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RESUMO

Séneda LM. Analise da proliferagao e viabilidade de células de carcinoma
epidermdide de boca humana em cultura irradiadas por laser em baixa
intensidade. Sao Paulo; 2005. [Dissertagao de Mestrado-Fundagdo Antonio

Prudente]

A mucosite bucal é decorrente de tratamentos radioterapicos em cabeca e
pescogo e/ou quimioterapicos. A terapia com laser em baixa intensidade (low level
laser therapy-LILT) tem sido empregada para a sua prevencao e tratamento. As
lesbes decorrentes de quimio e/ou radioterapia em pacientes com cancer de boca
aparecem concomitantemente com a neoplasia. Para melhoria da qualidade de
vida desses pacientes a LILT poderia ser utilizada. O objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos da LILT na proliferagao de células cultivadas do carcinoma
epidermdéide de boca em cultura. Para essa analise foram utilizadas duas
linhagens celulares (KB, HN-30) cultivadas em déficit nutricional (5% de soro fetal
bovino) em placas com 96 pocos. Foram plaqueadas 10° células por pogo que
foram irradiadas, ou nao (controle), duas vezes com intervalo de 6 h com laser em
baixa intensidade (3 J/lem?, 660 nm, vermelho ou 780 nm no infravermelho). Doze,
16 e 20 h apods a ultima irradiacao a atividade mitocondrial de células foi analisada
através do teste MTT e a absorbancia foi mensurada em leitora ELISA, utilizando
filtro de 540 nm. Os resultados, em quadruplicata, foram analisados
estatisticamente pelo método ANOVA. Para ambas as linhagens celulares nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas no numero de células
viaveis em funcdo dos diferentes tratamentos. Portanto, nas condi¢oes
experimentais desse estudo, a LILT nao exerceu efeito na proliferagdao de células
de carcinoma bucal in vitro, indicando uma atividade in6écua que nao contra-
indicaria seu uso na prevencao e tratamento de mucosite em pacientes com

cancer de boca e em tratamento radio e/ou quimioterapico.



SUMMARY

Séneda LM. [Analysis of the prolipheration and viability of epidermoid
carcinoma cells of human mouth in culture irradiated by low laser intensity].

Sao Paulo; 2005. [Dissertagao de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

The oral mucositis is a side effect of head and neck radiotherapy and/or
chemotherapy. The low level laser therapy (LILT) has been used for its prevention
and treatment. The lesions found after chemo and/or radiotherapy in pacients with
mouth cancer appear simultaneously with a neoplasm. In order to improve the life
quality of these patients the LILT could be used. The objective of this study was the
evaluation of the effects of LILT in the proliferation of cells grown from an
epidermoidis carcinoma of mouth in culture. For this analysis two types of cells
were used (KB, HN-30) grown in nourishment deficit (fetal bovine serum 5%) on
board with 96 wells. In each well 10° cells were used that were irradiated or not
(control), two times at 6 h interval with LILT (3J/cm?, 660 nm, red or 780 nm in the
infrared). Twelve, 16 and 20 h after the last irradiation the mitocondrial activity of
cells were analysed through the MTT test and the abosrbabilit was measured by
ELISA reading machine using a 540 nm filter. The results, in quadruplicate were
analysed statistically by ANOVA method. For boths cell lines statistically significant
differences were not observed in the number of viable cells in function due to
different treatments. However, in experimental conditions of this study, the LILT
didn’t have effect in cell proliferation of oral carcinoma in vitro, indicating an
inocuos activity that couldn’t reject its use in prevention and treatment of mucositis

with mouth cancer in radio/chemotherapy treatment.
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1 INTRODUCAO

A mucosite bucal é uma complicagdo comum no tratamento
citorredutor do céncer de cabega e pescoco, onde sdo empregadas a
quimioterapia e/ou a radioterapia (SONIS et al. 2004). Sua incidéncia é
variavel, entretanto, &€ especialmente comum em pacientes que recebem
quimioterapia mieloblastica agressiva como, por exemplo, durante o
condicionamento para transplante de medula éssea (TMO) e em pacientes
que recebem terapia com radiacdo para canceres de bocal, orofaringe,
nasofaringe e de glandulas salivares (TARDIEU et al. 1996; BENSADOUN et
al. 1999).

Clinicamente, a mucosite varia de lesdes eritematosas pouco
sintomaticas a quadros severos de ulceragdo e dor que pode levar a
modificagdo do tratamento anti-neoplasico ou até mesmo a necessidade da
interrupcado do mesmo, promovendo assim, uma reducao da qualidade de
vida e/ou a sobrevida do paciente (SONIS 1998). Além disso, a mucosite
severa pode aumentar a duragdo de internacado hospitalar e necessitar de
cuidados especiais, incluindo continua infusdo intravenosa de barbituricos,
outros medicamentos e alimentagao parenteral (PETERSON 1990;
BARASCH et al. 1995).

Os mecanismos exatos através dos quais as drogas quimioterapicas
citotoxicas e a radioterapia provocam a mucosite nao foi completamente

elucidado. Entretanto, a mucosite parece resultar de uma série de interagdes



dinamicas e de eventos moleculares e celulares que envolvem todos os
elementos da mucosa (epitélio e conjuntivo). Nos ultimos anos, varios
estudos vém mostrando que alteragdes na superficie endotelial dos vasos da
submucosa, nos mecanismos reguladores da apoptose dos fibroblastos da
submucosa bem como, na sintese de metaloproteinases (MMPs) e citocinas
inflamatdrias ocorrem na mucosa bucal afetada e precedem o dano epitelial
(SONIS et al. 2004).

O controle da mucosite bucal estda se tornando cada vez mais
importante e o desenvolvimento de intervencdes efetivas sdo visto como de
alta prioridade nos cuidados de suporte ao paciente oncoldgico. Os
tratamentos para mucosite bucal, de modo geral, sao apenas paliativos,
visando refrear os sintomas e controlar possiveis quadros infecciosos e/ou
hemorragicos. Os tipos mais comuns de tratamentos para mucosite sao:
antimicrobacterianos tépicos, citocinas para estimulagdo da medula,
vitaminas, fatores de crescimento, bochechos com corticoides e colutérios
nao alcodlicos, aminoacidos suplementares, crioterapia, e mais
recentemente, tratamento com lasers emissores em baixas intensidades
(MIGLIORATI et al. 2001; BENSADOUN e CIAIS 2002).

Varios estudos utilizando laser em baixa intensidade de poténcia
demonstraram sua eficacia no tratamento da mucosite bucal, agindo
principalmente na atenuacado da dor, duracdo da mucosite bucal, maior
facilidade para a degluticao e efeito cicatrizante (BARASCH et al. 1995;
COWEN et al. 1997; MIGLIORATI et al. 2001; BENSADOUN e CIAIS 2002;

SANDOVAL et al. 2003).



A despeito do sucesso clinico e alguns dados experimentais, o
mecanismo dos efeitos do laser ainda sdo pobremente entendidos
(PEREIRA et al. 2002). A acao do laser de baixa intensidade na atividade
proliferativa celular € um assunto controverso, j& que a luz laser tem
mostrado hora como estimulante, hora com inibidora da proliferacao de
células em cultura (PINHEIRO et al. 2002).

Em alguns casos, pacientes com carcinoma epidermdide de cabecga e
pescoco antes de realizar a cirurgia sao submetidos a radioterapia e/ou
quimioterapia e também podem desenvolver a mucosite. As lesdes de
mucosite nesses casos aparecem concomitantemente com a neoplasia na
cavidade bucal. Em outras situagcbées, a presenca de tumor residual
macroscopico ou microscopico submetido a radioterapia pos-operatéria,e
nesses casos também ha células tumorais viaveis. Para controlar a mucosite
e aliviar a sintomatologia desses pacientes a LILT pode ser utilizada. No
entanto, nessas situagdes células neoplasica também podem estar sendo
irradiadas e nao se conhece a resposta destas células a irradiacédo laser em
baixa intensidade. Dessa forma, antes de se indicar o uso da LILT para
pacientes com mucosite e carcinoma epiderméide de boca torna-se
importante, como primeiro passo, analisar os efeitos da radiacéo laser em

baixa intensidade sobre células cultivadas do carcinoma epidermaide.



2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da LILT na proliferacao

de células cultivadas do carcinoma epidermdide de boca em cultura.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MUCOSITE

A mucosite é definida como uma consequiéncia debilitante da terapia
anti-neoplasica caracterizada por inflamagao e ulceragdo da mucosa bucal e
gastrointestinal e representa um dos efeitos colaterais mais importantes do
tratamento contra o cancer (LOCKHART e SONICS 1981; SONIS et al.
2004).

A real prevaléncia da mucosite € dificil de ser estabelecida tendo em
vista a ampla variedade de populagdes estudadas, diagnosticos, formas de
relatar seu aparecimento, protocolos de tratamento, tempo e sistemas de
graduacao utilizados nos diversos trabalhos acerca deste tema (PSYRRI et
al. 2004).

Entretanto, sabe-se que a mucosite €é uma complicacao
especialmente comum em pacientes que recebem quimioterapia
mieloblastica agressiva como, por exemplo, durante o condicionamento para
transplante de medula éssea (TMO) e em pacientes que recebem terapia
com radiagdo para cénceres de cavidade bucal, orofaringe, nasofaringe e de
glandulas salivares (TARDIEU et al. 1996).

