AGUIDA CRISTINA GOMES HENRIQUES LEITAQO

EFEITOS DA LASERTERAPIA DE NA ATIVIDADE
BIOLOGICA DE CELULAS DE CARCINOMA
EPIDERMOIDE DE LINGUA HUMANO

Natal/RN
2012



AGUIDA CRISTINA GOMES HENRIQUES LEITAO

EFEITOS DA LASERTERAPIA NA ATIVIDADE
BIOLOGICA DE CELULAS DE CARCINOMA
EPIDERMOIDE DE LINGUA HUMANO

Natal/RN
2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA ORAL

EFEITOS DA LASERTERAPIA NA ATIVIDADE BIOLOGICA
DE CELULAS DE CARCINOMA EPIDERMOIDE DE LINGUA
HUMANO

Tese apresentada ao Colegiado do
Programa de Pds-Graduagdo em Patologia
Oral da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte, como parte dos
requisitos para obten¢do do Titulo de

Doutor em Patologia Oral.

Orientadora: Profa. Dra. Roseana de Almeida Freitas

NATAL/RN
2012



Catalogacdo na Fonte. UFRN/ Departamento de Odontologia
Biblioteca Setorial de Odontologia “Prof® Alberto Moreira Campos”.

Leitdo, Aguida Cristina Gomes Henriques.
Efeitos da Laserterapia na atividade bioldgica de células de carcinoma epiderméide
de lingua humano / Aguida Cristina Gomes Henriques Leitdo. — Natal, RN, 2012.
177 f. + il

Orientadora: Profa. Dra. Roseana de Almeida Freitas.

Tese (Doutorado em Patologia Oral) — Universidade Federal do Rio Grande do
Norte. Centro de Ciéncias da Satude. Departamento de Odontologia. Programa de
P6s-Graduagdo em Patologia Oral.

1. Terapia a laser de baixa intensidade — Tese. 2. Proliferacao de células — Tese.
3. Carcinoma de células escamosas — Tese. 4. Ciclo celularl - Tese. 5. Citometria
de fluxo — Tese. I. Freitas, Roseana de Almeida. II. Titulo.

RN/UF/BSO Black D65




A defesa deste trabalho foi realizada no dia 9 de outubro de
2012, em Natal/RN, tendo sido aprovada com conceito “A”.

COMISSAO EXAMINADORA
=

o /:7
Prof. &% aré iella Coletta

Universidade Estadual de Campinas
1° Examinador

F’ - Dra. JuremalFreire Lisboa de Castro
wem ade Federal de Pernambuco

aminador

Profa. &tﬁ:ﬁatg—g de Souza R

Universidade'Federal do Rio Grande do Norte
3° Examinador

/ gg G
Profa. Dra@ﬁ a% aﬁll Galvao

Universidade Federal do Rio Grande do Norte
4° Examinador

i
el
AdA '
Profa. Dra. Roseana de Almeida Freitas

Universidade Federal do Rio Grande do Norte
5° Examinador




Ndo quero ter a terrivel [imitagdo de quem vive apenas do que é passivel de

fazer sentido. Eu ndo: quero uma verdade inventada.

Clarice Lispector



DEDICATORIA




Dedico esta tese a pessoas especiais que, de alguma forma, tiveram uma importante
participagdo na minha formacdo e amadurecimento profissional, acreditaram em

mim, tornando possivel a concretizacdo deste sonho.

A minha mde Cristina, por ter dedicado grande parte da sua vida & minha educacdo e

por ter me criado para o mundo, sem apego;

Ao meu marido Daniel, pelo incentivo constante desde o inicio da minha formacdo
académica e por compartilhar todos os momentos de alegria, conquista e aflicdo como

se fossem seus;

As minhas ‘“mdes cientificas”, Profa. Jurema Lisboa e Roseana Freitas, por me
conduzirem de forma segura neste caminho, influenciando as minhas escolhas e
decisoes, além do meu amadurecimento como professora e pesquisadora. Sempre as

terei como referéncia de competéncia, retiddo, lideranca e ética.

De cada um levar um pouco,
de cada pouco viver um muito,
e desse muito que todos vejam

de vdrios sou_formado eu.

Joabe Pereira



AGRADECIMENTOS




Esta tese foi idealizada e executada com o apoio de muitas pessoas e instituicées,

dentre as quais gostaria de agradecer especialmente:

A minha mae, Cristina, pelo amor incondicional, por me admirar e por ter me ensinado
os valores da solidariedade, humildade, dignidade e que o mais importante na vida é a
nossa jornada e ndo a chegada ao cume, pois é durante a nossa trajetoria que

crescemos pessoalmente e espiritualmente.

Ao meu marido, Daniel, por ser tdo importante e fundamental na minha vida, por
acreditar em mim, por ter sido o maior incentivador para que eu seguisse a carreira
académica quando ainda éramos adolescentes. Obrigada “marido” pelo
companheirismo, cumplicidade, amor e cuidados gratuitos sem complicacdes, por toda
sua compreensdo e por ser também meu melhor amigo sempre quando preciso. Sei que
esta conquista tdo esperada é também sua, da mesma forma que uma vez vocé me falou

que minha mdo em teu peito é a tua.

