por enzimas mitocondriais, 0 que leva a
formacéao de cristais de formazan. Sua solubilizac&o resulta em uma solugéo de
coloracéo roxa que pode ser quantificada em espectrofotometro. A quantidade
de cristais de formazan formada é indicativa da atividade mitocondrial e
comumente é utilizada para avaliar a viabilidade celular.®

No ensaio de MTT, apds a irradiacao e periodos de incubacdo descritos
na Figura 2, as células foram lavadas com solu¢éo tampao fosfato (PBS, pH 7,4)
e incubadas com 0,75ug/ml de MTT diluido em meio de cultura por 2h a 37°C.
Em seguida, o meio contendo MTT foi descartado e os cristais de formazan
foram solubilizados por meio da adicdo de 100ul/poco de isopropanol. Apoés
homogeneizagdo manual, a quantificacdo da viabilidade celular foi realizada em
um espectrofotdbmetro (Anthos2020, Biochrom, UK) em comprimento de onda de
595nm. Foram realizados trés experimentos independentes em quintuplicada.
Os valores de absorbancia foram transformados em porcentagem em relacao ao

grupo controle 24h.

3.4.2 Vermelho Neutro

O ensaio de Vermelho Neutro (VN) € baseado no fato que células viaveis
incorporam o VN, o qual fica retido nos lisossomos devido ao pH &cido lisossomal
até o momento de sua solubilizagdo (apés incubacdo por 2 horas) conforme
descrito por Repetto et al. (2008).87

Para o ensaio de Vermelho Neutro, ap0s a irradiacdo e periodos de
incubacao descritos na Figura 2, as células foram lavadas com solugdo tampéao
fosfato (PBS, pH 7,4) e incubadas com 60ug/ml de VN diluido em meio de cultura
por 2h a 37°C. Apos este periodo, o VN foi removido, as células foram lavadas
com PBS e foram adicionados 150ul de uma soluc¢do contendo 50% de &lcool
etilico absoluto e 1% de acido acético. Em seguida, a placa foi agitada no
equipamento TS-2000A VDRL SHAKER (BiomiXer, Alemanha) por 10min e a
guantificacéo da viabilidade celular foi realizada em um espectrofotbmetro
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(Anthos2020, Biochrom, UK) em comprimento de onda de 492nm. Foram
realizados trés experimentos independentes em quadruplicata. Os valores de
absorbancia foram transformados em porcentagem em relag&o ao grupo controle
24h.

3.4.3 Cristal violeta

A andlise da viabilidade celular por cristal violeta (CV) esta baseada na
coloragdo de proteinas e DNA das células pelo CV, sendo proporcional a
densidade de células aderidas.®® O ensaio de CV foi realizado nos mesmos
pocos de cultivo celular utilizados para o VN, de acordo com o protocolo descrito
por Martins et.al.?? Desta maneira, os pocos foram lavados trés vezes com agua
e em seguida, foram adicionados 40ul/po¢o de uma solucéo de cristal violeta a
0,02% por 5 minutos. Apds trés lavagens com agua, foram adicionados 100ul de
uma solucao a 0,1M de citrato de sddio em 50% de etanol. A leitura da viabilidade
celular foi realizada no leitor Anthos2020 (Biochrom, UK) em comprimento de
onda de 620nm. Foram realizados trés experimentos independentes em
quintuplicata. Os valores de absorbancia foram transformados em porcentagem

em relacdo ao grupo controle 24h.

3.4.4 Unidades Arbritarias de Autofagia

O indice de unidades de autofagia arbitrarias (UAA), do inglés Arbitrary
Autofagy Units (AAU), mensura indiretamente a morte celular autofagica pelo
calculo que correlaciona a proporcédo de vacuolos autofagicos corados no ensaio
de VN, pela taxa de sobrevida celular, obtida pela média entre os valores obtidos
pelos ensaios de MTT e CV (AAU = {VN / [CV+MTT]}). Conforme descrito por
Martins et.al. 8, ha uma maior incorporacdo e retencdo de VN em vacuolos
autofagicos tardios e desta maneira, ha uma superestimacdo da viabilidade
celular com o ensaio de VN, a qual deve ser normalizada pela média da
viabilidade celular obtida por MTT e CV. A correlagao positiva com morte celular
por autofagia é descrita quando a AAU é maior que 1. Assim, os dados obtidos

nos experimentos de MTT, VN e CV nas diferentes linhagens, grupos de estudo
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e periodos foram utilizados para o calculo da AAU conforme descrito por Martins

et al.8

Com base nos resultados de viabilidade e unidades de autofagia, que séo
discutidos posteriormente neste trabalho, foram selecionados o0s grupos
LED3+3J/cm? e LED6 +6J/cm? para a realizagdo dos ensaios de formacao de
colonia, formacao de esfera, citometria de fluxo e RT-PCR.

3.5 Analise de formacéo de colbdnias

As células das linhagens CAl, LUC4 e SCC9 dos grupos Controle,
LED3+3J/cm2 e LED3+6J/cm? foram semeadas em placas de 6 pocos na
densidade de 200 células/poco por 8 dias. Apds este periodo, as células foram
fixadas com paraformaldeido 4% por 15 min, lavadas com solu¢do tampéao
fosfato PBS e coradas com cristal violeta 1,5% diluido 40 vezes em agua por 5
min. Em seguida, os poc¢os foram lavados em agua corrente e permaneceram
24h a temperatura ambiente para secagem. As colbnias foram fotografadas para
analise da morfologia e as placas foram digitalizadas para contagem do namero
de colbnias com o auxilio do software ImageJ (Versdo 1.4, Fiji, 2012). Foram
consideradas col6nias celulares os agregados contendo mais de 50 células ou
2mm. Trés experimentos independentes em triplicata foram realizados e a

contagem das colbnias foi feita por dois investigadores.

3.6 Capacidade de formacao de esferas

Para avaliacdo da formacao de esferas, as células das linhagens CAL,
LUC4 e SCC9 dos grupos Controle, LED3+3J/cm? e LED3+6J/cm? foram
cultivadas em placas de cultivo celular de 35mm e ap0s a ultima irradiacdo, 1x103
células foram ressuspensas em 1ml de meio de cultura contendo 1% de
metilcelulose 1% (Sigma-Aldrich) e cultivadas por 15 dias em placas de 24 poc¢os
pré-tratadas com 12mg/mL de polyHEMA (Sigma-Aldrich) em etanol 95% para
reducdo da aderéncia celular aos pogos. Apos este periodo, as esferas foram
fotografadas utilizando-se o equipamento ZOE Fluorescent Cell Imager (Bio-

Raid, Singapore) e em seguida contadas manualmente. Trés experimentos
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independentes foram realizados em quadruplicata e a contagem das esferas foi
feita por dois investigadores.

3.7 Citometria de fluxo para analise de expresséo de CD44 e ESA

As células das linhagens CAl, LUC4 e SCC9 dos grupos Controle,
LED3+3J/cm2 e LED3+6J/cm?2 foram removidas da placa utilizando-se tripsina,
centrifugadas e incubadas com os anticorpos anti-CD44-APC (1:25, Clone G44-
26, BD Bioscience) e anti-ESA-Violet Blue (1:100, clone EBA-1, BD Biosciences)
por 30 min no escuro em temperatura ambiente. Em seguida, as células foram
lavadas com PBS e imediatamente analisadas no aparelho FACS Canto Il (BD,
Pharmigen, Califérnia, EUA) utilizando-se o software FACS Diva (verséo 6.1.1,
BD Bioscience). Foram analisados 20.000 eventos e trés experimentos
independentes foram realizados. A porcentagem de células CD44Mh/ESAlow,
CD44Mdh/ESANSh e CD44'°% foi determinada de acordo com Biddle et al. 2011%.