Pacientes com neoplasias hematoldgicas, como por exemplo a
doenca de Hodgkin, tem mais propensao a desenvolver mucosite que os

pacientes com tumores sdlicos, talvez porque essas doengas atingem mais



pacientes jovens e pelas drogas utilizadas, geralmente mucosite-indutoras
(SONIS 1998).

A incidéncia de mucosite em criancas e pacientes jovens é maior do
gque em pacientes idosos, mesmo quando submetidos a regimes de
tratamento com quimioterapicos semelhantes e para o mesmo tipo de
neoplasia, provavelmente devido ao maior indice mitdtico do epitélio dos
mesmos (SONIS 1998).

De acordo com SONIS et al. (2004) a incidéncia de mucosite varia de
12% nos casos de pacientes que recebem quimioterapia adjuvante, ou até
100%, nos casos em que os pacientes submetidos a TMO que recebem TBI
(Total Body Irradiation) associado a quimioterapia em altas doses. Alguns
fatores tais com o tipo de doencga, as condicdes de higiene oral, o tipo, a
dose e frequéncia da administracdo das drogas associadas ou ndao com a
radioterapia podem modificar a incidéncia da mucosite (SCHUBERT et al.
1992).

SONIS (1998) relata que em protocolos de tratamento para pacientes
de alto risco, as lesdes bucais sao tao severas que em muitos casos, se faz
necessaria a modificagdo do tratamento anti-neoplasico ou até mesmo a
necessidade da interrup¢ao do mesmo, promovendo assim, uma redugéo da

qualidade de vida e/ou a sobrevida do paciente.

3.1.1 Manifestagcoes Clinicas
As manifestagdes clinicas da mucosite variam de formas leves a

severas, mas representam um espectro da mesma doencga. Na sua forma




leve, se apresenta como lesao atrdfica, eritematosa, na qual a mucosa
permanece intacta. Nestes casos o paciente pode ter sensibilidade como a
observada nos casos de queimadura por alimentos quentes e pode ser
facilmente tratado. Em contrapartida, pacientes com formas mais severas de
mucosite desenvolvem ulceracbes que penetram profundamente na
submucosa e causam dor severa, o que rotineiramente exige uso de
analgésicos potentes (SONIS et al. 2004). Nestes quadros observa-se
exacerbagcao da dor nos momentos de higienizagédo e respiragdao bucal do
paciente (COWEN et al. 1997).

O quadro clinico de mucosite severa pode levar a modificacdes nos
protocolos de tratamento, necessitando de administracado de medicamentos
intravenosos ou nutricao parenteral. Isto vem quase sempre acompanhado
de sintomas gerais, tais como nauseas, vomitos, diarréia, associada a dor,
aumento do desconforto que leva a anorexia, perda de peso e queda
drastica na qualidade de vida do paciente (PETERSON 1990).

O sistema de graduagdo mais utilizado atualmente é o da
Organizagcao Mundial de Saude (OMS) no qual leva-se em consideragao
critérios objetivos e subjetivos, que consideram o estado fisico geral e
nutricional do paciente bem como a inspecao da cavidade bucal. Segundo
esta classificagdo a mucosite varia do grau 0 ao grau 4 da seguinte forma: O-
Inexisténcia de alteracbes da mucosa; 1-Inflamacao e eritema; 2-Eritema e
ulceras (paciente consegue ingerir solidos); 3-Ulceragao (ingestao apenas

de liquidos) e 4-impossivel a alimentacao bucal (PARULEKAR et al. 1998).



A mucosite afeta principalmente as superficies nao queratinizadas da
mucosa bucal provavelmente devido ao menor indice de renovagao celular
destas areas. As lesdes tendem a recorrer na mesma localizagdo em cada
episddio de mucosite (KOSTLER et al. 2001).

Tendo em vista que a boca possui uma ampla variedade de
microrganismos, a perda da integridade epitelial, como ocorre em alguns
casos de mucosite (Graus 3 e 4), aumenta marcadamente o risco de
bacteremia, fungemia e sepse (EPSTEEIN e SHUBERT 1999).

Em pacientes submetidos a TMO observa-se um risco maior de
desenvolverem febre e infecgdes sistémicas na presenga de mucosite,
quando comparados aos pacientes sem mucosite. Paralelamente, a
necessidade de nutricdo parenteral e analgesia com narcéticos também
aumenta (SONIS et al. 2004).

De acordo com ELTING et al. (2003) e TROTTI et al. (2003) os niveis
de infeccao estdo aumentados na presenca de mucosite bucal
quimioinduzida em pacientes com tumores solidos e que recebem TMO,

assim como a duracao da hospitalizagao e custos do tratamento.

3.1.2 Patobiologia da Mucosite

O controle da mucosite bucal estd se tornando cada vez mais
importante e o desenvolvimento de intervencodes efetivas sdo vistos como de
alta prioridade nos cuidados de suporte ao paciente oncolégico. Tanto é
assim, que a Associacao de Suporte e Cuidados em Cancer e a Sociedade

Internacional de Oncologia Oral criaram uma Divisdao de Estudos da



Mucosite no ano de 2000 e um painel de especialistas foi nomeado para
desenvolver diretrizes baseadas em evidéncias para prevenir e tratar
mucosite bucal e gastrointestinal associadas com a terapia anti-cancer
(SONIS et al. 2004). Entretanto, formas promissoras de tratamento estao
sendo propostas a partir dos avangos da compreensao da patobiologia da
mucosite.

Historicamente, mucosite era pensada como apenas uma
conseqliéncia do dano ao epitélio da cavidade bucal. Isto era uma hipdtese
denominada de efeito direto-indireto. O efeito direto estava relacionado com
a radiagao ou a quimioterapia que afetava de forma ndo especifica as
células que proliferavam rapidamente da camada basal do epitélio causando
a perda da habilidade de renovacgao tecidual. Assim, como consequéncia o
epitélio sofreria atrofia, afinamento, e ulceragdo. De qualquer maneira,
acreditava-se que o trauma e microrganismos facilitavam este processo. Os
efeitos indiretos seriam a toxicidade da droga na medula dssea promovendo
leucopenia, anemia, trombocitopenia, que agravariam os efeitos diretos
(BARASCH e PETERSON 2003; SCULLY et al. 2003).

Em 1998, SONIS propdés uma classificacdo para descrever as fases
da mucosite bucal, sendo elas: fase inflamatéria ou vascular; epitelial;
ulcerativa ou bacteriana e fase cicatricial. Segundo BARASCH e
PETERSON (2003), esse modelo foi muito importante, pois elucidou e
completou a antiga teoria do efeito “direto-indireto” de toxicidade das drogas,
que persistiu até o final da década de 1990. Ressaltou ainda a importancia

de que as fases da mucosite sao interdependentes e que existem fatores de



risco relacionados aos pacientes, e que podem interferir no progndstico da
mucosite.

Os mecanismos exatos através dos quais as drogas citotoxicas e a
radioterapia provocam a mucosite nao foram completamente elucidados.
Entretanto, varios trabalhos tém demonstrado que estes agentes, por
atuarem nas células tumorais, que tem rapida divisdo, também danificam as
células epiteliais e do conjuntivo da mucosa resultando em inflamagéao e
ulceracao do epitélio (LOPRINZI et al. 2000; BICUDO 2004).

A mucosite parece resultar de uma série de interagdes dindmicas e de
eventos moleculares e celulares que envolvem todos os elementos da
mucosa (epitélio e conjuntivo). Nos Ultimos anos, varios estudos vém
mostrando que alteracdes na superficie endotelial dos vasos da submucosa,
nos mecanismos reguladores da apoptose dos fibroblastos da submucosa
bem como, na sintese de metaloproteinases (MMPs) e citocinas
inflamatodrias ocorrem na mucosa bucal afetada e precedem o dano epitelial
(SONIS et al. 2004).

Mucosite freqientemente € caracterizada como uma desordem
inflamatdria, entretanto, resultados histolégicos ndo estao de acordo com
este conceito. De fato, o infiltrado de leucdcitos é tipicamente visto durante
os ultimos estagios do processo e associado a fase ulcerativa da mucosite.

Em 2004, SONIS et al. relatou que apesar do desenvolvimento da
mucosite ser um processo dindmico com a finalidade didatica é necessario
dividi-la em estagios e classificou-a em 5 estagios biologicos definidos como

iniciagdo, resposta ao dano primario, amplificacdo de sinal, ulceracédo e
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reparacao. De acordo com o autor, no caso dos regimes de dose
fracionados, que compreende protocolos tipicos de radiagao, estes estagios
se sobrepbem tendo em vista que o dano causado ocorre em pequenas
doses diariamente. Em contraste, regimes quimioterapicos estomatotdxicos
como aqueles que sadao comumente utilizados nos regimes de
condicionamento para TMO mantém o intuito de regime curto, intenso e por
um periodo especifico.