A minha sogra mde, Ana Regina, por todo carinho e cuidado a mim dispensados, pela
torcida constante pelo meu sucesso profissional, por se envolver realmente como se
fosse a conquista de um filho. Obrigada por todos os momentos de alegria que a

senhora sempre proporciona na minha vida, tornando tudo mais intenso e especial.

A minha orientadora, Profa. Dra. Roseana de Almeida Freitas, um grande exemplo de
competéncia, professora e pesquisadora, que teve papel essencial na minha
qualificacdo profissional, me guiando com base em 4 principios: ética, honestidade,
consideracdo e reconhecimento. Obrigada pelo privilégio de ter sido sua orientanda,
pela amizade, por todo carinho e conselhos dados, pela seguranca e objetividade com
que transmitiu seus preciosos conhecimentos, tornando tudo mais suave e prazeroso, o
que aumentou ainda mais o meu encantamento pela Patologia. Sou muito grata por
todas as oportunidades que vocé me proporcionou e pela confianca em mim depositada.
Com sua maestria cuidadosa, finalizo esta etapa da minha vida percebendo o meu
engrandecimento e amadurecimento profissional. Meu eterno respeito, gratiddo e

admiragdo!



A Coordenadora do Programa de Pés-Graduacdo em Patologia Oral, Profa. Dra.
Lélia Batista de Souza pelo exemplo de dedicacdo a profissdo, pelos valiosos
ensinamentos, pela sua simplicidade que me fez sentir bem acolhida, consideracdo e
carinho que irei guardar para sempre. Sou muito honrada por ter sido escolhida de

corac¢do como um dos seus filhos adotivos e pela amizade consolidada.

Aos professores do Programa de Pos-Graduagdo em Patologia Oral, especialmente a;
Prof. Dr. Ledo Pereira Pinto, Profa. Dra. Hébel Cavalcanti Galvdo, Profa. Dra. Lélia
Maria Guedes Queiroz, Prof. Dr. Antonio de Lisboa Lopes Costa, Profa. Dra. Mdrcia
Cristina da Costa Miguel, Profa. Dra. Ericka Janine Dantas da Silveira e Profa. Dra.
Ana Miryam Costa de Medeiros, por todos os conhecimentos transmitidos,
disponibilidade, atengdo, oportunidades de crescimento pessoal e profissional, além da

constante gentileza, que tornou a nossa convivéncia harmoniosa no dia a dia.

Aos professores colaboradores do Programa de Pos-Graduagdo Prof. Dr. Manuel
Antonio Gordon Nunez, pela atencdo, gentileza e boa vontade e Prof. Dr. Kénio Costa
de Lima por estar sempre disponivel e pela contribuicdo nas andlises estatisticas dos

trabalhos desenvolvidos durante o doutorado.

A Prof. Dra. Jurema Freire Lisboa de Castro, por seu incentivo e contribuicdo na
minha qualificacdo profissional e crescimento pessoal, por sua consideragcdo e amizade
sincera consolidada. Professora, devido a sua influéncia e orientacdo no momento
certo, eu decidi que caminho trilhar na minha profissdo e estou realizada. Sou

eternamente grata e feliz por poder contar sempre com vocé.

Ao Prof. Dr. Carlos Augusto Galvdo Barbosa, do Departamento de Morfologia da
UFRN, por possibilitar a realizacdo desta pesquisa no laboratério de cultura de
células, pela confianca em mim depositada e pela oportunidade de grande aprendizado

para minha vida profissional.

A todos os colegas do laboratério de Biopolimeros da UFRN, em especial ao Prof. Dr.
Hugo Alexandre de Oliveira Rocha, pelos conhecimentos transmitidos, por terem me

recebido de forma tdo gentil e pelos agraddveis momentos de convivéncia.



As amigas queridas Fernanda Ginani e Ruth Medeiros pelas valiosas e fundamentais
contribuicoes na realizacdo dos experimentos, pela disponibilidade, por fazerem
questdo de dividir os meus momentos de alegria, descontracdo, aflicdo e pela grande
amizade construida. Vocés foram meu braco direito e compartilharam com tanta

paciéncia todas as conquistas. Minha eterna gratiddo!

Aos colegas do laboratorio de Imunogenética do Departamento de Bioquimica da
UFRN, em especial a Profa. Dra. Tatjana Keesen, pela sua competéncia, extrema boa
vontade, disponibilidade e prontiddo na realizacdo dos experimentos em citometria de
fluxo, além do otimismo transmitido, o que trouxe leveza durante a realizacdo desta
fase experimental. Ao farmacéutico bioquimico, Francisco Paulo Freire Neto, pela

contribui¢do na obtencgdo das imagens da imunofluorescéncia.