3.8 Isolamento do RNA

O RNA total foi extraido das linhagens CA1, LUC4 e SCC9 dos grupos
Controle, LED+3J/cm? e LED3+6J/cm? pelo uso da técnica de isoticianato de
guanidina, seguindo as recomendacdes do fabricante. Desta maneira, as células
foram lavadas com PBS gelado e incubadas com 0,5 mL de TRIzol (Thermo
Fisher) por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos a lise celular, as amostras
foram coletadas e transferidas para tubos de polipropileno livres de RNase e
DNase e em cada amostra foi adicionado 0,1 mL de cloroférmio gelado. Apos
agitacdo por 15s e incubacédo por 3min em temperatura ambiente, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 xg por 15 min a 4°C. A fase aquosa contendo 0
RNA foi transferida para tubos estéreis e foram adicionados 0,25 ml de alcool
isopropilico gelado, permanecendo por 10 min a temperatura ambiente. Os tubos
foram novamente centrifugados a 12.000 xg por 10 min a 4°C. Neste momento,
foi possivel observar a formacéo do precipitado de RNA no fundo do tubo. O
sobrenadante foi descartado e foi adicionado 300ul de etanol 75% gelado. Apés
centrifugacédo a 6.000 xg durante 5 min, o alcool foi descartado e o RNA foi

ressuspenso em agua DEPC. A concentracéo e pureza do RNA foi determinada
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no Nanodrop 2000 (ThermoFisher, USA) com comprimento de onda de 260 e
280 nm. As amostras foram armazenadas a -80°C até o momento de sua

utilizacao.

3.9 Sintese do DNA Complementar (cDNA)

Um micrograma de RNA foi reversamente transcrito em cDNA utilizando-
se 0 High Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosytems), de acordo com as
instru¢cbes do fabricante. Previamente a sintese de cDNA, o RNA total foi
incubado com a enzima DNAse | Amplification Grade (Thermo Fisher, USA) por
15 min em temperatura ambiente. Para a sintese do cDNA, as amostras foram
incubadas em termociclador (Termociclador Matercycler Gradient, Eppendorf
AG, Hamburg, Alemanha) e submetidas a 25°C por 10 min seguidos de 120 min
a 37°C e 85°C por 5 min. O cDNA foi armazenado em freezer a -20°C até o

momento de sua utilizacao.

3.10 PCR quantitativo (RT-gPCR)

As reacfes de gPCR foram realizadas utilizando-se o termociclador 7500
Real-Time PCR System (Applied BiosystemsCarlsbad, CA, USA), o fluoréforo
SYBR® Green | (SYBR Green Master Mix®, Applied Byosistems), primers
especificos para os genes BMI1, POU5F1 (OCT4), IVL (Involucrina), S100A9
(Calgranulina B), SNAI2 (SLUG) e o gene constitutivo GAPDH. Os primers foram
desenhados utilizando-se o software Gene Tool 2.0 (Biotools Incorporated,
Edmonton, Alberta, Canada).

O cDNA serviu de molde para a amplificacdo por qPCR, sendo todas as
reacdes realizadas num volume final de 10 pL em tubos 6ticos com os seguintes
reagentes: primers sense e antisense para cada gene, 5 ul de Sybr Green Master
Mix® (Applied Biosystems), cDNA (1 pL) e agua. O processo de ciclagem térmica
consistiu em desnaturacao inicial a 95°C por 10 min, seguido por quarenta ciclos
de amplificagéo a 95°C por 10 seg e 60°C por 1 min para o gene BMI1 e 62°C
por 1 min para o gene POU5F1 (OCT4). Para os genes IVL (Involucrina), S100A9
(Calgranulina B), SNAI2 (SLUG) e o gene constitutivo GAPDH, o processo de
ciclagem constituiu em desnaturagao inicial a 95°C por 10 min, seguido por

guarenta ciclos de amplificacéo a 95°C por 10 seg, 60°C por 30seg e 72 °C por
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40seg. Apo6s o término do ultimo ciclo, todas as amostras foram submetidas a
andlise da curva de dissociacdo, conferindo-se a auséncia de qualquer curva
bimodal ou sinal anormal de amplificacdo. Para cada par de primers foi realizada
gPCR utilizando-se agua estéril (blank) para avaliacdo de sua possivel
contaminacao. As sequéncias dos primers utilizados bem como as condicdes
das reacdes de qPCR especificas para cada gene estdo descritas na Tabela 2.
A analise gquantitativa da expressao foi realizada de acordo com o método
matematico de Pfaffl (2001) e a eficiéncia da reacdo de qPCR foi obtida
utilizando-se 5 diluicdes seriadas do cDNA das linhagens celulares, quantificada
em triplicata. A eficiéncia da reacao para cada gene analisado foi determinada
por meio da respectiva diluicdo do cDNA X valores de Ct e calculada por meio
da equacdo E =10(Yslpe) na qual 'E' é a eficiéncia e 'slope' representa o
coeficiente angular da reta. As reacfes de qPCR foram realizadas em duplicata
e as amostras de cDNA em cada reacao foram analisadas em triplicata, sendo
consideradas para quantificacdo somente aquelas com desvio padréo < 0,05
entre os valores de Ct.
Tabela 2 - Genes alvos utilizados para amplificagcdo por qPCR nas linhagens CA1, LUC4
e SCC9 nos grupos controle, LED3+3J/cm? e LED3+6J/cm?, segundo o nimero de

acesso no GenBank, sequéncia dos primers, temperatura de anelamento (Tm),
concentracdo dos primers e tamanho do produto amplificado.

Gene Acesso GenBank Primers 5° —» 3’ Tm (°C) %primers (nM)

F: acttcactgcactgtactcctc 62 200
POU5F1 NM_001173531.1
R: aggttctctttccctagetecte

R:caagtgggaactggaacgat 60 400

BMI1 NM_005180.8
R: tgctgggcatcgtaagtatctt

SNAI1 NM_003068.4 F: caaggaatacctcagcctgg 60 400
R: catctgagtgggtctggagg

S100A9 NM_002965.3 F: aagagctggtgcgaaaaga 60 400
R: gtgtccaggtcctccatgat

IVL NM_005547.3 F: caagacattcaaccagccct 60 400
R: agcggacccgaaataagtg

GAPDH NM_001256799.2 F: gtgaaccatgagaagtatgacaac 60 400

R: catgagtccttccacgatacc
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3.11 Anédlise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata ou quadruplicata,
os resultados foram submetidos a analise estatistica utilizando-se do software
GraphPad Prism (Versao 7.04, Graphpad, USA).

Para verificar a distribuicdo dos dados, foi realizado o teste de
normalidade Shapiro-Wilk. A comparacao entre os grupos foi feita utilizando-se
o teste Kruskal-Wallis quando os dados ndo apresentaram normalidade e com o
teste ANOVA uma via seguido de teste de Tukey quando os dados apresentaram
normalidade. Para a comparacédo entre dois grupos, foi utilizado o teste Mann-
Whitney seguido de teste Hodges-Lehmann quando os dados n&do apresentaram
normalidade e foi utilizado o teste T seguido por correcdo de Welch quando os

dados apresentaram normalidade. O nivel de significancia utilizado foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Viabilidade Celular

4.1.1 Viabilidade celular por MTT

Apos 24 da irradiacéo, foi observada reducéo significante da viabilidade
celular nos grupos LED1+6J/cm2 e LED1+1,5J/cm? linhagens celulares CA1l e
SCC9, (p<0,0001 e p<0,05 respectivamente), quando comparado com 0 grupo
controle (Figura 3). Nao foi observada diferenca estatistica significante entre os

grupos na linhagem LUCA4.
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Figura 3: Média (+ desvio padrédo) da porcentagem de células vidveis obtida no ensaio
de MTT nos grupos LED1+1,5J/cm2, LED1+3J/cm2 e LED1+6J/cm2 em relacdo ao grupo
controle nas linhagens celulares CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) apos 24 da irradiagéo
(Kruskal-Wallis seguido por ANOVA, *p<0,05, ****p<0,0001).

Apos 72h da irradiacdo (Figura 4), foi observada reducao significante da
viabilidade celular nos grupos LED1+6J/cm2 LED1+1,5J/cm2? nas linhagens
celulares CAl e SCC9, (p<0,05 e p<0,001 respectivamente), quando comparado
com o grupo controle. Adicionalmente, foi observado aumento na porcentagem
de células viaveis das linhagens LUC4 e SCC9 nos grupos LED1+3J/cm?
(p<0,01).