Na fase de iniciacdo que ocorre apds a radioterapia e a quimioterapia
se evidencia o dano tecidual que pode ser causado por mecanismos
relacionados ou ndo a alteracdo do DNA. As células da camada basal do
epitélio e da submucosa séao consideradas as células alvo da injuria celular
direta e sofrem dano associado a quebra das cadeias de DNA.
Simultaneamente, sao gerados radicais livres derivados de oxigénio,
iniciando o processo de desenvolvimento da mucosite, através de diminuicao
da renovacgao celular, alteracdo o epitélio e nos vasos sanguineos. Estas
alteracdes resultam na morte de algumas células epiteliais e da submucosa
(DENHAM e HAUER-JENSEN 2002). Entretanto, clinicamente a mucosa
bucal apresenta aspecto de normalidade.

A fase seguinte é denominada de resposta primaria a injuria. Nesta
fase o dano ao DNA, o dano néo relacionado ao DNA, e espécies reativas
de oxigénio iniciam uma série complexa de eventos que estao sendo ainda
definidos que parecem agir na ativacao dos fatores de transcricao da familia

kappa-B (NF-kB) que afetam a regulagéo da apoptose, sintese de citocinas
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(TNF-alfa,IL-1beta, e IL-6) e de metaloproteinases (MMPs) (SONIS et al.
2004).

A quebra do DNA resulta na ativagao de vias de transducéo de sinal
que ativam fatores de transcricédo tais como a p53 e o fator kB nuclear (NF-
kB). Estes fatores sdo ativados em resposta a radiagédo, algumas drogas
citotoxicas e radicais livres derivados de oxigénio. Dentre os fatores de
transcricao o NF-kB tem sido sugerido como um dos mais importantes, em
relacao a toxicidade e resisténcia a terapia tumoral. Ativagéao de NF-kB pode
resultar na super-regulacdo de mais de 200 genes, muitos dos quais tém
efeito na toxicidade da mucosa. De qualquer forma, os achados de que a
ativacdo do NF-kB pode ter agdes pro-apoptoéticas e anti-apoptéticas faz dele
um significante fator na determinacdo do que acontecera com o tecido
normal apds a radioterapia e quimioterapia. O balango normal entre
membros de familias pro-apoptéticas (BAX) e anti-apoptéticas (BCL-X) pode
ser quebrado pela administragao de terapia para mucosite. Como resultado,
a super-expressao de BAX nos tecidos normais deve precipitar a morte dos
mesmos. Dada a habilidade do NF-kB de superregular um variada gama de
moléculas de adesdo celular faz com que estes seja um importante
regulador dos estagios iniciais das alteragdes endoteliais que sao
associadas com a iniciagcao da injuria a mucosa (SONIS et al. 2004).

A super-regulacao de genes devido a radiagdo e quimioterapia induz
a ativacao de fatores de transcricao que ativam a producéao de citocinas pré
inflamatdrias incluindo, TNF-alfa, IL-1b e IL-6. Aumento nos niveis destas

proteinas tem sido relatado na mucosa. Parece que a presenca destas
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proteinas estimulam o dano precoce do tecido conjuntivo e do endotélio e
inicia as sinalizacoes entre epitélio e mesénquima, reduzindo a oxigenagao
epitelial e por fim leva a morte e injuria das células da camada basal do
epitélio (SONIS et al. 2004).

Outros mecanismos para injuria da mucosa relacionados ao
tratamento anti-neoplasico tém sido propostos. A ceramida, gerada através
do caminho da espinogomeilina, também pode ser envolvida na apoptose
induzida pela radiacdo e parece ser um potencial iniciador de mucosite
(BILLIS et al. 1998). Fibroblastos da mucosa também s&o alvos do dano
causado pela radiacao e quimioterapia. Um efeito direto da radiagdo e da
quimioterapia parece ser mediado pela ativacdo do AP1, que estimula a
secrecao de metaloproteinases (MMPs). A MMP1 (colagensase intersticial)
causa destruicao do colageno da matriz subepitelial enquanto que a MMP3
(também chamada de stromelisina 1) leva a quebra da membrana basal
epitelial e promove a disseminacao de outros sinais destrutivos (SONIS et al.
2004).

Na fase de amplificagdo de sinal ocorrem diversas lesbes no
endotélio, fibroblastos e epitélio. Como consequiéncia da maior estimulagéao
dos genes que iniciam a ativagado de fatores de transcricdo, uma ampla
variacao de proteinas biologicamente ativas vao se acumulando e se ligando
na submucosa. Algumas dessas, em particular citocinas pré-inflamatérias,
nao apenas danificam o tecido como também fazem um efeito feedback
positivo para amplificar o dano primario que foi iniciado pela radioterapia e

quimioterapia.



14

Apesar de varias modificagdes moleculares estarem acontecendo no
tecido ja nestas fases iniciais, clinicamente o panorama é assintomatico ou
pouco sintomatico. Apesar de existir algum eritema durante estes estagios,
os pacientes relatam pouca sintomatologia e constata-se integridade tecidual
(SONIS et al. 2004).

A fase ulcerativa da mucosite € a mais significante tanto para o
paciente como para toda a equipe que trata e acompanha o paciente. Nesta
fase observa-se a perda da integridade da mucosa (ulceragdao) devido a
inibicao da replicacédo celular e pelo fato do epitélio ja estar atréfico. Estas
ulceras sao lesées extremamente sintomaticas, debilitantes e permitem a
adesdo de colbnias bacterianas na superficie. No caso dos pacientes
neutropénicos, estas Ulceras podem servir como porta de entrada de
numerosos microrganismos da flora bucal e que frequentemente levam a
bacteremia e sepsemia. Conjuntamente, os produtos das paredes celulares
das bactérias que colonizaram a superficie parecem penetrar na submucosa
onde podem ativar as células inflamatérias mononucleares a produzirem e
sintetizarem outras citocinas proé-inflamatdrias. Isto promove a expressao de
genes proé-apoptoticos e potencializam o dano tecidual. Células inflamatdrias
entdo migram por quimiotaxia para a base da lesao onde elas produzem
enzimas danificadoras (SONIS et al. 2004).

Na fase de cicatrizacdo ocorreria o reparo tecidual simultaneamente
no epitélio através da proliferacdo e migracdo epitelial e no conjuntivo

adjacente com diferenciacdo do tecido de granulagdo (fibroplasia e



15

angiogénese) regidos pelos sinais da matriz extracelular e dos fibroblastos
da submucosa (SONIS et al. 2004).

Na maior parte dos casos, a mucosite € um fenébmeno agudo que se
auto resolve quando a terapia para o céncer acaba. O curso do
comportamento tecidual depende do tipo de tratamento de céncer
(radioterapia X quimioterapia), do agente selecionado e da dose e tempo da
terapia.

No tratamento da mucosite, inumeras terapias vém sendo propostas
no intuito de preveni-la, tendo como finalidade evitar a redugdo nas doses
das drogas quimioterapicas e a nao interrupcao do tratamento, aumentando
assim as chances de cura para o paciente (LOPRINZI et al. 2000). Para o
controle da higiene bucal e efeito bactericida local, vem sendo utilizadas
pomadas anestésicas tais como a lidocaina, e em algumas ocasioes,
analgésicos mais potentes como a morfina (LOPRINZI et al. 2000).

Tais tratamentos ndo tém demonstrado a efetividade que se espera
nem na prevencao e nem no controle da dor provocado pela mucosite, além

do que, podem apresentar efeitos colaterais (SONIS 1998).
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3.2 LASER

O termo laser vem do acrénimo Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, ou seja, amplificagdo da luz por emisséo estimulada
de radiacdo. O primeiro equipamento /aser foi desenvolvido em 1960, pelo
pesquisador norte americano Theodore Harold Maiman. A partir disto, outros
tipos de lasers foram sendo desenvolvidos, com diferentes comprimentos de
onda no espectro eletromagnético (EDUARDO 2003).

Nas areas médicas, podemos dividir os efeitos dos /asers em dois
tipos: HILT (High Intensity Laser Treatment) e LILT (Low Intensity Laser
Therapy); ou seja, tratamento /aser em alta intensidade e terapia /laser em
baixa intensidade, respectivamente.

A tecnologia do laser tem sido considerada um avango na medicina e
na odontologia. Ela tem sido utilizada em diferentes campos da odontologia,
como a cirurgia bucal, endodontia, periodontia, dentistica restauradora entre
outras (PEREIRA et al. 2002).

O uso do /aser em alta intensidade (HILT) na medicina e odontologia
engloba a acbes como aquecimento tecidual, desnaturacdo protéica,
coagulagao, vaporizagdo, ablacdo, até a carbonizacdo. Exemplos de
procedimentos como vaporizagao excisional de lesdes praticamente sem
sangramento, preparos cavitarios com sensibilidade dolorosa reduzida,
clareamento dental, hemostasia, entre outras indicagbes sao possiveis com
a irradiagdo com lasers de alta poténcia (WHITE et al. 1993; GOLD e

VILARDI 1994).



A terapia laser em baixa intensidade (LILT) foi inicialmente descrita na
década de 1960, com propésitos terapéuticos. Os lasers com emissao de
comprimentos de onda no visivel (vermelho) e infravermelho préximo
possuem capacidade de penetragcdo no tecido biolégico que, por sua vez,
desencadeia uma resposta bioldgica como a biomodulagao por suas
caracteristicas de baixa intensidade de energia e comprimento de ondas
capazes de penetrar nos tecidos. Os equipamentos de lasers de baixa
poténcia mais descritos na literatura sao os de Hélio-Nednio (He-Ne) e
Diodos (Ga-Al-As, Ga-As, Ga-I-As) (BENSADOUN et al. 1999; AL-WATBAN
e ANDRES 2000; MIGLIORATI et al. 2001; EDUARDO 2003; KREISLER et
al. 2003; RUBENSTEIN et al. 2004).