A Profa. Dra Silvia Regina Batistuzzo de Medeiros do laboratério de Biologia
Molecular e Gendémica da UFRN, pela colaboragdo durante o planejamento da

pesquisa.

As técnicas do laboratdrio de histologia do Departamento de Morfologia da UFRN,

Melyna e Sara, pelo auxilio na montagem das laminas do ensaio de invasdo.

A Universidade Federal de Pernambuco, através da Profa. Dra. Jurema Freire Lisboa
de Castro, por disponibilizar o aparelho de laser de baixa poténcia utilizado na

pesquisa.

Ao Prof. Dr. Ricardo Della Coletta do Programa de Pos-Graduacdo em
Estomatopatologia da FOP-UNICAMP, pela gentileza em ceder as linhagens celulares
ao nosso Programa de Pos- Graduacdo, o que possibilitou a realizacdo deste
experimento, bem como idealizacdo de outras pesquisas. Obrigada pela agraddvel
receptividade durante o periodo que fiquei em seu laboratorio e pela oportunidade de

aprendizado.

Agradeco imensamente a Michelle Agostini e Andreia Bufalino do Programa de Pos-
Graduacdo em Estomatopatologia da FOP-UNICAMP, pela atencdo delicada,
prestatividade, paciéncia e valiosa orientacdo no cultivo das células, discussdo de

protocolos e troca de conhecimentos, essenciais para execugdo do experimento.



A grande amiga Marianne Carvalho, que jd fazia parte do Programa de Pds-
Graduacdo quando cheguei a Natal, sendo fundamental durante o meu periodo de
adaptacdo pela sua amizade acolhedora, sincera e segura, disponibilidade e total
desprendimento em compartilhar seus conhecimentos. Maricota, vocé tornou tudo mais
facil e mais leve, com sua alegria, simplicidade e companheirismo em todos os

momentos.

Aos meus queridos e insubstituiveis amigos Joabe Pereira ¢ Keila Martha Barroso,
pela amizade verdadeira, coerente e sem complicacoes. Jores, vocé é o irmdo que pude
escolher de coracdo, um exemplo de respeito as pessoas e de integridade. Obrigada
pela cumplicidade, lealdade, pelos conselhos em todos os momentos que precisei, pela
convivéncia agraddvel e pelas nossas conversas sempre divertidas e que s6 a gente
entende. Keilinha, docura e generosidade sdo caracteristicas suas. Agradeco por me
ouvir, me compreender e por estar sempre presente com as palavras adequadas no
momento certo. Todos os momentos que passei com vocés serdo lembrados no futuro
com muita saudade... ndo importa a distdncia, no cora¢cdo vocés estardo sempre perto,

ndo importam as diferencas, no coragcdo sempre teremos pontos de acordo.

As minhas amigas de turma e para vida, Alessandra Barreto, Ana Rafaela Aquino e
Cyntia Helena de Carvalho, pela companhia, admiracdo, atengdo, consideracdo e
demonstracoes de carinho. Alé, vocé é muito especial e terd sempre um lugar sé seu no
meu coragdo. Rafa, sua discricdo e delicadeza tornaram tudo mais suave e aprecidvel.
Cyntita, seu cuidado e preocupacdo comigo, além da parceria foram importantes

quando comecei o experimento.

As amizades consolidadas de Pedro Paulo Santos, Valéria Freitas ¢ Betinia Fachetti,
pela bondade gratuita, por todo apoio e incentivo, confianca, pelos momentos de
alegria vividos e simplesmente por vocés serem pessoas tdo integras e especiais. Fica a
certeza que posso contar com cada um sempre que precisar, a qualquer hora e em

qualquer lugar.

Sou grata aos amigos Felipe Matos e Cassiano Nonaka pelo exemplo de dedicacdo e
entusiasmo em tudo que faz e por terem me proporcionado vdrias oportunidades de
troca de conhecimentos e aperfeicoamento cientifico. Ao amigo Dmitry Sarmento, pelo

apoio, admiragcdo, momentos de descontragdo e contribuicdo na andlise estatistica.



Aos amigos e colegas do Programa de Pos-Graduagdo que tive a felicidade de conviver
durante estes 4 anos, pela oportunidade de crescimento profissional e pessoal, George
Nascimento, Bruna Amaral, Bruna Rafaela dos Santos, Déborah Pitta, Marcelo
Gadelha, Adriana Amorim, Emeline Lima, Maiara de Moraes, Stefdnia Jeronimo,
Bdrbara Monteiro, Natdlia Barbosa, Ana Luiza Leite, Denise Helen de Oliveira,
Clarissa Demeda, Roseane Vasconcelos, Edilmar Moura, Lucileide de Oliveira, Pedro
Carlos, Conceicdo Aparecida Maia, Fernando Nobrega, Emilia Beatriz Silva,
Adriana Costa, José Nazareno de Aguiar Junior, Melka Sd, Rodrigo Gadelha e
Jamile Moura. Cada um com seu jeito de ser contribuiu de alguma forma para a minha
trajetoria no doutorado através dos conhecimentos compartilhados e momentos de

descontragao.