45

CA1 Luc4 SCC9

(Y]
=]
=]
[*]
=]
=]

-
]
=]
-
o
=]

[
=]

% de células viaveis
-
=
2
@
=

% de células vidveis
-
=
a

% de células viaveis

Figura 4: Média (+ desvio padréo) da porcentagem de células vidveis obtida no ensaio
de MTT nos grupos LED1+1,5J/cm?, LED1+3J/cm? e LED1+6J/cm2 em relacdo ao grupo
controle nas linhagens celulares CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) apés 72h da irradiacao
(Kruskal-Wallis seguido por ANOVA, *p<0,5 **p<0,001).

No grupo LED3+6J/cm? das linhagens celulares CAl1 e SCC9 foi
observada reducao significante na viabilidade celular quando comparado com o
grupo controle (p=0,0001 e p<0,05 respectivamente). Na linhagem celular LUCA4,
foi observado aumento da viabilidade celular no grupo LED3+1,5J/cm em relacao

ao grupo controle (p<0,0001) (Figura 5).
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Figura 5: Média (+ desvio padréo) da porcentagem de células viaveis obtida no ensaio
de MTT nos grupos LED3+1,5J/cmz2, LED3+3J/cm2 e LED3+6J/cm2 em rela¢do ao grupo
controle nas linhagens celulares CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) (Kruskal-Wallis seguido
por ANOVA, *p<0,05, ***p=0,0001, ****p<0,0001).

Quando comparamos o efeito da irradiacéo entre os grupos LED1 e LED3
nos diferentes parametros (Figura 6), foi observada reducédo significante na
viabilidade celular no grupo LED3+6J/cm? quando comparado com O grupo
LED1+6J/cm? para CA1 (p<0,0001). Em relagéo a linhagem LUC4, foi observado
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um aumento significante na porcentagem de células viaveis no grupo
LED3+1,5J/cm? (p<0,001) bem como reducéo no grupo LED3+3J/cm? quando
comparado com o grupo LED1 (p<0,001). A linhagem SCC9 apresentou
aumento de viabilidade celular no grupo LED3+1,5J/cm? (p<0,001) e reducao
nos grupos LED3+3J/cm?2 e LED3+6J/cm2 quando comparado com o grupo LED1
em 72 horas (p<0,05 e p<0,0001) (Figura 6).
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Figura 6: Média (+ desvio padréo) da porcentagem de células viaveis nos diferentes
grupos LED1 e LEDS3 das linhagens celulares CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) avaliadas
pelo ensaio de MTT (Mann-Whitney *p<0,05, **p<0,001, **p=0,0001, ****p<0,0001).

4.1.2 Viabilidade celular por Vermelho Neutro

Apos 24h da irradiacédo, somente o grupo LED1+3J/cm?da linhagem CA1
apresentou aumento significante na porcentagem de células viaveis quando
comparado com o grupo controle (p<0,05). Nao foi observada diferenca

estatistica significante entre os grupos nas linhagens LUC4 e SCC9. (Figura 7)
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Figura 7: Média (+ desvio padrao) da porcentagem de células viaveis obtida no ensaio
de VN nos grupos LED1+1,5J/cm?, LED1+3J/cm2 e LED1+6J/cm2 em relacdo ao grupo
controle nas linhagens celulares CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) ap6s 24h da irradiagao.
(Kruskal-Wallis seguido por ANOVA *p<0,05)
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Apébs 72h, ndo houve diferenca estatistica significante na porcentagem de
células viaveis entre os grupos controle, LED1+1,5J/cm2, LED1+3J/cm? e
LED1+6J/cm? nas linhagens CAl1 e LUC4. Na linhagem SCC9, o grupo
LED1+6J/cm?2 apresentou diminui¢do da viabilidade celular em relacdo ao grupo
controle (p<0,001) (Figura 8).
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Figura 8: Média (z+ desvio padrdo) da porcentagem de células viaveis obtida no ensaio
de VN nos grupos LED1+1,5J/cm?, LED1+3J/cm? e LED1+6J/cm? em relagdo ao grupo
controle nas linhagens celulares CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) ap0s 72h da irradiacao.
(Kruskall-Wallis seguido por ANOVA *p<0,001)

Em relacdo ao grupo LED3, foi observada reducdo na porcentagem de
células viaveis somente na linhagem CAl do grupo LED3+1,5J/cm? quando
comparado com o controle (p<0,05). Nos demais grupos e linhagens celulares,
nao foi observada diferenca significante na viabilidade celular quando as células

foram submetidas a trés irradiagcdes consecutivas (Figura 9).
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Figura 9: Média (+ desvio padréo) da porcentagem de células viaveis obtida no ensaio
de VN nos grupos LED3+1,5J/cm2, LED3+3J/cm2 e LED3+6J/cm2 em relacdo ao grupo
controle nas linhagens celulares CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) (Kruskal-Wallis seguido
por ANOVA *p<0,05)
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Ao fazer a comparacdo entre os grupos LED1 e LEDS3 foi possivel
observar a reducdo da viabilidade celular no grupo LED3+3J/cm? quando
comparado com o grupo LED1+3J/cm? (p=0,0001). Nao foi observada diferenca

entre os grupos nas linhagens CA1 e SCC9. (Figura 10)
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Figura 10: Média (x desvio padréo) da porcentagem de células viaveis nos diferentes
grupos LED1 e LEDS3 das linhagens celulares CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) avaliadas
pelo ensaio de VN (Teste T de Welch ***p=0,0001).

4.1.3 Viabilidade celular por coloragé&o Cristal Violeta

ApoOs 24h, foi observado aumento na porcentagem de células viaveis das
linhagens CAl do grupo LED1+ 3J/cm? (p<0,0001) bem como aumento
crescente nos grupos LED1+3J/cm? e LED1+6J/cm? da linhagem celular LUC4
guando comparado com o grupo controle (p=0,0001 e p<0,0001). Na linhagem

SCC9, ndo houve diferenca entre os grupos irradiados e controle. (Figura 11)
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Figura 11: Média (+ desvio padrdo) da porcentagem de células viaveis obtida no ensaio
de CV nos grupos LED1+1,5J/cm2, LED1+3J/cm2 e LED1+6J/cm2 em relacdo ao grupo
controle nas linhagens celulares CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) apo6s 24 da irradiagéo
(Kruskal-Wallis seguido por ANOVA ***p=0,0001, ****p<0,0001).
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Apés 72h, foi possivel observar um aumento da viabilidade celular no
grupo LED1+3J/cm? na linhagem CA1 (p<0,001) bem como redu¢éo no grupo
LED1+1,5J/cm? da linhagem SCC9 quando comparado com 0 grupo controle
(p<0,05) (Figura 12).
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Figura 12: Média (= desvio padrédo) da porcentagem de células viaveis obtida no ensaio
de CV nos grupos LED1+1,5J/cm?, LED1+3J/cm2 e LED1+6J/cm2 em relac&o ao grupo
controle nas linhagens celulares CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) apés 72h da irradiacao
(Kruskal-Wallis seguido por ANOVA *p<0,05, **p<0,001).

Nas células que receberam irradiacéo diaria por trés dias consecutivos,
reducdo significante da viabilidade celular foi observada nos grupos
LED3+1,5J/cm? e LED3+6J/cm2 (*p<0,05) da linhagem CAl e no grupo
LED3+6J/cm? da linhagem SCC9 em relagdo ao grupo controle (p<0,0001).
(Figura 13).
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Figura 13: Média (+ desvio padréo) da porcentagem de células vidveis obtida no ensaio
de CV nos grupos LED3+1,5J/cm2, LED3+3J/cm2 e LED3+6J/cm2 em relacdo ao grupo
controle nas linhagens celulares CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) (Kruskal-Wallis seguido
por ANOVA *p<0,05, ****p<0,0001).
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Fazendo a comparacao entre LED1 e LED3, as linhagens CAl1 e SCC9
mostraram reducédo da viabilidade celular no grupo LED3+3J/cm? quando
comparado ao grupo LED1+3J/cm? (p=0,0001). Todas as linhagens celulares
apresentaram reducdo na porcentagem de células viaveis no grupo
LED3+6J/cm2 em relacdo ao grupo LED1+6J/cm? (p<0,0001 e p=0,0001) (Figura
14).
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Figura 14: Média (+ desvio padréo) da porcentagem de células viaveis nos diferentes
grupos LED1 e LEDS3 das linhagens celulares CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) avaliadas
pelo ensaio de CV (Teste T de Welch ***p=0,0001, ****p<0,0001).