Nos Ultimos anos, evidéncias clinicas e laboratoriais foram
acumuladas continuamente dando suporte ao uso de LLLT para promover a
bioestimulacao tecidual. Foi relatado que o LLLT promove cicatrizagao de
feridas e reduz dor e inflamacgao (SONIS et al. 2004).

A efetividade do tratamento com laser ocorre em tecidos inflamados
ou lesados, onde a absorcao da luz promove um aumento na proliferacéao
celular. Tal estimulo ja nao é observado quando a luz laser € empregada em
tecidos saudaveis (KARU 1997).

O efeito da terapia com laser de baixa intensidade sao dependentes
do comprimento de onda do laser, da dose de aplicagao, da poténcia e de
caracteristica do tecido (BENSADOUN e CIAIS 2002; KARU 1997; SONIS et
al. 2004). Muitos trabalhos tém demonstrado a capacidade antiinflamatéria

deste tipo de luz laser (MESTER et al. 1974; EDUARDO 2001; ) bem como,
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sua acao na reducao da dor (KAWAKAMI et al. 1989; BOLOGNANI e VOLPI
1992; KUDO et al. 1998; LIEVENS e VEEN 2001). O efeito antiinflamatorio &
baseado na dilatagdo de vasos linfaticos e na redugao da permeabilidade
vascular.

Os efeitos da LILT também incluem propriedades antiinflamatorias,
em que alguns autores relatam a diminuicao da producéo da prostaglandina
PGE2, enquanto outros apontam para efeitos no metabolismo linfocitario,
incluindo a ativagao dos linfécitos T supressores e a modulagao da secregao
da histamina, prostaglandina, quininas e TNF (fator de necrose tumoral), o
que levaria a uma diminuicao da resposta inflamatéria (ALMEIDA-LOPES et
al. 2001).

A acédo dos lasers em baixa intensidade na reparagao tecidual esta
ligada portanto, a uma estimulacdo do tecido, que leva a ativacdo da
producao de energia (ATP) pela mitocondria (BENSADOUN e CIAIS 2002;
KARU 1997; SIMUNOVIC et al. 2000; RIBEIRO e ZEZELL 2004,
ENWEMEKA et al. 2004), aceleracdo do metabolismo celular,
neovascularizagdo, aumento da proliferacao de fibroblastos (SIMUNOVIC et
al. 2000; ALMEIDA-LOPES et al. 2001; WHELAN et al. 2001; RIBEIRO e
ZEZELL 2004; ENWEMEKA et al. 2004) e aumento da sintese de colageno.

Efeitos como vasodilatagdo local dos capilares também foi descrito
por diversos autores como (KAWAKAMI et al. 1989; BARASCH et al. 1995).

A energia dos fétons de uma radiagao laser absorvida por uma célula
sera transformada em energia bioquimica e utilizada em sua cadeia

respiratéria. KARU em 1989 descreveu um mecanismo diferente para os
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lasers emitindo radiacao na regiao do visivel e do infravermelho préximo. A
luz laser visivel induz uma reagéo fotoquimica, tendo como primeiros alvos
os lisossomos e as mitocéndrias das células e resultando num incremento
de ATP mitocondrial que favorecem um grande numero de reacgdes que
interferem no metabolismo celular.

No modelo proposto por KARU (1989), a luz visivel produz mudangas
fotoquimicas nos fotorreceptores das mitocéndrias, que alteram
metabolismo, conduzindo a transdugédo do sinal a outras partes da célula
(incluindo membranas) que finalmente conduzem & fotorresposta
(bioestimulacao). Smith (1991), citado por KARU (1999, p.1) sugere que por
causa das propriedades fotofisicas e fotoquimicas da irradiagao
infravermelha, esta inicie a cascata de eventos metabdlicos através de
efeitos fotofisicos sobre as membranas (provavelmente nos canais de
calcio), conduzindo a mesma resposta final.

A acao fotoquimica do laser visivel atuando na ceia redox da
mitocondria e a acao fotofisica do laser infravermelho na membrana celular,
ambos desencadeiam uma resposta celular que gera uma cascata
bioquimica de reacbes a alteragbes em processos fisiologicos com
conotacdes terapéuticas (MESTER et al. 1974).

Clinicamente, estes efeitos podem se manifestar de trés formas.
Primeiramente podem agir diretamente na célula, produzindo um efeito
primario ou imediato, aumentando o metabolismo celular tais como aumento
da sintese de endorfinas e liberagdo de transmissores nosciceptivos, como a

bradicinina e a serotonina (KARU 1989). Também pode ter uma agéao
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estimulativa e analgésica. Pode ocorrer também um efeito secundario ou
indireto, aumentando o fluxo sanguineo e a drenagem linfatica (LIEVENS e
VEEN 2001). Desta forma, clinicamente pode-se observar uma agao
mediadora do laser na inflamacao. Por fim, pode haver a instalacdo de
efeitos terapéuticos gerais ou efeitos tardios e clinicamente pode-se
observar a ativagéo do sistema imunolégico (MESTER et al.1974).

DYSON e YOUNG (1986) demonstraram que o laser possui grande
importancia no inicio da cicatrizagédo, acelerando os eventos biolégicos da
fase exsudativa com aparecimento mais rapido dos eventos que
caracterizam a fase proliferativa.

A terapia utilizando lasers em baixa intensidade nao é baseada em
aquecimento, ou seja, a energia dos fotons absorvidos nao sera
transformada em calor, mas sim, nos efeitos fotoquimicos, fotofisicos e/ou
fotobiolégicos nas células e no tecido. Quando a luz interage com as células
ou tecidos, se administrada na dose adequada, certas fungbes celulares
poderao ser estimuladas (KARU 1997). Esse efeito é particularmente
evidente se a célula em questao tem sua funcao debilitada (SCHINDL et al.
2000).

KARU (1989) relatou que a terapia com luz laser em baixa
intensidade tem efeitos mais pronunciados sobre o6érgaos ou tecidos
enfraquecidos, tais como em pacientes que sofrem algum tipo de desordem
funcional ou de injuria ao tecido. KARU (1997) relata que a energia da luz

tem um maior proveito onde é mais necessaria.
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Varios autores apontam que o efeito bioldgico da LILT tem maior
potencial na reparacdo tecidual e no alivio da dor. Em relacdo aos
fibroblastos, foi encontrado tanto aumento de divisdo celular como o
aumento da produgéo de colageno. Com relagédo a sintomatologia dolorosa,
um dos mecanismos propostos para a diminuicdo desta € a modulagdo de
nociceptores pela modificagdo da condugéao dos impulsos nervosos de dor e
pela liberagdo de endorfinas e encefalinas. Também tem sido mostrado que
a estimulagao dos nervos periféricos pela LILT diminui a hiperpolarizagao da
membrana celular e aumenta a concentragdo de ATP, o que poderia
contribuir para a manutencao da estabilidade da membrana (EDUARDO
2003; GARCIA et al. 2001; BRADLEY 2002; SIMUNOVIC et al. 2000).

Assim sendo, a aplicagdo do laser em baixa intensidade, largamente
utilizada em processos inflamatérios, ndo como inibidor do processo, mas na
sua agao moduladora, vem se mostrando uma ferramenta util em casos de
condigdes patoldgicas inflamatdrias (KARU 2000; BENSADOUN et al. 2001;
RIBEIRO e ZEZELL 2004).

De acordo com MESTER et al. (1974), com uma dosagem baixa do
laser em baixa intensidade, pode ocorrer pouco ou nenhum efeito
terapéutico, ao passo que altas doses podem levar a inibicao do efeito.

Nos ultimos anos, a laserterapia de baixa intensidade vem sendo
utilizada neste arsenal de medidas empregadas para prevenir e/ou amenizar
o quadro clinico da mucosite. Ela tem mostrado bons resultados na
prevencdo e controle local da mucosite, reduzindo o quadro algico e o

processo inflamatério dos tecidos bucais, sem que ocorra desconforto ou
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efeitos colaterais ao paciente, e é considerado um procedimento seguro e
eficiente (COWEN et al. 1997; BARASCH et al. 1995; BENSADOUN e CIAIS
2002; EDUARDO 2003).

A laserterapia de baixa intensidade requer um equipamento especifico
e treinamento especializado. A Divisao de Estudos da Mucosite classificou a
laserterapia de baixa intensidade como nivel de evidéncia Il e grau de
recomendacgao B, para o tratamento de pacientes submetidos altas doses de
quimioterapia ou radio e quimioterapia antes do transplante de medula éssea
(TMO) (SONIS et al. 2004).

A bioestimulacao tecidual com laser parece levar a uma redugéao da
severidade bem como da duragdo do quadro de mucosite. Os comprimentos
de onda que mais frequentemente estdo sendo utilizados com a finalidade
descrita sao 680,730 e 880 nm (WHELAN et al. 2003).