Aos técnicos e funciondrios da disciplina de Patologia Oral da UFRN, Graga Galvao,
Sandovdnia Oliveira, Ricardo Silva, Hévio Lucena, Canindé Macédo, Idelzuite e
Lourdes Maciel, pela convivéncia agraddvel, carinho, atengcdo e colaboracdo no

desenvolvimento dos nossos trabalhos.

A Universidade Federal do Rio Grande do Norte, através do Programa de Pos-
Graduacdo em Patologia Oral, por ter possibilitado a concretizacdo desta etapa da
minha formagdo cientifica e a Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) e¢ ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq), pelos auxilios financeiros oriundos respectivamente do PROAP e

de bolsa de estudo, que possibilitaram a realizacdo deste trabalho.

Durante a nossa vida

Conhecemos pessoas que vem e que ficam,

Outras que, vem e passam.

Existem aquelas que, vem, ficam e depois de algum tempo se vio.

Mas existem aquelas que vém e se vio com uma enorme vontade de ficar...

Charles Chaplin



RESUMO




RESUMO

O aumento da proliferagao celular apos utilizagdo do laser de baixa poténcia
(LBP) tem sido observado em muitos tipos de células in vitro, incluindo ceratindcitos,
fibroblastos, osteoblastos, células endotelias e células-tronco. Tem sido especulado que
o crescimento de células malignas também pode ser estimulado pela irradiacdo laser,
uma vez que estas células sdo mais susceptiveis aos estimulos proliferativos. Assim, em
pacientes portadores de canceres de cabeca e pescoco, as células tumorais podem estar
presentes no campo de irradiagdo ou préximas a ele, sendo a laserterapia nao intencional
um fator estimulante da progressao tumoral. Neste contexto, este estudo avaliou o efeito
do LBP sobre o potencial de proliferacdo e invasdo de uma linhagem celular derivada
do carcinoma epiderméide de lingua (SCC25). As células cultivadas foram irradiadas
com um laser diodo (InGaAlIP) com 30mW, 660nm e doses de 0.5 ¢ 1.0J/cm> A
atividade proliferativa foi investigada através da curva de proliferagdo utilizando o
método de coloragdo por azul de tripan e andlise do ciclo celular através da marcagao
por iodeto de propidio em citometria de fluxo. O potencial invasivo das células SCC25
foi verificado através da realizacdo de um ensaio de invasdo celular utilizando o
matrigel. A andlise da expressdo da ciclina D1, E-caderina, B-catenina e MMP-9,
através da imunofluorescéncia e citometria de fluxo, foi relacionada as alteracdes nas
atividades bioldgicas estudadas. A curva de proliferacdo revelou maior crescimento das
células irradiadas com dose de 1.0 J/cm® (p<0.05). O LBP influenciou a distribui¢do do
ciclo celular, com destaque para a dose de 1.0J/cm?, a qual favoreceu a maior
porcentagem de células na fase S/G2/M com diferencga estatisticamente significativa no
intervalo de 24 horas (p<0,05). O LBP, principalmente com dose de 1.0J/cm2,
promoveu maior invasdo das células estudadas e foi capaz de influenciar a expressao da
ciclina D1, B-catenina, E-caderina e MMP-9, favorecendo o fenétipo maligno. Dessa
forma, nossos resultados indicam que a laserterapia teve um importante efeito
estimulatério nas atividades de proliferacio e invasdao das células SCC25,
provavelmente por influenciar a expressdo de proteinas que possuem papel importante

nestes processos.

Palavras-chave: terapia a laser de baixa intensidade, proliferacdo de células, carcinoma

de células escamosas, ciclo celular, citometria de fluxo.



ABSTRACT

The low level laser therapy (LLLT) has shown to be effective in promoting the
proliferation of different cells in vitro, including keratinocytes, osteoblasts, endothelial
cells and stem cells. It has been speculated that the biostimulatory effect of LLLT could
cause undesirable enhancement of tumor growth in neoplastic diseases, since the
malignant cells are more susceptible to proliferative stimuli. Within this context, this
study evaluated the effect of LLLT on epidermoid carcinoma of the tongue cell line
(SCC25) proliferation and invasion. Cultured cells were irradiated with an InGaAIP
diode laser, 660nm, 30mW using two energy densities (0.5)/cm® and 1.0J/cm?).
Proliferative activity was assessed through trypan blue staining method and through cell
cycle analysis using flow cytometry. The invasive potential was measured through cell
invasion assay using matrigel. Cyclin D1, E-cadherin, p-catenin and MMP-9
expressions were analyzed by immunofluorescence and flow cytometry and related to
the investigated biological activities. Proliferation curve demonstrated that SCC25
irradiated with 1.0J/cm? had the highest proliferative rate when compared to the control
group and the group irradiated with 0.5J/cm® (p<0.05). LLLT affected cell cycle
distribution and energy density of 1.0 J/cm” promoted a higher percentage of cells in
S/G2/M phases, with statistically significant differences at 24h interval (p<0.05). LLLT,
mainly with 1.0J/cm?®, revealed significantly higher potential for invasion and
influenced the expression of cyclin D1, E-cadherin, B-catenin and MMP-9, promoting
the malignant phenotype. In conclusion, our results indicate that LLLT has an important
stimulatory effect on proliferation and invasion of SCC25 cells, likely due to altered

expression of proteins associated with these processes.