Na tabela 3 estdo representados os resultados obtidos nos ensaios de
MTT, VN e CV em relagéo a viabilidade celular das linhagens celulares CA1,
LUC4 e SCC9 nos diferentes grupos de estudo. E possivel observar que apds
24h da irradiagdo, as linhagens CA1 e LUC4 do grupo LED1+1,5J/cm? ndo
apresentaram alteracdo da viabilidade celular quando esta foi avaliada pelos
ensaios de MTT, VN e CV. Adicionalmente, a linhagem SCC9 mostrou reducéo
da viabilidade somente quando avaliada pelo ensaio de MTT. Ja no grupo
LED1+3J/cm?, aumento da viabilidade celular foi somente observado na
linhagem CA1 quando avaliada por VN e na linhagem LUC4 quando avaliada por
CV, isoladamente. No grupo LED1+6J/cm?, a linhagem CA1 apresentou reducéo
da viabilidade quando avaliada por MTT e a linhagem LUC4 apresentou aumento
da viabilidade celular quando avaliada por CV.

Apo6s 72h da irradiacao, as células das linhagens CA1 e LUC4 do grupo
LED1+1,5J/cm?ndo demonstraram alteracdo da viabilidade celular em todos os
ensaios realizados bem como as células da linhagem SCC9 continuaram
demonstrando reducéo da viabilidade celular por MTT e também por CV. J4 no
grupo LED1+3J/cm?, houve aumento da viabilidade celular, observada nas
linhagens LUC4 e SCC9 por MTT e na linhagem CAl por CV. No grupo
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LED1+6J/cm?, o aumento da viabilidade que foi observado por CV ap6s 24h da
irradiacao na linhagem CA1 e LUC4 nao foi observado ap6s 72h da irradiacao e
ainda, a linhagem CA1 continuou mostrando reduc¢éo da porcentagem de células
viaveis na analise por MTT. Adicionalmente, a linhagem SCC9 mostrou reducéo
da viabilidade quando avaliada por VN.

No grupo LED3, o qual recebeu uma irradiacdo diaria por trés dias
consecutivos, observamos uma reducao da viabilidade celular na linhagem CA1l
guando avaliada por VN e CV, aumento da viabilidade na linhagem LUC4 por
MTT e auséncia de efeito na linhagem SCC9 quando 1,5J/cm?foram utilizados
(grupo LED3+1,5J/cm?). Entretanto, no grupo LED3+3J/cm? néo foi observada
alteracdo da viabilidade celular quando esta foi avaliada por MTT, VN e CV. J&
no grupo LED3+6J/cm?, reducdo da viabilidade das linhagens CA1 e SCC9
foram observadas tanto no ensaio de MTT quanto CV e nenhuma alteragéo foi
observada na linhagem LUCA4.

Desta maneira, baseando-se nos resultados descritos acima, a irradiacéo
diaria com o parametro de 6J/cm? mostrou um efeito negativo na viabilidade das
células das linhagens CA1 e SCC9 e nenhum efeito na linhagem LUCA4.
Adicionalmente, o parametro 3J/cm?, quando aplicado diariamente, ndo afetou a
viabilidade celular, fato este que ocorreu quando uma Unica irradiacdo foi
realizada. Desta maneira, os parametros 3J/cm? e 6J/cm? foram selecionados
para avaliar se a FBM é capaz de alterar as caracteristicas de CTC destas

linhagens.
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Tabela 3: Resumo dos dados obtidos nos ensaios de viabilidade celular por MTT, VN e
CV nos diferentes grupos de estudo, periodo e linhagem celular.

Grupos Linhagem MTT VN Ccv

24h

LED1+1,5J/cm? CAl - - -
LUC4 - - -
SCC9 Reducéo - -

LED1+3J/cm? CAl - Aumento -
LUC4 - - Aumento
SCC9 - - -

LED1+6J/cm? CAl Reducéo - -
LUC4 - - Aumento
SCC9 - - -

72h

LED1+1,5J/cm? CAl - - -
LUC4 - - -
SCC9 Reducéo - Reducéo

LED1+3J/cm? CAl - - Aumento
LUC4 Aumento - -
SCC9 Aumento - -

LED1+6J/cm? CAl Reducgéo - -
LUC4 - - -
SCC9 - Reducéo -

72h

LED3+1,5J/cm? CAl - Reducao Reducéo
LUC4 Aumento - -
SCC9 - - -

LED3+3J/cm? CAl - - -
LUC4 - - -
SCC9 - - -

LED3+6J/cm? CAl Reducéo - Reducéo
LUC4 -

SCC9 Reducéo - Reducéo
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4.2 Deteccéo de unidades arbritarias de autofagia in vitro

A avaliacdo da autofagia in vitro foi realizada a partir da analise de
incorporacao por VN em comparacado com CV e MTT, de acordo com Martins et
al. (2013).8° Os valores de UAA maiores que 1 um indicam morte por autofagia
e quanto maior este valor, maior sera a correlagdo com este tipo de morte celular.

Em relacdo aos valores obtidos pelo calculo de UAA, apds 24 horas
(Figura 15), somente o grupo LED1+6J/cm2 da linhagem CA1 mostrou aumento
significante (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. Na linhagem SCC9, foi
observada diminuigdo das UAA no grupo LED1+3J/cm? quando comparado com

0 grupo controle (p<0,001).
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Figura 15: Média (+ desvio padrao) dos valores de UAA nos grupos LED1+1,5J/cm?,
LED1+3J/cm2 e LED1+6J/cm2 em relacdo ao grupo controle nas linhagens celulares
CAl (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) apo6s 24h da irradiacdo (Kruskal-Wallis seguido por
ANOVA *p<0,05, **p<0,001).

Apos 72 horas, somente o grupo LED1+3J/cm? da linhagem SCC9
mostrou reducédo da UAA quando comparado com o grupo controle (p<0,05)
(Figura 16).
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Figura 16: Média (+ desvio padrao) dos valores de UAA nos grupos LED1+1,5J/cm?,
LED1+3J/cm? e LED1+6J/cm? em relacdo ao grupo controle nas linhagens celulares
CAl (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) ap6s 72h da irradiagéo (Kruskal-Wallis seguido por
ANOVA *p<0,05).

Nas células que receberam uma irradiacdo diaria por trés dias
consecutivos, somente o grupo LED3+6J/cm? da linhagem CAl apresentou
aumento significante da UAA quando comparado com o controle (p<0,001).

A B C

CA1 Luc4 SCC9

Figura 17: Média (+ desvio padrao) dos valores de UAA nos grupos LED3+1,5J/cm?,
LED3+3J/cm2 e LED3+6J/cm2 em relacdo ao grupo controle nas linhagens celulares
CAl (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) apos 72h da irradiagdo (Kruskal-Wallis seguido por
ANOVA **p<0,001).

Na comparagéo entre os grupos LED1 e LED3 (Figura 18), foi possivel
observar maior formacao de UAA autofagia do grupo LED3+6J/cm? da linhagem
CAl relacéo ao grupo LED1+6J/cm? (p<0,05). Para a linhagem Luc4, foi possivel
observar menor formacéao de UAA no grupo LED3+1,5J/cm2 em relacéo ao grupo
LED1+1,5J/cm? (p<0,001). Nao houve diferenca entre os demais grupos das
linhagens CAL, LUC4 e SCCO9.
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Figura 18: Média (+ desvio padrédo) comparacédo dos valores de UAA nos grupos LED1
e LED3 das linhagens celulares CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) (Mann-Whitney *p<0,05,
**p<0,001).

Foi realizada a correlacéo linear entre a morte celular por autofagia e a
viabilidade celular dada pelo ensaio de cristal violeta. A distribuicdo dos dados
demonstrou fraca ou nenhuma correlacdo de morte celular por autofagia para

todos os grupos (Anexo 1).

4.3 Capacidade de formacéao de colbnias

A analise de formacdo de coldnias foi avaliada nos grupos controle,
LED3+3J/cm? e LED3+6J/cm?das linhagens celulares CA1, LUC4 e SCC9. Em
relacdo a morfologia das colonias, as linhagens celulares CA1 e SCC9 dos
diferentes grupos apresentaram células pequenas e redondas bem aderidas
umas as outras, com caracteristicas morfolégicas de holoclones (Figura 19). Na
linhagem LUCA4, além do aspecto de holoclones, o qual foi observado em todos
0os grupos, foi observado que células localizadas na periferia das colénias
epiteliais apresentaram morfologia alongada, com aspecto mesenquimal.