Estudos utilizando laser de Hélio-Nebnio, com uma dose de
tratamento de 1,5J/cm® e 60mW de poténcia foram os primeiros a
demonstrar a eficacia do laser de baixa intensidade no tratamento de
mucosite bucal, e os resultados demonstraram que o laser foi bem tolerado
pelos pacientes, ndo havendo diferengas estatisticamente significantes entre
o grupo laser e o grupo controle (COWEN et al. 1997). No mesmo periodo,
outro estudo desenvolvido com laser de Hélio-Nednio relatou a redugéao da
dor e da severidade das lesdes de mucosite bucal em pacientes submetidos
a TMO (BARASCH et al. 1995).

BENSADOUN et al. (1999) avaliou a eficacia do laser de Hélio-Nebnio

na prevengdo e/ou redugdo da mucosite orofaringea causada pela
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radioterapia e quimioterapia. E neste estudo duplo cego randomizado,
demonstrou a atenuagdo da dor e duragdo da mucosite bucal, e a maior
facilidade para a degluticao. Este tratamento possibilitou a reducado da
utilizacao de morfina no grupo laser comparado ao grupo controle sem
aplicagdo do mesmo (BENSADOUN e CIAIS 2002). Neste trabalho, as
doses terapéuticas com LLLT foram de 2J/cm?, e com o aparelho de 60mW
de poténcia.

Em 2003, EDUARDO utilizou o laser de AsGaAl em estudo duplo
cego randomizado, utilizando-se de 70 pacientes previamente selecionados,
e que foram divididos em trés grupos: grupo placebo, grupo laser com
comprimento de onda de 650nm e 40mW de poténcia, e grupo laser com
comprimento de onda 780nm e 60mW de poténcia. Todos os pacientes
receberam altas doses de quimioterapia, seguida ou nao de radioterapia,
como preparo para posterior TMO. Os pacientes receberam irradiagdes
diarias de laser ou o placebo de acordo com os grupos, e com uma dose de
2J/cm?, iniciando no dia do condicionamento e terminando dois dias apés o
TMO, completando um total de sete dias (EDUARDO 2003). Foi
demonstrado que o laser de ArGaAl apresenta também a eficacia, no que
concerne ao controle da dor e cicatrizacéo.

MIGLIORATI et al. (2001) estudando a utilizagcao de laser de ArGaAl
no controle da dor provocada pela mucosite bucal em pacientes submetidos
a TMO e altas doses de quimioterapia obteve resultados semelhantes, e
relatou boa tolerdncia dos pacientes ao tratamento (MIGLIORATI et al.

2001).
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SANDOVAL et al. (2003) demonstraram a eficiéncia do laser
terapéutico no manejo da mucosite bucal induzida por quimioterapia e
radioterapia quando as lesbes ja estavam manifestadas na boca. Foi
utilizado o laser de ArGaAl com 660nm de comprimento de onda, 2J/cm?, e
30mW de poténcia. Os resultados mostraram alivio imediato da dor e
redugao do grau de mucosite bucal, representando uma melhora significativa
na qualidade de vida dos pacientes (SANDOVAL et al. 2003).

A acéo do laser de baixa intensidade na atividade proliferativa celular
€ um assunto controverso, ja que a luz laser tem mostrado hora como
estimulante, hora com inibidora da proliferagdo de células em cultura
(PINHEIRO et al. 2002).

As culturas de células in vitro constituem um excelente meio para o
estudo dos efeitos de diversos agentes, permitindo verificar as reagdes entre
dose e efeito (PINHEIRO et al. 2002).

A maior vantagem deste tipo de modelo experimental é que se pode
isolar uma parte especifica de um determinado processo (ALMEIDA-LOPES
et al. 2001).

Um estudo realizado por ALMEIDA-LOPES et al. (2001) envolveu a
acao do laser de baixa intensidade em diferentes comprimentos de onda em
cultura de fibroblasto humano. Com o intuito de simular a agressao tecidual
in vitro, um dos grupos de células foi submetido ao crescimento em meio de
cultivo com déficit nutricional (5% de soro fetal bovino). Estas apresentaram
um indice de proliferacdo menor do que as células cultivadas em meio

normal (controle). Entretanto, quando irradiadas mostraram um aumento na
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taxa de proliferacao celular similar ou maior do que as células controle.
Neste estudo também foi evidenciada uma maior proliferacdo das células
submetidas ao laser infravermelho (invisivel) quando comparado ao laser
visivel e submetidos & mesma dose total de 2J/cm?. Entretanto, ndo houve
diferenca no indice proliferativo com as variagdes nas poténcias utilizadas.
Estes autores concluem que o laser em baixa intensidade melhora a
proliferacao de fibroblastos in vitro e que quanto menor o tempo de
exposicao a luz laser maior sera o indice proliferativo.

PEREIRA et al. (2002) estudaram a acdo do LLLT em cultura de
fibroblastos, e observaram que as culturas irradiadas com 3 ou 4J/cm?
apresentaram significante aumento do numero de células comparado ao
grupo controle (nao irradiédo). As culturas irradiadas com 5J/cm?
apresentaram padrao de crescimento similar ao do grupo controle, e as
culturas irradiadas com 3J/cm? apresentaram crescimento similar quando
comparado com culturas irradiadas com 4J/cm?. Este crescimento celular foi
significantemente maior do que o das culturas irradiadas com 5J/cm?
(PEREIRA et al. 2002).

GROSSMAN et al. (1998) utilizou o laser de diiodo de baixa
intensidade, com 780nm de comprimento de onda e com a poténcia de 6,5
mW em cultura de Kkeratindcitos. Neste estudo, observou aumento
significativo das células de keratinécitos expostos a uma dose terapéutica
que variou de 0,45 — 0,95J/cm?.

AL-WATBAN e ANDRES (2001) irradiou culturas de fibroblasto de

pele humana e epitélio de ovario de hamster Chines. A irradiagcao de epitélio
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de ovario de hamster Chines utilizando o laser de He-Ne, no comprimento de
onda de 632,8nm, na poténcia de 1,25 mW/cm? e com uma dose cumulativa
que variou de 60-600 mJ/cm? mostrou aumento significativo da proliferagcéao
celular. Quando adicionou uma nao proteina (Solcoseryl), derivada de
sangue hemodializado de bezerro, este crescimento mostrou-se mais
expressivo.

KREISLER et al. (2003) mostrou que células de carcinoma de laringe
humana, submetidas a laserterapia no comprimento de onda de 809nm e a
uma poténcia de 10mW apresentam crescimento significativo nas primeiras
24 horas para as 72 horas ap0s a irradiagao.

SCHAFFER et al. (1997) estudando o laser no comprimento de onda
de 809nm, aplicado a linhagens de célula urotelial normal (HCV29), e
carcinoma urotelial (J82) apresentaram crescimento significativo até a
fluéncia de 4J/cm?, apresentando reducdo do crescimento apds esta dose.
Ainda neste estudo, a linhagem de carcinoma de mucosa gengival humana
(ZMK) mostrou redugao da atividade celular, que persistiu mesmo apds a
dose de 4J/cm?.

A poténcia utilizada para cada linhagem celular sao 10mW para HCV,

10mW para J82 e 50mW para ZMK.
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MATERIAIS E METODOS

LINHAGENS CELULARES

Na execucgao deste trabalho foram utilizadas duas linhagens celulares,

a saber:

1

HN3O0 - linhagem originada a partir de células epiteliais de carcinoma
epidermoide de cabeca e pescoco de humano (YEUDALL et al. 1994;
CARDINALI et al. 1995; JEON et al. 2004). Essa linhagem,
pertencente ao laboratério de Cultivo Celular da Disciplina de
Patologia Bucal da FOUSP, foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Décio dos Santos Pinto Junior (Figura 1).

KB (ATCC CCL 17)- linhagem originada de células epiteliais de
carcinoma epiderméide de boca humana (FOLEY e HANDLER 1957;
EAGLE e FOLEY 1958) (Figura 2).

Todos os procedimentos experimentais foram realizados sob capela

de fluxo laminar. A parte experimental desse trabalho foi realizada no

Laboratério de Pesquisa Baéasica do Departamento de Dentistica da

Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo, sob a supervisao

da Profa. Dra. Marcia M. Marques.
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Figura 2 - Linhagem KB vista em microsc.
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4.2 CULTIVO CELULAR

Os procedimentos de cultivo descrito a seguir foram os mesmos para
ambas as linhagens celulares. Um tubo criogénico contendo as células
congeladas de cada linhagem celular foi descongelado rapidamente (60
segundos) em banho de agua a 37° C. Para remover a substancia
crioprotetora (di-metil-sulféxido-DMSQ), o conteudo da ampola foi transferido
para um tubo de ensaio contendo 10 ml de meio de cultura e centrifugado a
300g durante 5 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
removido e o precipitado de células resultante da centrifugacéao,
ressuspendido em 1 ml de meio de cultura fresco. A suspensao de células
foi transferida para um frasco pldstico de cultivo celular de 25 cm? de area
cultivavel contendo 5 ml de meio de cultura fresco. O meio de cultivo
utilizado foi o Meio Minimo de Eagle modificado por Dubelco (DMEM- Sigma
Co. St Louis, MO, EUA) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (sfb-
Cultrilab, Sao Paulo, Brasil) e 1 % de solugdo antibidtica-antimicética
(Sigma). As células foram mantidas em estufa a 37 °C, numa atmosfera
umida contendo 95 % de ar e 5 % de CO, A monitorizacdo do crescimento
celular foi feita a cada 24 horas, utilizando-se microscépio invertido de fase.