Key-words: low level laser therapy, cell proliferation, squamous cell carcinoma, cell

cycle, flow cytometry.
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VEGF: do inglés vascular endothelial growth factor traduzido como fator de
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INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

Laser é uma radiacdo eletromagnética ndo-ionizante, que apresenta propriedades
bastante especificas, como monocromaticidade, coeréncia, colimacdo e polarizacao.
Devido a estas caracteristicas especiais, ele pode interagir com células e tecidos
promovendo alguns efeitos terapéuticos, o que torna o seu uso vidvel na medicina e
odontologia, tanto como auxiliar em tratamentos convencionais ou como ferramenta
terapéutica principal auxiliando a cicatrizacdo da estomatite aftosa recorrente, ulceras
traumaticas, lesdes herpéticas, mucosites, dentre outras.

Os lasers de baixa poténcia (LBP) ou laserterapia possuem comprimentos de
onda no espectro vermelho (visivel) e infravermelho (invisivel), que provocam nos
tecidos efeitos fotoquimicos e fotofisicos. Dentro do grupo dos efeitos fotoquimicos
pode-se incluir a biomodulacdo, a qual promove acdo analgésica, antiinflamatdria e
cicatrizante aos tecidos irradiados (PINHEIRO et al., 2010).

E justamente o efeito cicatrizante que fundamenta a presente investigacio, visto
que a laserterapia € utilizada para acelerar os processos reparativos do tecido duro e do
tecido mole, devido aos seus efeitos biomoduladores, ativando ou inibindo processos
fisiolégicos, bioquimicos e metabdlicos. Esta capacidade de acelerar a cicatrizagdo esta
relacionada a maior proliferacdo celular, uma vez que as evidéncias apontam que o LBP
atua na mitocondria estimulando a cadeia respiratéria, que resulta em maior produgdo
de trifosfato de adenosina (ATP), e conseqiientemente maior atividade do 4cido
desoxirribonucléico (DNA) e maior producdo de acido ribonucléico (RNA) e proteinas
(KARU, 1999; GAO; XING, 2009).

Alguns estudos in vitro vém demonstrando efeitos bioestimulatorios positivos
sobre diferentes células, dentre as quais se destacam fibroblastos, osteoblastos,
ceratindcitos, células-tronco e até células oriundas de tumores malignos (KREISLER et
al., 2002; WERNECK et al., 2005; TUBY; MALTZ; ORON, 2007; RENNO et al.,
2007; STEIN et al., 2008; EDUARDO et al., 2008).

O efeito da laserterapia sobre o metabolismo das células benignas tem sido
bastante estudado, principalmente na tentativa de melhor esclarecer seu mecanismo de
acdo (KARU, 1999; GAO; XING, 2009). No caso das células benignas, o laser possui
um efeito benéfico, pois ao incrementar a proliferacdo celular, estd contribuindo com a
cicatrizacdao de feridas, reparo Osseo, regeneracdo muscular, neural e com os futuros
avancos da engenharia tecidual com células-tronco (EDUARDO et al., 2008;
DENADALI et al., 2009; SILVA et al., 2010; FERRARI et al., 2011; YAZDANI et al.,



2012). No entanto, em células malignas que apresentam uma instabilidade gendmica, a
proliferacdo induzida pelo laser poderd vir a favorecer o surgimento de uma maior
quantidade de células alteradas genomicamente e com maior capacidade de
proliferacdo, acelerando indiretamente o ganho de mutagdes adicionais no processo
natural da carcinogénese.

As atividades de proliferacdo e invasdo celular vém sendo investigadas por meio
de diversos biomarcadores envolvidos na regulacdo do ciclo celular, apoptose, adesio,
migragdo, degradacdo da MEC e angiogénese. Especula-se que em células neoplésicas
portadoras de anomalias genéticas, o laser possa contribuir com o processo de
crescimento neopldsico, uma vez que estas células expressam de forma alterada
proteinas relacionadas a estes processos.