Em relacdo ao numero de colbnias formadas apés a irradiacdo diaria por
trés dias consecutivos nos grupos LED3+3J/cm? e LED3+6J/cm? das linhagens
celulares CA1, LUC4 e SCC9, nao foi observada diferenca significante entre os

grupos (Figura 20)
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Figura 19: Morfologia das colbnias formadas nos grupos controle, LED3+3J/cm? e
LED3+6J/cmz2 das linhagens celulares CAl, LUC4 e SCC9 (Aumento 100x).
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Figura 20: Formag&o de col6nias nas linhagens celulares CAl, LUC4 e SCC9 nos
grupos controle, LED3+3J/cm? e LED3+6J/cm? (A). Média (xdesvio padrdo) do numero
de colbnias observado em cada grupo (B) (Teste T de Welch).
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4.4 Capacidade de formacéo de Esferas

A linhagem CAl ndo apresentou diferenca no numero de esferas
formadas entre os grupos controle, LED3+3J/cm2 e LED3+6J/cm?. Entretanto, a
linhagem LUC4 mostrou reducéo significante no nimero de esferas no grupo
LED3+6J/cm2 (p<0,01) e a linhagem SCC9, nos grupos LED3+3J/cm? e
LED3+6J/cm? (p<0,001 e p<0,0001) (Figura 20).
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Figura 21: Formacéo de esferas nas linhagens CA1, LUC4 e SCC9 nos grupos controle,
LED3+3J/cm? e LED3+6J/cm? (A). Média (xdesvio padrdo) do nimero de esferas
observado em cada grupo (B) (Teste T de Welch **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).

4.5 Analise da expressédo de CD44 e ESA

As subpopulacGes CD44MIESANSh  CD44"M/ESAW e CD44'°% das
linhagens CA1, LUC4 e SCC9 foram identificadas de acordo com Biddle et al.
(2011)%° (Figura 22). Como demonstrado na figura 23, ndo foi observada
diferenca entre os grupos nas linhagens CAl, LUC4 e SCC9 em relagdo a

porcentagem de células de cada subpopulacéo.
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Figura 22: Imagem representativa da selecdo das subpopulacées CD44"I/ESAN
CD44M"ESAPY e CD44"" na linhagem CA1 nos grupos Controle (A), LED3+3J/cm? (B)

e LED3+6J/cm? (C).

CA1 LUC4

304 301
1] 1]
I 204 < 204
5 Il Controle - 20 Il Controle
2 CILED3+3J/cm’ '8 CILED3+3J/cm?
° LED3+6J/cm? o LED3+6J/cm?
Z 10- T 40-
= 2

CD44"/ESA CD44M/ES AN CD44" CD44"/ES A CD44"s/ES AN CD44*

SCC9
30+

8 20
5 H Controle
K CILED3+3J/cm?
® LED3+6J/cm?
°

> 10
B3

CD44"/ESA CD44"/ESAN"  CD44"™

Figura 23: Andlise da expressdo de CD44"IWESANSh CD44M"ESAPY e CD44"°" nas
linhagens CA1 (A), LUC4 (B) e SCC9 (C) nos grupos controle, LED3+3J/cm? e
LED3+6J/cm? (Teste T de Welch)
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4.6 Andlise da expressao dos genes BMI1, OCT4, SLUG, CALGRANULINA
e INVOLUCRINA

Em relacdo a expresséao dos genes BMI1 e OCT4, ambos associados com

o fendtipo tronco, foi observado que somente a linhagem CAl do grupo

LED3+6J/cm? mostrou reducao significante da expressao do gene BMI1 quando

comparado com o grupo controle (Figura 24A). Nenhuma diferenca foi observada

em relacéo a expressao do gene OCT4 em todos 0s grupos e nas trés linhagens

avaliadas (Figura 24B)

A expressao do gene SLUG, associado com aquisi¢do do fenétipo de

transicao epitélio-mesequimal, ndo foi alterada nos grupos LED3+3J/cm? e

LED3+6J/cm? em todas as linhagens analisadas (Figura 24C).

Adicionalmente, nenhuma alteracao foi observada em relagdo aos niveis

de expressdo dos genes relacionados com diferenciacdo epitelial

CALGRANULINA e INV nas linhagens celulares CA1, LUC4 e SCC9 ap0s a
irradiacao (Figura 24D e 24E).
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5. DISCUSSAO

Compreender os efeitos e mecanismos de interagdo da FBM com as células
tumorais € fundamental para garantir a seguranca de seu uso no tratamento das
complicacbes orais decorrentes do tratamento oncoldgico dos pacientes com
CEB, evitando-se assim um efeito deletério desta ferramenta, o que poderia levar
a um pior prognostico e/ou favorecer a recorréncia.

Para avaliar o efeito da FBM na viabilidade celular bem como nas
caracteristicas de CTC de diferentes linhagens de CEB, foram selecionados os
parametros 1,5J/cm?, 3J/cm? e 6J/cm? e irradiancia de 25,5mW/cm?. A escolha
dos parametros foi baseada naqueles recomendados pela literatura para a
prevencao e terapia da MO, conforme descrito nas revisdes sistematicas de
Zecha et al. (2016)%° e Bjordal et al. (2011)%, sendo 3J/cm? indicados para a
prevencao da mucosite oral e 6J/cm? para a terapia. Adicionalmente, apesar de
ndo se enquadrar nos parametros recomendados para o tratamento e prevencao
da mucosite oral, o parametro dosimétrico de 1,5J/cm?2 foi também incluido uma
vez que parametros entre 1 e 2J/cm? tem sido utilizados com frequéncia nos
trabalhos que visam compreender a interacdo da FBM com células derivadas de
cancer.69. 80,83,93

Além disso, vale ressaltar que a maioria dos estudos que avaliaram o efeito
da FBM em células tumorais derivadas de CEB realizaram somente uma Unica
irradiacdo, sendo que, um minimo de 3 sessfes semanais € indicado para
prevencdo e/ou tratamento da MO.5%6! Desta maneira, torna-se necessario
avaliar o efeito da FBM com aplica¢cdes diarias nas células tumorais, ja que caso
as mesmas tenham permanecido na mucosa oral apés o tratamento do CEB,
serdo expostas diariamente a FBM.

Para avaliar a viabilidade das linhagens celulares derivadas de CEB apés a
FBM, foram realizados os ensaios de MTT, Vermelho Neutro e Cristal Violeta,
uma vez que estas metodologias apresentam algumas desvantagens quando
realizadas individualmente. O ensaio de MTT avalia a atividade enzimatica de
desidrogenases intracelulares capazes de converter o sal tetrazolium solivel em
adgua, e cristais de formazan insolliveis na mitocondria®°. A FBM atua
diretamente na mitocondria onde ocorre a absor¢cdo da energia pelos

cromoforos, gerando aumento da producdo de ATP, 6xido nitrico e espécies
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reativas de oxigénio, que por sua vez desencadeiam a ativacdo de fatores de
transcricdo que regulam a viabilidade e proliferacdo celular.®® Por outro lado, a
presenca de superoxidos pode levar a uma reducéo na formacao dos cristais de
formazan e desta maneira, os resultados obtidos pelo ensaio de MTT podem
resultar em valores superestimados.®® °2 Em relacdo ao ensaio de VN, células
viaveis incorporam o VN, o qual fica retido nos lisossomos até o momento de sua
solubilizacdo. Porém, este ensaio também pode resultar em uma
superestimacao da viabilidade celular ja que o VN também é incorporado e retido
em vacuolos autofagicos tardios.®® Por fim, a coloracdo com cristal violeta
fornece uma quantificacao da viabilidade celular que é proporcional a quantidade
de células aderidas.® Por esta razdo, é indicado que mais de uma metodologia
seja utilizada para avaliacdo da viabilidade celular, principalmente quando se
utiliza a FBM.#3