Para o subcultivo celular o meio do frasco foi aspirado e a
monocamada celular lavada duas vezes com uma solucao tampao fosfato-
salina sem calcio e sem magnésio (PBSA), pH 7,2. A seguir, as células
foram separadas com 2 ml de solugéo de tripsina 0,25 % durante 5 minutos

a 37 °C. A tripsina foi entao inativada com 5 ml de meio de cultura contendo
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soro fetal bovino e as células em suspensao transferidas para um tubo de
ensaio e centrifugadas a 300g durante 5 minutos, a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi removido e o precipitado de células resultante da
centrifugagcao foi ressuspendido em 1 ml de DMEM fresco. Para a
perpetuagao da linhagem celular, fragdes dessa suspensao de células foram
subcultivadas em novos frascos, procedimento que dara origem a novas
passagens da cultura. Para a manutencao da viabilidade das células a troca
dos meios de cultivo dos frascos e das placas foi feita a cada 2 ou 3 dias.
Fragdes dessas culturas foram congeladas para manter estoques das

linhagens.

Grupos experimentais

Linhagem KB-

GRUPO 1: cultura celular que nao recebeu irradiacao laser
GRUPO 2- cultura celular que recebeu irradiacao laser 660nm
GRUPO 3- cultura celular que recebeu irradiacao laser 780nm
Linhagem HN-30 -

GRUPO 1: cultura celular que nao recebeu irradiagao laser
GRUPO 2- cultura celular que recebeu irradiacao laser 660nm

GRUPO 3- cultura celular que recebeu irradiacao laser 780nm

Experimentos
Para os experimentos de proliferacdo celular foram plaqueadas as

mesmas quantidades de células em placas tipo ELISA (96 pocos) (3 placas
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no total, sendo 36 pogos para cada grupo experimental). Essa quantidade foi
de 1 x 10% células por poco. E as mesmas foram cultivadas em déficit
nutricional, ou seja, com somente 5% de soro fetal bovino, porque a LILT
tem mostrado resultados positivos em cultivo de células mesenquimais
somente sobre células em déficit nutricional (ALMEIDA-LOPES et al. 2001).

Para a obtencdo dessas 10° células, foi realizada a contagem de
células viaveis através do uso de hemocitdmetro e o método da exclusao de
células coradas pelo azul de Trypan (FRESHNEY 2000), a saber: as células
que cresceram nos frascos foram separadas através de tripsinizacao e, apds
a obtengao da suspensao de células, estas foram centrifugadas por 5 min
(300g) e o precipitado de células ressuspenso em 1 ml de tampao salina-
fosfato sem calcio e sem magnésio (PBSA). Parte desta suspensao de
células (0,1 ml) foi transferida para um novo tubo de ensaio, onde foram
adicionados 0,8 ml de PBSA e 0,1 ml de azul de Trypan. Ambas as camaras
de um hemocitémetro receberam essa nova suspensao de células, as quais
foram contadas sob microscopio de luz. O ndmero total de células originarias
do frasco foi obtido através da seguinte equacao matematica: Numero total
de células contadas x diluicdo x 10 / Nudmero de quadrados do
hemocitdmetro usados para contagem.

Somente as células mortas apareceram coradas em azul, pela
penetracao do azul de Trypan, devido a lesdes na membrana celular. A
exclusao destas células da contagem geral serviu para a determinacao da

viabilidade celular.
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Figura 3 - Distribui¢cao das células nos pogos das placas.

4.3 IRRADIAGCAO LASER

Foi utilizado o aparelho de laser Twin Laser ilustrado abaixo (Figura 2)

(MMOPTICS Ltda, Sao Carlos, S.P. Brasil) possuidor das seguintes

especificagdes técnicas do Quadro 1.

Figura 4 - Aparelho Twim Laser da MMOPTICS Ltda, Sao Carlos, S.P.

Brasil.



Caracteristicas | Comprimento | Poténcia do
Poténcia util Meio ativo
de emissao de onda emissor

Emissor Laser

660 nm 40 mW 40mwW InGaAIP

visivel

Emissor Laser

780 nm 70mwW 70mwW AsGaAl
infravermelho

Quadro 1 - Especificagbes técnicas do Twin Laser.

Apdés 6 h do plaqueamento, tempo suficiente para que as células

aderissem a placa, foram feitas as irradiagdes de forma dupla com intervalo

de 6 horas (PEREIRA et al. 2002), pontual, por contato, com emissao na

faixa do vermelho (G5-8) ou infravermelho (G9-12) continua seguindo os

seguintes parametros descritos abaixo:

Vermelho Infravermelho
Comprimento de onda nm nm
Poténcia mwW mW
Densidade de Energia Jiem? Jiem?®
Diametro de fibra mm? mm?®

Quadro 2 - Parametros utilizados durante as irradiacées com laser.
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As placas de 96 pocgos foram posicionadas com auxilio de
equipamento de suporte com um apoio especifico para aplicacao do laser
desenvolvido para esse intuito como ilustra a Figuras 5 e 6. As placas que
nao sofreram irradiagao (controle-G1) receberam os mesmos tratamentos
experimentais dos pogos irradiados simulando cada passo da aplicacao do
laser em baixa intensidade anteriormente descrito, porém sem ligarmos o

equipamento de laser.

Figura 6 - Equipamento de suporte, com a ponta do laser fixa, pronta para

aplicacao.
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Os experimentos foram desenhados de maneira padronizada.
Sabendo que a distancia entre o laser e a superficie de aplicagcao é critica, a
distancia entre o feixe laser e as células foi constante. A aplicacao do laser
foi feita atraves da base das placas de cultivo celular (ELISA), portanto o
feixe laser ndo teve que atravessar o meio de cultura sendo aplicado
diretamente na monocamada celular. A placa foi acomodada dentro de uma
mascara escura, deixando somente a darea a ser irradiada exposta
(PEREIRA et al. 2002).

Para verificar a saida de poténcia do equipamento foi utilizado um

medidor de poténcia antes e depois dos experimentos (Figura 7).

COHERENT

Figura 7 - Medidor de poténcia utilizado antes e depois dos experimentos

Todos os procedimentos com os lasers de GaAlAs foram realizados
seguindo todas as normas de seguranca NBR/IEC 601.2.22 e IEC 60825-

1/2001-8.
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4.4 CURVAS DE CRESCIMENTO CELULAR

A contagem celular foi realizada utilizando a técnica da mensuragao
da atividade mitocondrial utilizando um kit de ensaio de proliferacédo celular
baseado em MTT (Vybrant MTT Cell Proliferation Kit, Molecular Probes,
Eugene, OR, EUA). Apds cada periodo experimental (12, 16 e 20 horas apds
a irradiagao) uma placa contendo a quadruplicata dos grupos experimentais
controle (G1), tratados com laser vermelho (G2) e infravermelho (G3)
tiveram seus meios de cultura substituidos por meio fresco (100 ul), onde foi
adicionado o MTT (10 ul de uma solugao estoque 12mM). As placas foram
entao envolvidas com papel aluminio e incubadas por no minimo 4 h na
estufa umida a 37 °C. Apods essa incubacgao foram adicionados mais 10 uL
de uma solucao de SDS-HCI. A seguir, o meio dos pocos, contendo o MTT,
foi parcialmente removido deixando-se 25 uL onde foram acrescentados 50
uL de DMSQO, para dissolver o precipitado de MTT-formazan, durante 10 min
a 37 °C. A segquir, adicionou-se 25ul de tampao de glicina e as placas foram
colocadas na leitora de ELISA (Amersham) para a leitura da absorbancia em
540 nm (Figuras 8 e 9). Pogos com o meio contendo MTT, mas sem células

foram utilizados como controle negativo para a leitura.
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Figura 8 - Leitora de ELISA.

Figura 9 - Observacao dos cristais lidos pela leitora de ELISA, vistos em

microscopio invertido de fase.



38

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados das absorbancias foram analisados estatisticamente
utiizando o Programa BioEstat. Inicialmente, utilizamos o método
Kolmogorov-Simirnov (Lllliefors) que revelou uma distribuicdo normal dos
resultados. Como a distribuicao foi normal os dados foram comparados pelo
método multifatorial ANOVA. O nivel de significancia adotado foi o de 5%

(P< 0,05).
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5 RESULTADOS

Os dados originais, em quadruplicata, das densidades Oopticas
medidas para as duas linhagens celulares estudadas (KB e NH30) nos
experimentos utilizando ou nao irradiagdo com laser de diiodo em baixa
intensidade nos dois comprimentos de onda (660 e 780 nm) estao
apresentados no Anexo 1-A e B respectivamente.

Os valores de média e erro padrao da média das densidades Opticas
das células KB estao expressos na Tabela 1 e estao ilustrados graficamente

na Figura 10.

Tabela 1 - Valores da média e erro padrao da média correspondente a
atividade mitocondrial medida em densidade 6ptica (DO) para as células KB
cultivadas com 5% de soro fetal bovino.