Dessa forma, o uso da laserterapia ndo intencional durante o desenvolvimento e
evolucdo de um processo neoplédsico poderd favorecer algumas atividades bioldgicas
celulares determinantes para tumorigénese, como proliferacdo e migracio celular. Seu
efeito sobre células malignas é bastante controverso na literatura e ainda ndo existem
estudos com a proposta de analisar a atividade proliferativa e de invasao das células
malignas irradiadas, através da investigacdo da expressdo de proteinas fundamentais
para o crescimento tumoral. A identificacdo de alteragdes nos processos de proliferacao
e invasdo celular podera restringir o uso da laserterapia em qualquer situagao clinica que
apresente potencial de malignizacdo ou quando os tumores localizam-se préximo ao
campo de irradiacdo do laser.

Com o objetivo de contribuir para um melhor entendimento do mecanismo da
laserterapia sobre células malignas, este trabalho pretende investigar in vitro o potencial
de proliferacdo e invasdo, por meio de andlises quantitativas e da expressao de proteinas
relacionadas ao crescimento tumoral (ciclina D1, E-caderina, B-catenina e MMP-9), em

linhagem de células malignas oriundas do carcinoma epiderméide de lingua.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Laser

Laser ¢ um acronimo de “Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation”. E um tipo particular de radiacdo eletromagnética que apresenta
propriedades muito especificas, como a monocromaticidade, ou seja, emissdo de
radiacdes em um Unico comprimento de onda, o que determina a absorc¢ao seletiva por
parte dos fotoreceptores celulares. Tém-se ainda a coeréncia espacial e temporal, que se
refere a propagacdo de ondas com a mesma fase no espaco e no tempo; direcionalidade
ou colimacdo, a qual permite a obten¢do de alta densidade de energia concentrada em
pequenos pontos e a polarizacdo (PINHEIRO et al., 2010; LIN et al., 2010).

O laser pode ser classificado em duas categorias: lasers de alta poténcia ou
cirirgicos, que apresentam efeitos térmicos, propriedades de corte, vaporizacdo e
hemostasia; e lasers de baixa poténcia (LBP), baixa intensidade ou terapéuticos, 0s
quais promovem efeitos analgésicos, antiinflamatdrios e cicatrizantes. Estd incluido
nesta ultima categoria o laser de hélio-nednio (He-Ne), cujo comprimento de onda €
632,8nm, ou seja, na faixa de luz visivel (luz vermelha), o laser de arseniato de galio
(AsGa), arseniato de gdlio aluminio (AsGaAl) e indio gilio aluminio fésforo (InGaAlP)
ou lasers diodo, cujo comprimento de onda se situa tanto no espectro de luz visivel
quanto no infravermelho ou invisivel (PINHEIRO et al., 2010).

As propriedades terapéuticas do laser vém sendo estudadas desde a proposi¢cao
da teoria da emissdo estimulada por Einstein em 1917, sendo sugerida pela primeira vez
em 1957, por dois cientistas americanos, Charles Townes e Arthur Achawlow,
tornando-se realidade em 1960, com a constru¢ao do primeiro emissor de laser a Rubi
por Theodore Maiman (SULEWESKI, 2000).

A odontologia demonstrou interesse na utilizacdo terapéutica do laser, antes
utilizada apenas nas especialidades médicas cirurgicas. Em 1965, Sinclair e Knoll
adaptaram esta radiacdo a prética terapéutica e nesse mesmo ano o laser foi utilizado
pela primeira vez na Odontologia por Stern e Sognnaes. Seu estabelecimento como
terapéutica efetiva despertou o interesse sobre os seus efeitos em tecidos vivos,
principalmente apds a publicagdo de alguns trabalhos com animais em 1968 (e.g.,
Taylor, Skear e Roeber), quando foram observados os efeitos do laser de cristal de rubi

sob a mucosa oral (SULEWESKI, 2000).



O laser de baixa poténcia (LBP) ou laserterapia refere-se ao uso do laser
vermelho ou infravermelho com um comprimento de onda que varia de 630 a 680nm e
700 a 830nm e 900nm respectivamente, sendo a poténcia de 1 a 200mW
(BENSADOUN; NAIR, 2012). Este tipo de radiagao € uma onda continua ou pulsada
que consiste de um feixe constante de densidade de energia relativamente baixa (0.04-
50J/cm?) (ALGHAMDI;, KUMAR; MOUSSA, 2012). Ele tem sido usado com muito
sucesso em todas as diferentes dreas da Odontologia. A metodologia é simples, o
aparelho possui baixo custo e pode ser utilizado tanto como auxiliar em tratamentos
convencionais ou de forma alternativa como ferramenta terapéutica tnica em algumas
patologias (NAMMOUR, 2012).

De acordo com Lin et al. (2010), uma das caracteristicas mais distintas do LBP,
em relacdo as outras modalidades fototerapéuticas, € o fato dos seus efeitos nao serem
mediados pela inducdo térmica, mas através de um processo denominado
fotobioestimulacdo ou fotobiomodulacdo. Todas as caracteristicas especiais
relacionadas ao laser o diferenciam da luz emitida por fontes convencionais
incandescentes e faz com que ele possua propriedades terapéuticas importantes, o que
tornou seu uso vidvel em multiplas aplicagdes médicas.