Assim, ao avaliar o efeito da FBM na viabilidade de linhagens celulares, os
resultados obtidos foram variados em relacdo ao tipo de ensaio, linhagem
celular, periodo de avaliacao, parametro dosimétrico e frequéncia da irradiacao.
Apbs 24 e 72 horas de uma Unica irradiagdo, observou-se que a exposi¢ao
radiante de 1,5 e 6J/cm2 foram capazes de diminuir a viabilidade da linhagem
SCC9. Efeito inibitério na viabilidade celular também foi observado nas linhagens
CAl e LUC4 com 6J/cm? apds 24h da irradiacdo, por meio dos ensaios de MTT
e CV, respectivamente. Sperandio et al. (2013) e Schalch et al. (2018)
observaram reducao da viabilidade celular da linhagem SCC9 apés 24h da FBM
com exposicdo radiante de 3 e 6/cm2 e 1, 2, 4 e 6J/cm2, respectivamente.5983

Alguns trabalhos na literatura tém demonstrado que a irradiagdo com
exposicdo radiante variando entre 0,5 e 2J/cm? tém um efeito promotor da
proliferacdo celular, sendo este dependente da dose e do tempo de exposicéo.
A FBM com 660nm e exposicdo radiante 1J/cm? foi capaz de aumentar a
proliferacdo celular da linhagem SCC25 derivada de CEB e ainda, aumentar a
porcentagem de células na fase S do ciclo celular bem como a expressao de
ciclina D1.8° Adicionalmente, foi observada reducdo na expressao de E-caderina,
aumento na expressao de MMP9 e maior capacidade de invasao apos a FBM,
demonstrando que neste parametro, a FBM tem um efeito estimulatorio na

proliferacéo e invaséo da linhagem SCC25.8°
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Bamps et al. (2018), utilizando também exposicdo radiante de 1J/cm?
observaram aumento da proliferacéo celular em linhagens celulares derivadas
de CEB, porém nenhuma alteracdo foi observada em linhagem celulares de
células epiteliais normais da tonsila. Além disso, o ganho de proliferagédo foi
acompanhado do aumento pAKT, pERK e expressdo de Ki67. Entretanto,
quando 2J/cm? foram utilizados, nenhum efeito em relacgéo a proliferagdo celular
foi observado.®® Schalch et al. (2018) ndo observaram aumento na porcentagem
de célula positivas para BrdU ao utilizar 4J/cm? ap6s 1 e 3 dias da irradiagédo com
660nm e 780nm.83

Nossos resultados demonstraram que o parametro 3J/cm? e uma Unica
irradiacao foi capaz de promover o aumento da viabilidade celular nas linhagens
celulares CAl e LUC4 ap0s 24h e em todas as linhagens apds 72h da irradiacao
sugerindo que o mesmo tenha um efeito bioestimulatério nas células derivadas
de CEB. Sperandio et al. (2013) observaram que a FBM Unica com 2J/cm?2 na
linhagem celular SCC9 promove aumento da expressao de ciclina D1 apds 24h
e 72h da irradiacdo bem como aumento da proteina S6 fosforilada e reducao de
HSP90, sugerindo assim que a FBM possa contribuir para a agressividade das
células tumorais.®°

Por outro lado, Djavid et al. (2017) ndo observaram efeito da FBM na
linhagem celular HeLa quando a FBM foi aplicada com os parametros 1, 5, 10 e
20J/cm? bem como em relagdo a distribuicdo das células nas diferentes fases do
ciclo celular. Pinheiro et al. (2002) também observou que a FBM por 7 dias
consecutivos com 635nm e exposicao radiante variando de 0,04 a 4,8J/cm?em
células da linhagem Hep-2 derivada de carcinoma epidermdide de laringe nao
foi capaz de alterar a viabilidade celular, mesmo quando as mesmas foram
cultivadas com 5 ou 10% de SFB.%

Outro estudo avaliando a viabilidade das células Hep-2 demonstrou que a
mesma aumentou com a exposicdo radiante de 4J/cm?e 830nm, ndo havendo
diferenca nos valores de viabilidade para o grupo irradiado com 4J/cm2 e 685nm,
sugerindo que o comprimento de onda utilizado afeta a resposta celular a FBM.®®
Neste contexto, Magnato et al. (2004) demonstraram que a viabilidade das
células da linhagem Hela néo foi afetada com diferentes exposi¢des radiantes

(1, 4, 15, 30, 60J/cm?) em laser continuo com 808nm-%¢ Entretanto, um efeito
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estimulatorio foi observado apés a irradiacdo com laser pulado com 905nm bem
como quando a irradiacdo com 808nm foi associada a irradiacdo com 905nm.%®

Interessantemente, quando a irradiacédo foi aplicada diariamente por trés dias
consecutivos, nenhum efeito foi observado na SCC9 irradiadas com 1,5J/cm? e
aumento com a LUC4, adicionalmente somente a linhagem CA1l apresentou
reducdo da viabilidade quando comparado com o controle. Ja em relacdo ao
parametro 6J/cmz, foi observado que nas linhagens celulares CA1 e SCC9 houve
uma inibicdo da viabilidade celular quando avaliada por ambos ensaios, MTT e
CV, sugerindo que a irradiacdo diaria tenha um efeito negativo naviabilidade de
células derivadas de CEB. Vale ressaltar que nenhum efeito positivo em relacéo

a irradiacao diaria com este parametro foi observado na linhagem LUCA4,
demonstrando que este parametro aplicado diariamente tem efeito inibitério ou
nao interfere com a viabilidade de células derivadas de CEB. Quando o efeito
da FBM Unica ou diaria foi comparada em todos os parametros, aquele que
resultou em maior inibicdo da viabilidade foi o parametro de 6J/cm? com
irradiacdo diaria. Adicionalmente, a irradiacdo diaria com o parametro 3J/cm? foi
capaz de reverter o efeito bioestimulatério observado quando somente uma
Unica irradiagédo foi realizada nas linhagens celulares LUC4 e SCC?9.

Desta maneira, € evidente que o efeito da FBM in vitro, assim como in vivo,
€ extremamente dependente dos parametros utilizados, frequéncia da irradiacédo
e tipo de célula e tecido avaliado.” Além disso, a absorc¢édo da luz por diferentes
cromoforos também pode interferir diretamente na resposta celular observada
frente & FBM. Adicionalmente, a FBM possui um efeito bifasico dependente tanto
da dose quanto do comprimento de onda, o qual pode resultar desde um
estimulo na proliferacéo celular quanto inducdo da morte celular por apoptose®’,
sendo ambos efeitos benéficos dependendo do contexto terapéutico. O efeito
estimulatério da FBM estd associado ao aumento nos niveis de ATP enquanto
gue o efeito inibitério esta relacionado com o estresse oxidativo e elevada
producéo de EROs.%

Al-Watban e Andres (2012) observaram que existe uma dependéncia de
dose da FBM em relac&o a proliferacédo celular, no qual, parametros entre 60-
180mJ/cm? s&do capazes de promover a proliferacdo de linhagens de células
tumorais enquanto que parametros entre 420-600mJ/cm? possuem um efeito

inibitério quando a FBM foi aplicada por 3 dias consecutivos.®® Na linhagem
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SCC25 derivada de CEB, foi observada reducéo da viabilidade celular quando a
mesma foi submetida a trés irradiacbes consecutivas com laser vermelho
(660nm e irradiancia de 0,39 a 63,7 mW/cm?) e ainda, aumento da porcentagem
de células na fase S do ciclo celular e de células positivas para Anexina V,
sugerindo que no modelo in vitro utilizado, a FBM néo teve efeito pro-tumoral.1%©
De Castro et.al. (2005) observaram reducao da viabilidade celular da linhagem
KB derivada de CEB no periodo de 48 e 72 horas com o parametro dosimétrico
de 4J/cm?2,10!