Grupos E 12 Horas 16 Horas 20 Horas
Grupo 1 controle) 2,44 + 0,59 4,74 +£ 0,26 5,02 £ 0,27
Grupo 2 (660 nm) 4,76 + 0,92 3,8+0,6 4,69+ 1,45

Grupo 3 (780 nm) 3,12+ 0,91 4,51 +£0,92 4,33+0,78




40

» ~
o

Atividade mitocondrial (DO)
=
Hﬁi ‘

I

—e— Controle

N W

1 —8— 660 nm
780 nm

Tempo (horas)

Figura 10 - Grafico que representa os valores de atividade mitocondrial das

células KB.

Os dados referentes as células KB foram analisados estatisticamente
primeiro pelo método Kolmogorov-Simirnov (Lllliefors) que revelou uma
distribuicao normal dos resultados. A analise de normalidade encontra-se no
Anexo 2-A.

Como a distribuicdo foi normal os dados foram comparados pelo
método multifatorial  ANOVA que mostrou ndo haver diferencas
estatisticamente significantes nem entre os diferentes tratamentos (controle
sem irradiacao, irradiacdo com 660 nm e irradiacdo com 780 nm de

comprimento de onda), nem entre os diferentes tempos experimentais (12,
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16 e 20 horas). A interacdo entre os tratamentos e os blocos (periodos
experimentais) também ndo mostrou diferencas estatisticamente

significantes (Quadro 3).

Fontes de Variacao GL* sSQ** QM***
Tratamentos 1,7797 0,8898
Blocos 9,3960 4,6980
Interacao 11,8788 2,9697
Erro 27 54,6588 2.0244
F (Tratamento) = 0,4396 - .
Graus de Liberdade = 2,27
p (Tratamento) = 0.6542 o -
F (Blocos) = 2,3207
Graus de Liberdade = 2,27 —— -
p (blocos) = 0,1158
F (Interacao) = 1,4670 == =
Graus de Liberdade = 4,27 _—
p (Interagao) = 0,2390

*GL - Grau de liberdade (n=1); **SQ - Soma dos quadrados; ***QM - Quadrados médios
Quadro 3 - Comparacao das diferengas entre as médias dos valores
correspondente as densidades Opticas (DO) relativas a atividade
mitocondrial de células KB cultivadas em meio de cultura contendo 5% de
soro fetal bovino pelo teste ANOVA.

Os valores de média e erro padrao da média das densidades opticas
das células HN30 estdao expressos na Tabela 2 e estao ilustrados
graficamente na Figura 11.

Tabela 2 — Valores da média e erro padrao da média correspondentes a

atividade mitocondrial medida com densidade éptica (DO) para as células
HN30 cultivadas em meio contendo 5% de soro fetal bovino.

J—— SRS 12 Horas 16 Horas 20 Horas
Grupo 1 (controle) 1,98+0,4 2,64 +0,29 3,88 £ 0,65
Grupo 2 (660 nm) 1,73+ 0,45 1,87 £ 0,08 2,55+0,32

Grupo 3 (780 nm) 1,73+ 0,38 2,33+ 0,39 3,66 £ 0,49
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Atividade mitocondrial (DO)
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1 —e— Controle
1 — = —=— 660 nm
780 nm
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Tempo (horas)
HN30 5%

Figura 11 - Grafico que representa os valores de atividade mitocondrial das

células NH30.

Os dados referentes as células HN30 foram analisados
estatisticamente primeiro pelo método Kolmogorov-Simirnov (Lllliefors) que
revelou uma distribuicao normal dos resultados. A analise de normalidade
encontra-se no Anexo 2-B).

Como a distribuicao foi normal os dados foram comparados pelo
método multifatorial  ANOVA que mostrou nao haver diferencas
estatisticamente significantes nem entre os diferentes tratamentos (controle
sem irradiacdo, irradiagado com 660 nm e irradiagdo com 780 nm de
comprimento de onda), nem entre os diferentes tempos experimentais (12,

16 e 20 horas). A interagdo entre os tratamentos e os blocos (periodos
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experimentais) também ndo mostrou diferengas estatisticamente
significantes (Quadro 4).
Fontes de Variacao GL* sQ** QM***
Tratamentos 2 1,7797 0,8898
Blocos 9,3960 4,6980
Interagcao 11,8788 2,9697
Erro 27 54,6588 2.0244
F (Tratamento) = 3,0249 --- -
Graus de Liberdade = 2,27 =
p (Tratamento) = 0,0638 —
F (Blocos) = 11,9339 -
Graus de Liberdade = 2,27
p (blocos) = 0,0004 - e
F (Interagédo) = 6,6396 --- —
Graus de Liberdade = 4,27 --- -
p (Interagéo) = 0,6415 -

*GL - Grau de liberdade (n=1); **SQ - Soma dos quadrados; ***QM - Quadrados médios

Quadro 4 - Comparacao das diferencas entre as médias dos valores
correspondente as densidades opticas (DO) relativa a atividade mitocondrial
de células HN30 cultivadas em meio de cultura contendo 5% de soro fetal

bovino pelo teste ANOVA.
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6 DISCUSSAO

A LILT vem sendo amplamente utilizada na area de saude,
principalmente com propdsitos terapéuticos, ou para bioestimulagao por
suas caracteristicas de baixa intensidade de energia e comprimento de
ondas capazes de penetrar nos tecidos (GROSSMAN et al. 1998; PEREIRA
et al. 2002; EDUARDO 2003; KREISLER et al. 2003). Muitos trabalhos tém
demonstrado a capacidade antiinflamatéria deste tipo de luz laser bem
como, sua agdo na redugdo da dor e estimulo a cicatrizagdo (DYSON e
YOUNG 1986; KAWAKAMI et al. 1989; BOLOGNANI e VOLPI 1992, KUDO
et al. 1998; LIEVENS e VEEN 2001; KREISLER et al. 2003; EDUARDO
2003).

Na década de 90 comecaram a surgir pesquisas a cerca do efeito do
laser em baixa intensidade no tratamento e prevencao da mucosite bucal
(POURREAU-SCHNEIDER et al. 1992). Varios trabalhos demonstram uma
boa efetividade clinica, entretanto, ainda ha resultados controversos
(MIGLIORATI et al. 2001; SANDOVAL et al. 2003; EDUARDO 20083;
BENSADOUN e CIAIS 2002).

Neste estudo nos propusemos a avaliar o efeito do laser em baixa
intensidade em células cultivadas de carcinoma de boca baseado no fato de
que muitos pacientes em tratamento oncoldgico, principalmente os

portadores de tumores na regido de cabeca e pescoco, apresentam
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mucosite bucal durante a quimioterapia e a radioterapia, e
concomitantemente podem apresentar tumor na boca.

Optamos pela utilizagao do método de cultura de células in vitro pois
este, consiste em um excelente meio para estudo do comportamento celular
frente a diversos agentes, bem como para verificagdo entre dose e efeito
(PINHEIRO et al. 2002). A principal vantagem do cultivo celular é permitir o
estudo do comportamento celular em meio controlado, livre das complexas
interagdes do organismo, além do controle ambiental das células a facilidade
de execucéo, rapidez e baixo custo (FRESHNEY 2000).

Foram utilizadas duas linhagens celulares (KB e HN30), cultivadas em
défict nutricional, tendo em vista que a agdo do laser em baixa intensidade
parece ser mais efetiva em tecidos com alteragdo (sob estresse). Assim,
tentamos simular esta condicao in vitro através da reducao na concentragao
de soro fetal bovino. Esta metodologia foi utilizada anteriormente para
avaliagdo do efeito do laser em baixa intensidade no crescimento de
fibroblastos (ALMEIDA-LOPES 2001; PEREIRA et al. 2002) bem como na
sintese de colageno (PEREIRA et al. 2002).

Os parametros adotados para a utilizagcao do laser neste estudo foram
escolhidos por serem os mesmos usualmente empregados em pacientes
oncolodgicos recebendo tratamento quimioterapico e/ou radioterapico, e que
manifestam o quadro clinico de mucosite bucal.

A densidade de energia de 3J/cm2 ja tem mostrado atividade
proliferativa in vitro sobre células mesenquimais crescidas em déficit

nutricional (PEREIRA et al. 2002). E os comprimentos de onda de 680nm e
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780nm tém demonstrado atividade no controle de dor e na prevencao da
mucosite bucal in vivo (MIGLIORATI et al. 2001; EDUARDO 20083;
SANDOVAL et al. 20083).

A terapia utilizando lasers em baixa intensidade baseia-se na
utilizagcao da energia dos fétons para gerar efeitos fotoquimicos, fotofisicos
e/ou fotobioldgicos nas células e nos tecidos. Quando a luz laser interage
com as células ou tecidos, se administrada na dose adequada, certas
funcbes celulares poderdao ser estimuladas. De acordo com o modelo
proposto por KARU (1989) os fétons de comprimento de onda vermelho sao
absorvidos pelas mitocéndrias, o que desencadeia efeitos fotoquimicos nas
organelas, aumenta a sintese de ATP, altera o pH, promove mudancas na
atividade bioquimica, e maior transferéncia de elétrons. Esse processo
resulta no aumento do metabolismo e proliferagao celular.

No entanto, as condi¢cées realizadas neste estudo, os resultados
obtidos mostram que o laser em baixa intensidade n&o foi capaz de
incrementar o crescimento dessas células epiteliais tumorais.