Diante do grande nimero de resultados satisfatérios obtidos com o uso do LBP
no tratamento de enfermidades, observa-se um crescente interesse em estudar com
maiores detalhes o seu mecanismo de acdo, propriedades e efeitos sobre os diversos
tecidos. A extensdo da interacdo entre lasers e os tecidos é geralmente determinada por
fatores relacionados ao laser e pelas caracteristicas Opticas de cada tecido. Por isso,
alguns experimentos vém sendo realizados com a finalidade de observar os efeitos ultra-
estruturais e moleculares provocados nas diferentes células irradiadas com lasers de
comprimentos de onda, densidades de energia (dose) e poténcias variados (EDUARDO
et al., 2007; HU et al., 2007; STEIN et al., 2008; HAWKINS-EVANS; ABRAHAMSE,
2008; CHEN et al., 2008; ALEKSIC et al., 2010).

A absor¢do do laser pelos tecidos pode resultar em quatro processos:
fototérmico, fotomecanico, fotoquimico e fotofisico. Os lasers de baixa poténcia estao
relacionados a efeitos fotoquimicos e fotofisicos nos tecidos (KARU, 1989; BAXTER,
1997; TUNER, 2007). Dentro do grupo dos efeitos fotoquimicos podemos incluir a
terapia fotodindmica, a fluorescéncia tecidual e a fotobiomodulacdo. Este udltimo se

refere ao efeito do laser sobre os eventos moleculares e bioquimicos que normalmente



ocorrem nas células, durante o processo de cicatrizagdo tecidual (PINHEIRO et al.,
2010).

A fotobiomodulacdo ¢ uma modalidade de tratamento clinico que resulta em
efeitos ndo térmicos nos tecidos, e dessa forma seu efeito bioldgico ndo pode ser
atribuido ao aquecimento tecidual. Quando h4 interacao do tecido com o laser, algumas
funcdes celulares poderdo ser estimuladas (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012).
A magnitude deste efeito depende do estado fisioldgico das células e/ou do estigio
clinico da condica@o antes da irradiacdo, sendo este efeito mais acentuado sobre 6rgaos
ou tecidos enfraquecidos, tais como em pacientes que sofrem algum tipo de desordem
funcional ou de injdria no tecido (KARU, 1989; TUNER, 2007). Isto pode explicar por
que a fotobiomodulagdo positiva nem sempre pode ser detectada.

Dessa forma, o LBP modula vérios processos biol6gicos em modelos animais e
humanos, diminuindo a resposta inflamatéria, aumentando a neoformacdo de vasos
sanguineos, estimulando a cicatrizagdo, promovendo o processo de regeneracdao
musculoesqueletal, nervosa e reparagdo dssea (STEIN et al., 2005; PEPLOW et al.,
2010; PETRI et al., 2010; FAVARO-PIPI e al., 2011; FERRARI ez al., 2011;
YAZDANI et al., 2012; FAHIMIPOUR et al., 2012).

A atuacdo do laser sobre o processo de cicatrizagdo €, de fato, um dos seus
efeitos mais desafiadores e controversos. Seu desempenho € freqiientemente atribuido
ao aumento da proliferacdo celular por mecanismos ainda ndo totalmente
compreendidos (GAO; XING, 2009; ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012).

Segundo Alghamdi, Kumar e Moussa (2012); Peplow et al. (2010) a laserterapia
pode evitar a apoptose celular e influenciar uma série de processos celulares, que
incluem a proliferagdo, migracdo, adesdo e diferenciagdo. O processo de proliferacao
celular in vitro tem sido estudado em vdrios tipos de células, incluindo fibroblastos,
células endoteliais e nervosas, osteoblastos, ceratindcitos, mioblastos, dentre outras. No
entanto, os mecanismos moleculares associados a fotobiomodulacdo ainda nao foram
totalmente esclarecidos (STADLER et al., 2000; SHEFER et al., 2002; JIA; GUO,
2004; STEIN et al., 2008; GAO; XING, 2009; FAVARO-PIPI et al., 2011; FERRARI
etal.,2011; YAZDANI et al., 2012; FAHIMIPOUR et al., 2012).



2.2 Mecanismo de acao do laser de baixa poténcia

As pesquisas atuais referentes ao mecanismo de agdo da lasertarapia
inevitavelmente envolvem as mitocondrias. As mitocondrias desempenham um papel
importante na geracdo de energia € no metabolismo celular, além de promover a
integracdo de sinais entre as organelas e o nucleo. Elas sdo por vezes descritas como
"usinas celulares", porque convertem moléculas de alimentos em energia sob a forma de
ATP através do processo de fosforilacdo oxidativa (CARNEVALLI et al., 2003;
SILVEIRA et al., 2009; GAO; XING, 2009).