Powel et al. (2010) avaliaram o efeito da FBM com diferentes parametros
dosimétricos (780nm, 0,5, 1, 2,3,4,10 e 12J/cm?; 830 e 904nm, 0,5, 1, 2,3,4,15 €
12J/cm?) em linhagem celular derivada de cancer de mama (MCF-7), melanoma
(MDA-MB-435S) e em duas linhagens imortalizadas de célula epitelial mamaria
(SVCT e Bre80OhhTERT). No geral, mudancas minimas em relacdo a taxa de
proliferacdo foi observada nas linhagens MDA-MB-435S e Bre80OhhTERT
guando as mesmas receberam uma Unica irradiacdo, independente do
comprimento de onda e exposicdo radiante utilizada. Na linhagem SVCT assim
como na linhagem tumoral MCF-7, foi observado aumento progressivo na
proliferacdo celular & medida que a exposicao radiante foi aumentando, sendo
claramente observada uma correlacdo linear entre proliferacdo e exposicéo
radiante quando as células foram submetidas a uma Unica irradiacdo. Entretanto,
guando a linhagem MCF-7 foi exposta a trés irradiacbes consecutivas com
intervalos de 24h, uma diminuicdo significante da proliferacdo celular ocorreu
com os parametros 0,5, 4,10 e 12J/cm?.192 Sroka et al. (1999) também
demonstraram que células da linhagem MCF7 bem como células das linhagens
U373MG (derivada de glioblastoma) e ZMK1 (derivada de CEB) apresentaram
discreta diminuicdo da proliferacdo celular independente do comprimento de
onda utilizado (410, 488, 630, 635, 640, 805, e 1,064nm), sendo que nenhuma
diferenca em relacéo a incorporacéo de BrdU foi observada.1?

Desta maneira, especificos comprimentos de onda e diferentes combinacdes
da FBM resultam em efeitos que podem ser tanto estimulatorios quanto
inibitérios e até mesmo ndo promoverem nenhum efeito em relagcdo a
proliferacao celular em linhagens celulares epiteliais normais e tumorais.

Somente um estudo na literatura avaliou o efeito in vivo da FBM em modelo

animal de melanoma e carcinogénese oral com 4NQO utilizando os parametros
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660 nm, 100 mW, 50 mW/cm?, 3J/cm?; 800 nm, 1 W, 200 mW/cm?; 6 J/cm?e 970
nm, 2.5 W, 200 mW/cm?, 6J/cm?, sendo que somente o primeiro parametro se
enquadra naqueles utilizados para o tratamento da mucosite oral.®! Todos os
parametros testados foram associados com reducdo da progresséo tumoral e
somente a FBM com 970 nm foi associado com aumento do recrutamento de
linfécitos e células dendriticas, reducdo de macrofagos com perfil M2 e
organizacéao vascular. Entretanto, vale ressaltar que neste parametro, a poténcia
utilizada foi de 2,5W e o equipamento laser utilizado foi o de alta poténcia, com
uma sonda adaptada para a realizacdo das irradiagdes. Assim, apesar do
evidente efeito inibitério da FBM nos modelos in vivo avaliados neste estudo, é
possivel que a elevada poténcia utilizada tenha contribuido para a reducéo
tumoral e recrutamento do sistema imunolégico. Ainda neste estudo, os autores
destacam que apesar de terem observado um aumento do metabolismo e
proliferacdo celular in vitro apés a FBM, os resultados in vivo resultaram em
inibicdo do crescimento do tumor, sendo os resultados in vitro nao
representativos das condigdes in vivo.

A FBM com 3 e 6J/cm? aplicada diariamente por trés dias consecutivos é a
gue mais se aproxima da prética clinica em relacdo a prevencao e tratamento da
mucosite oral nos pacientes com CEB. Neste estudo, estes parametros, 0s quais
sdo utilizados na clinica, ndo foram capazes de aumentar a viabilidade celular e
ainda, o parametro 6J/cm?teve um efeito inibitério em duas das trés linhagens
celulares derivadas de CEB. Entretanto, estudos que investiguem o0s
mecanismos moleculares envolvidos com este efeito inibitério da FBM no CEB
s80 necessarios, assim como a realizagdo de estudos in vivo, para assegurar a
seguranca no uso desta ferramenta no tratamento da mucosite oral em pacientes
com CEB.

Em relacdo a autofagia, foi observado que a linhagem celular CAl
apresentou reducdo das UAA apds 24h da FBM com 6J/cm?bem como ap6s a
irradiacao diaria por trés dias consecutivos, fato este que foi acompanhado pela
reducdo da viabilidade celular. Adicionalmente, na linhagem SCC9 houve
reducdo das UAA apds 24h e 72h da FBM Unica com 3J/cm?, estando esta
diminuicdo associada com aumento da viabilidade celular. Apesar da UAA ser
um método in vitro e indireto de quantificacdo de autofagia, é possivel que a FBM

diaria com 6J/cm?tenha favorecido este processo. Djavid et al. (2017)
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demonstraram que a PBM com 20J/cm? antes da exposicéo a radiacéo ionizante
(6Gy) foi capaz de reduzir a viabilidade celular, aumentar a producao de EROs,
induzir morte celular por apoptose e autofagia na linhagem celular Hela. Os
autores sugerem que o estresse oxidativo causado pela FBM pode ter sido
responsavel pela inducdo da autofagia. Entretanto, estudos adicionais séo
necessarios para entender os mecanismos moleculares pelo qual a FBM induz
a autofagia nas células tumorais. %

Baseando-se nos resultados da viabilidade celular obtidos neste estudo, os
parametros 3 e 6J/cm? utilizando irradiacédo diaria por trés dias consecutivos
foram selecionados para avaliacdo dos efeitos da FBM nas caracteristicas de
CTC de linhagens celulares derivadas de CEB. Foi demonstrado que a FBM nao
foi capaz de promover o fenétipo tronco do CEB, ap6s a andlise das
propriedades de CTC por meio de diferentes metodologias, incluindo nimero de
colénias formadas, porcentagem de células das subpopulacbes
CD44Nah/ESANSh - CD44MaESAlOw e CD44'°% e expressdo do gene OCT4,
associado com o fendtipo tronco, SLUG, associado com a transi¢cdo epitélio-
mesenquimal e dos genes CALGRANULINA e INV, ambos associados com
diferenciacdo epitelial. Adicionalmente, foi observada redugdo no numero de
esferas formadas apés a FBM com o parametro 6J/cm? nas linhagens LUC4 e
SCC9 bem como reducédo na expressao de BMI1, embora somente a linhagem
CAL1 tenha mostrado reducao significante.

No CEB, Biddle et al. (2011) demonstraram que duas populacbes de CTC
sdo identificadas pela expressdo de CD44 e ESA, sendo o fendtipo
CD44Mdh/ESANIh associado com morfologia epitelial, capacidade de auto-
renovagdo e responsavel por sustentar o crescimento tumoral e o fenétipo
CD44N9h/ESAlYY, associado com uma morfologia mesenquimal e altamente
migratoria, sendo responsavel pela invasdo tecidual e desenvolvimento de
metastases. Funcionalmente, a maior capacidade de formacdo de colbnias e
esferas estd associada ao fendtipo CD44MIESANMGN e CD44heh/ESAlW,
respectivamente.3® 40 Além da participacdo destas diferentes subpopulacdes de
CTC no desenvolvimento e progressao tumoral, sabe-se que as mesmas estao
associadas com maior resisténcia a radioterapia e quimioterapia no CEB,%?

sendo possivelmente as células que permanecem na mucosa oral apds o
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tratamento oncologico e aquelas responsaveis pelo desenvolvimento de
recidivas.>3

Ja foi demonstrado que o tratamento de linhagens celulares de CEB com
cisplatina, comumente utilizado no tratamento do CEB em combinacdo com a
radioterapia, seleciona células com caracteristicas de CTC identificadas pelo
fendtipo CD44MALDH"9" as quais apresentam maior expressdo de BMI1 e
capacidade de formacdo de esferas tumorais®. Adicionalmente, células
resistentes a cisplatina alternam em relacdo a expressao da proteina CD44
padréo e suas isoformas, sendo a aquisicdo da expressao da proteina CD44
padrdo associada a inducdo da TEM via aumento da expressao do fator de
transcricdo ZEB1.104

Devido a relevancia que as CTC possuem no desenvolvimento e
progressdo do cancer, muitos estudos apontam que 0 sucesso da terapia
oncoldgica, incluindo o CEB, deve ter como foco a terapia alvo contra as CTC,
aliada ao tratamento convencional.}44-43 Adicionalmente, uma estratégia
terapéutica também apontada na literatura consiste na inducéo da diferenciacao
das CTC.105 Neste contexto, Rodrigues et al. (2018) observaram que as
linhagens celulares CA1 e LUC4 expostas ao imunoterapico Cetuximab
apresentam reducdo da subpopulacdo CD44MIVESANSh e concomitante
aumento da populagdo CD44"°% reducdo na capacidade de formacdo de
colonias e aumento da expressao dos marcadores de diferenciagédo epitelial
Calgranulina e Involucrina, demonstrando que a diminuicdo da CTC com fenétipo
CD44Mgh/ESANIh ocorreu devido a inducdo da diferenciacdo celular nesta
subpopulacéo.3!