Esses resultados podem ser justificados através da analise de alguns
pontos importantes tais como: tempo de experimento, numero de células
iniciais do experimento, tipo de célula (célula epitelial), parametros de
utilizagao do laser e pelo fato das células serem malignas.

As culturas controle, bem como as experimentais ndo apresentaram
crescimento significativo durante as doze horas do experimento. Isto poderia
ter sido resultante do numero de células plaqueadas inicialmente que para a

area de um pogo da placa de 96 pocos poderia ter sido excessivo, nao
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deixando espaco para o aumento do numero de células na monocamada
celular. E sabido que algumas células em cultura apresentam inibicdo de
contato, portanto uma vez coberto todo o fundo do pogo as células em
contato uma com as outras perdem a capacidade proliferativa. Para
eliminarmos esta hipotese pretendemos repetir os experimentos agora com
uma quantidade menor de células inicialmente plagueadas.

Por outro lado, se o numero de células plaqueadas nao foi excessivo
outra possibilidade para a auséncia de proliferacdo significativa poderia
residir no tempo dos experimentos. Talvez 12h fosse pouco para se observar
crescimento significativo. Portanto, ha a necessidade de se obter o tempo de
dobramento (“doubling-time”) destas células, ou realizar experimentos mais
longos na busca do melhor modelo experimental para estudar o efeito do
laser na proliferacao destas linhagens celulares estudadas.

KREISLER et al. (2003), utilizando laser diiodo de ArGaAl no
comprimento de onda de 809nm, com 10mW de poténcia, doses totais de
tratamento variando de 1,96 a 7,84 J/cm?, irradiando cultura de células de
carcinoma de laringe, observou crescimento estatisticamente significativo
24, 48 e 72 horas de irradiacao.

Quando comparamos nossos métodos e resultados com os de
KREISLER et al. (2003), verificamos que mesmo com uma poténcia menor
estes autores conseguiram crescimento significativo das células epiteliais
neoplasicas. Acreditamos que o maior tempo experimental utilizado pelos

pesquisadores foi determinante para a obtencao do resultado.
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Neste estudo trabalhamos com células de linhagem epitelial e na
literatura, existem estudos controversos a respeito da acao do laser em
baixa intensidade sob células epiteliais normais ou neoplasicas (KREISLER
et al. 2003). Alguns autores acreditam que o laser ndao tem efeito
estimulatério em células epiteliais (POGREL et al. 1997; SCHAFFER et al.
1997). Por outro lado, outros autores mostraram crescimento (GROSMAN et
al.1998; AL-WATBAN e ANDRES 2000 e 2001; KREISLER et al. 2003).

Com o laser na faixa do infravermelho, alguns autores demonstraram
efeito proliferativo sobre queratinécitos (GROSMAN et al.1998), epitélio de
ovario (AL-WATBAN e ANDRES 2000 e 2001) e em especial sobre células
de carcinoma de laringe (KREISLER et al. 2003).

AL-WATBAN e ANDRES (2000 e 2001), utilizando laser de He-Ne, no
comprimento de onda de 632,8 nm, 35mW de poténcia e doses cumulativas
variando de 60 a 600 mJ/ch, acrescentaram outros componentes ao meio
de cultura, tal como Scoceryl e Polygen, também mostraram crescimento
celular estatisticamente significativo principalmente quando a dose
acumulada estava em 180mJ/cm?.

A comparacdo de resultados entre os diferentes estudos
investigativos encontrados na literatura algumas vezes se torna dificil, e isto
muito se deve ao fato destes experimentos nao apresentarem condigdes
padronizadas (KREISLER et al. 2003). Geralmente aceita-se que os efeitos
estimulatérios e inibitérios do laser sobre células sdo dependentes do
comprimento de onda utilizado e da dose total aplicada (KREISLER et al.

20083).
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ALMEIDA-LOPES et al. (2001) demonstrou que pequenas diferencas
em densidades de energia sado capazes de ter diferentes acdes no
crescimento celular. Relatou também, que a resposta bioestimuladora do
laser de baixa intensidade depende de uma combinacao entre comprimento
de onda, densidade de energia, poténcia e tempo de irradiagéo.

O resultado por nos obtido foi contrario aos encontrados por esses
autores citados, porém, cabe salientar que os parametros utilizados sao
diferentes com relagao a poténcia e/ou a dose total de laser aplicada sobre a
cultura em estudo.

Nosso estudo utilizou o laser de diiodo de InGaAIP (luz visivel), no
comprimento de onda de 660 nm, com uma poténcia util de 40 mW, e
AsGaAl (luz infravermelho), no comprimento de onda de 780 nm, com uma
poténcia util de 60 mW. Nos dois comprimentos de onda utilizados a dose
total aplicada foi de 6J/cm®. E o tempo de crescimento celular apds
irradiagao com laser foram de 12, 16 e 20 horas respectivamente.

Outro aspecto importante é que as células neoplasicas malignas
exibem normalmente alto indice proliferativo e perda de diferenciagédo celular
devido a modificagdes em genes que regulam a proliferacao celular. Esse
perfil proliferativo é diferente das células normais ou em condi¢cdes de
estresse. Assim, a luz laser talvez nao tenha exercido efeito estimulatério na
proliferacao de células originarias de carcinomas de boca porque as
mesmas ja exibem alteracbes em grupos de genes que participam de
processos carcinogenéticos e que em condigdes normais desempenham

importantes papéis em vias relacionadas ou a ativacdao ou a proliferagao
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celular (PARISE Jr 2000). Portanto, o laser pode nao conseguir atuar nas
células neoplasicas malignas porque elas possuindo alteragbes em
receptores de membranas, vias de transducao de sinal e em outros pontos
importantes da regulagdo do crescimento celular fruto das lesbes génicas
que estas células apresentam podem nao responder ao laser como células
normais o fazem.

Como podemos observar os resultados encontrados na literatura no
que concerne a laserterapia sobre cultura de células sao bastante
controversos, e novos estudos devem ser realizados, testando diferentes
linhagens celulares e diferentes parametros para que possamos ter uma
melhor compreensao de como as células tumorais se comportam quando

submetidas a laserterapia.
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7 CONCLUSAO

A irradiagdo com laser em baixa intensidade nas condigdes
experimentais deste estudo néo foi capaz de induzir crescimento de células

de carcinoma de boca in vitro.
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Anexo 1 - Dados originais das linhagens celulares.

Periodo

Gnipas 12 horas 16 horas 20 horas
3,38 4,25 5,10
2,61 4,82 5,46
Grupo 1 (controle) 1,77 4,25 4,16
1,34 5,15 4,52
3,14 3,09 4,17
6,35 5,01 7,43
Grupo 2 (660 nm) 4,80 3,30 2,48
3,01 2,85 2,34
4,95 2,05 3,50
2,04 5,06 5,91
Grupo 3 (780 nm) 2,38 2,71 3,60
1,26 5,78 2,58
A — Dados originais em quadruplicata das densidades opticas da linhagem
celular KB.
Grupos Feriedo 12 horas 16 horas 20 horas
2,45 3,00 4,03
2,02 3,00 2,71
Grupo 1 (controle) 1,39 2,80 5,68
2,08 1,78 3,12
3,04 1,90 1,98
1,07 1,78 2,66
Grupo 2 (660 nm) 1,66 2,10 2,14
1,16 1,71 3,42
2,66 1,76 4,85
0,81 3,22 2,69
Grupo 3 (780 nm) 1,90 1,60 4,09
1,55 2,75 3,03

B - Dados originais em quadruplicata das densidades épticas da linhagem

celular HN30.




Anexo 2 — Dados analisados estatisticamente pelo métido Kolmogorov-

Simirnoc(lllliefors)

G1 G1 G1 G2 G2 G2 G3 G3 G3
Tamanho
4 4 4 4 4 4 4 4 4
Amostra =
Desvio
0,2114 0,2954 | 0,1911 | 0,2738 | 0,3553 | 0,2538 | 0,3189 | 0,2457 | 0,3331
Maximo =
Valor Critico
(0,05) 0,3810 0,3810 | 0,3810 | 0,3810 | 0,3810 | 0,3810 | 0,3810 | 0,3810 | 0,3810
Valor Critico
0.01) 0,4170 0,4170 | 0,4170 | 0,4170 | 0,4170 | 0,4170 | 0,4170 | 0,4170 | 0,4170
P(valor) > 0,05 >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,05 | >0,056 | >0,05 | >0,05
KB
A — Mostra a distribuicao normal dos resultados obtidos com o as células
KB.
G1 G1 G1 G2 G2 G2 G3 G3 G3
Tamanho
4 4 4 4 4 4 4 4 4
Amostra =
Desvio
] 0,2817 0,3546 | 0,2192 | 0,2818 | 0,2060 | 0,2364 | 0,1625 | 0,2685 | 0,2394
Maximo =
Valor Critico
(0,05) 0,3810 0,3810 | 0,3810 | 0,3810 | 0,3810 | 0,3810 | 0,3810 | 0,3810 | 0,3810
Valor Critico
0.01) 0,4170 0,4170 | 0,4170 | 0,4170 | 0,4170 | 0,4170 | 0,4170 | 0,4170 | 0,4170
> 0,05
P(valor) > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05
HN30

B - Mostra a distribuicao normal dos resultados obtidos com o as células

HN30.q
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