N&ao foi encontrado na literatura estudos que avaliaram o efeito da FBM
nas caracteristicas de CTC no CEB. Crous et al. (2016) avaliaram o efeito da
FBM uUnica em células tronco de cancer de pulmao da linhagem A549 isoladas
por meio da expressao de CD133, com as exposi¢cdes radiantes de 5, 10 e
20J/cm?, 636nm e irradiancia de 9,36mW/cm2. Os autores observaram um
aumento da viabilidade celular por meio do ensaio de MTT apdés 24, 48 e 72h da
irradiacdo.'%® Abrahamse et.al. (2016)'°” também avaliou o efeito da FBM Unica
em CTC da linhagem celular A549 positiva para CD133 usando 5, 10, 20 e
40J/cm? e comprimentos de onda de 635, 825 e 1060. Foi observado que a FBM

pode ter efeito estimulatorio ou inibitério dependendo tanto da exposi¢éao
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radiante quanto do comprimento de onda. Em relagdo ao comprimento de onda
635nm, o qual foi utilizado nesta pesquisa, 40J/cm? resultou em diminuicdo da
viabilidade das CTC, o que foi acompanhado por aumento no nimero de células
positivas para Anexina V. Neste estudo, o efeito bioestimulatério e bioinibitério
da FBM foi dependente da exposicdo radiante e do comprimento de onda
utilizado, estando de acordo com a lei “Arndt-Schultz”, a qual descreve que um
fraco estimulo da FBM (em relagdo ao tempo de irradiacdo e dose) aumenta a
atividade fisioloégica, um estimulo moderado inibe a atividade a um estimulo
muito intenso blogueia a atividade fisiolégica.%®

Na recente revisdo publicada por Kiro et al. (2018) sobre a FBM em CTC de
pulmé&o e cancer cervical, os autores sugerem, baseando-se nos estudos acima,
gue a FBM com elevada exposicdo radiante pode representar uma ferramenta
contra as CTC. Sugerem ainda que apesar dos mecanismos envolvidos com o
efeito inibitério da FBM nédo serem ainda conhecidos, possivelmente, o excesso
de producdo de EROs incluindo oxigénio singleto e radicais hidroxila em
decorréncia da exposicdo prolongada a FBM e consequentemente, da
incapacidade dos sistemas antioxidantes das CTC em eliminarem as EROS,
devem ser considerados como um dos mecanismos responsaveis por induzir
apoptose das CTC.1%®

Com base nos resultados apresentados nesta pesquisa, foi observado

gue a FBM diaria com os parametros 3J/cm2 e 6J/cm?, utilizados para profilaxia
e tratamento da mucosite oral, respectivamente ndo promoveram o aumento da
viabilidade celular nem foram capazes de aumentar as subpopulacdes
CD44Nah/ESANSh e CD44"dESAOW nas linhagens de CEB, bem como a
formacdo de colbnias, esferas e expressao de genes associados com o fenétipo
tronco. Embora mais estudos sejam necessarios para avaliar os efeitos
moleculares da FBM nas CTC e ainda, levando em consideracéo as limitacdes
de um estudo in vitro, os parametros de 3J/cm?2 e 6J/cm? e nas condicdes
utilizadas neste estudo ndo foram capazes de favorecer a viabilidade das células
derivadas de CEB nem tampouco promoveu a expansao das populagbes de
CTC.
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CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados, podemos concluir que:

O efeito da FBM na viabilidade das linhagens celulares CAl, LUC4 e
SCC9 foi variado e dependente da frequéncia da irradiacdo e da
exposicdo radiante utilizada. Efeito inibitério na viabilidade celular foi
observado quando as células foram submetidas a FBM diaria por trés dias
consecutivos com 6J/cm?.

As células da linhagem CAL irradiadas por trés dias consecutivos com
6J/cm? apresentaram aumento nas AAU. Porém, na linhagem SCC9
irradiada uma Unica vez com 3J/cm?, foi observada reducédo nas AAU.
Portanto, o efeito da FBM, avaliado indiretamente, da autofagia foi
dependente da frequéncia da irradiacéo e da exposicao radiante utilizada.
A FBM diaria por trés dias consecutivos nos parametros 3 e 6J/cm? ndo
alterou a capacidade de formacado de colbnias e esferas das linhagens
celulares CA1, LUC4 e SCCO9.

A FBM diaria por trés dias consecutivos nos parametros 3 e 6J/cm? ndo
foi capaz de promover alteracdo nas subpopulacdes CD44Mah/ESARish g
CD44Mgh/ESAlPw das linhagens celulares CA1, LUC4 e SCC9.

A FBM diéria por trés dias consecutivos nos parametros 3 e 6J/cm? ndo
modulou a expressao dos genes OCT4, SLUG, INV e CALGRANULINA
nas linhagens celulares CAl, LUC4 e SCC9. Somente a linhagem CAl
apresentou diminuicdo na expressdo do gene BMI1 apds irradiacdo com
6J/cm?.

Nas condi¢des experimentais utilizadas neste estudo in vitro foi observado
gue a FBM com parametros usados para a prevencao e tratamento da
mucosite oral, com irradiacao diaria, condicdo esta que mais se aproxima
da pratica clinica, ndo foi capaz de aumentar a viabilidade das células

tumorais nem favorecer o fenétipo tronco.
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ANEXOS

ANEXO I: Correlagéo entre os valores de UAA e viabilidade por CV.

Em relacdo a viabilidade celular pelo calculo de UAA, apos 24 horas, foi
possivel correlacionar morte celular por autofagia nos grupos LED1+3J/cm? e
LED1+6J/cm? para a linhagem LUC4 (p<0,05 r=-0,41 e p=0,0004, r=0,64), com
0s grupos LED1+1,5J/cm? e 6J/cm? para a linhagem SCC9 (p<0,05, r=-0,75 e

p<0,05 r=-0,46), ndo foi possivel correlacionar autofagia com os demais grupos.
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Figura: Distribuicdo da correlagéo dos valores obtidos pelo célculo de AAU nos grupos
Controle, LED1+1,5J/cmz?, LED1+3J/cm? e LED1+6J/cm?2 em relacdo a taxa de sobrevida
respectiva aos valores obtidos no ensaio de Cristal Violeta nas linhagens celulares CA1
(A), LUC4 (B) e SCC9 (C) apés 24h da irradiacéo. (Correlacdo de Spearman)

ApGs 72 horas, foi possivel correlacionar morte celular por autofagia nos
grupos LED1+3J/cm? e LED1+6J/cm? para a linhagem CA1l (p<0,05, r=-0,45 e
p<0,05, r=-0,52) LUC4 (p<0,0001 r=-0,69 e r=-0,72), para a linhagem SCC9 foi
correlacionado no grupo LED1+3J/cm2 (p<0,05, r=-0,55).
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Figura: Distribuicdo da correlacédo dos valores obtidos pelo célculo de AAU nos grupos
Controle, LED1+1,5J/cmz2, LED1+3J/cm? e LED1+6J/cm?2 em relacdo a taxa de sobrevida
respectiva aos valores obtidos no ensaio de Cristal Violeta nas linhagens celulares CA1
(A), LUC4 (B) e SCC9 (C) apés 72h da irradiacao. (Correlacdo de Spearman)
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Apbs 72 horas das irradiacdes, para as linhagens CA1 e LUC4 nao foi
possivel correlacionar a morte celular com autofagia nos grupos, para a linhagem
SCC9 foi possivel correlacionar positivamente a morte celular por autofagia no
grupo LED3+6J/cmz2 (p=0,0005, r=0,64)
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Figura: Distribuicdo da correlagéo dos valores obtidos pelo célculo de AAU nos grupos
Controle, LED3+1,5J/cmz?, LED3+3J/cm? e LED3+6J/cm?2 em relacdo a taxa de sobrevida
respectiva aos valores obtidos no ensaio de Cristal Violeta nas linhagens celulares CA1
(A), LUC4 (B) e SCC9 (C) apés 72h da irradiacéo. (Correlacdo de Spearman)
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