Em funcdo do mecanismo de acdo da laserterapia envolver as mitocOndrias,
alguns autores avaliaram a atividade mitocondrial em células submetidas a irradiagdo.
Um estudo revelou associagdo entre o aumento da funcionalidade mitocondrial e a
maior capacidade de regeneragado e cicatrizagao dos tecidos, além da auséncia de efeitos
degenerativos nos espécimes irradiados (KARU; KOLYAKOV, 2005).

Carnevalli et al. (2003) relataram que a laserterapia (830nm, 2.0J/cm?) favoreceu
a formacdo de mitocOndrias gigantes e um aumento da sua quantidade em linhagem
celular derivada do ovario de hamsters chineses (CHO K-1). Estes autores observaram
uma maior distribuicdo de mitocondrias no citoplasma das células irradiadas do que no
grupo controle, além de um intenso agrupamento desta organela na regido perinuclear
24 e 48 horas apds a irradiagdo. Visualizaram-se, ainda, variacdes na morfologia
mitocondrial de uma aparéncia filamentosa para granular nas 72 horas ap0s a irradiagao.
Segundo os autores, a concentra¢do da mitocondria na regido perinuclear parece indicar
a necessidade de energia para sintese de proteina e duplicacio do material genético.
Neste estudo, as células do grupo controle exibiram mitocondrias com aparéncia
filamentosa e ainda um pequeno nimero desta organela, o que sugeriu baixa atividade
mitocondrial.

O mecanismo de acdo da laserterapia sobre as células tem sido atribuido a
absorcdo de luz visivel e infravermelha monocromética por componentes mitocondriais
(HUANG et al., 2009), que leva a ativacdo de componentes da cadeia respiratdria,
iniciando uma cascata de sinaliza¢do que promove a proliferacao celular (GAO; XING
et al., 2009).

De acordo com Karu (1999), dois tipos de reagdes ocorrem durante a
fotobiomodulagdo: as reagdes primdrias, que ocorrem na presenca de luz e resultam em

alteracdes na configuragdo molecular e funciao do fotoreceptor; e as reacdes secundarias



que ocorrem sem a presenca de luz, podendo ser horas ou dias apds a irradiagcdo. Estas
ultimas consistem em alteracdes na sinalizacdo e funcdes celulares (XU et al., 2008).
Assim, existem vdrias teorias, algumas sugeridas previamente e outras mais recentes,
que se complementam e tentam explicar o aumento do metabolismo celular promovido
pela laserterapia via ativagdo da cadeia respiratéria (KARU, 1999; GAO; XING, 2009).

A regido do espectro terapeuticamente mais efetiva compreende o espectro
visivel (vermelho) e infravermelho préximo, relacionada respectivamente a efeitos
fotoquimicos e fotofisicos (VLADMIROV; OSIPOV; KLEBANOYV, 2004; PINHEIRO
et al., 2010). Quando a laserterapia € usada no espectro eletromagnético visivel, existe
uma fotobioestimulagcdo inicial na mitocOndria, a qual ativa a cadeia respiratoria.
Quando a irradiagdo é no espectro infravermelho, o processo pode ter inicio na
membrana celular, onde ocorre estimulo dos seus canais i0nicos, resultando em
alteracdes na permeabilidade da membrana (KARU; KOLYAKOYV, 2005). Tanto a luz
visivel quanto a infravermelha podem ser absorvidas por diferentes componentes da
cadeia respiratéria celular, ativando e acelerando o transporte de elétrons e resultando
em maior producdo de ATP (KARU, 1999; KARU; KOLYAKOV, 2005; HAWKINS-
EVANS; ABRAHAMSE, 2008).

Um aumento significativo na producdo de ATP foi relatado em células vivas
ap6s irradiagdo com laser de 904, 632.8, e 830nm (KARU; PYATIBRAT; KALENDO,
1995; MOCHIZUKI-ODA et al., 2002; BENEDICENTT et al., 2008). A irradiagdo com
laser AsGa (808nm) também contribuiu com a sintese de ATP em células neurais
(ORON et al., 2007). No entanto, a irradiacdo com comprimento de onda de 652nm nado
teve nenhum efeito sobre o conteido de ATP (KARU; PYATIBRAT; KALENDO,
1995).

Ha alguns anos, as investigagcOes estdo concentradas sobretudo nos componentes
da cadeia respiratéria mitocondrial, uma vez que a agdo fotobiolégica ocorre
principalmente através da ativacdo da cadeia respiratéria da mitocondria (KARU, 1999).

As reacdes primdrias ocorrem na mitocondria e estdo conectadas com a maior
producdo de ATP, maior atividade do DNA e aumento na sintese RNA e proteinas
(PINHEIRO et al., 2010). Uma possivel teoria sustenta que para o LBP ter qualquer
efeito sobre os sistemas bioldgicos, € necessdria sua absor¢cao por croméforos presentes
em moléculas integrantes da cadeia respiratéria mitocondrial, que funcionam como

fotoreceptores (HUANG et al., 2009).



Evidéncias recentes indicam que o LBP vermelho e infravermelho age nas
células através de um fotoreceptor principal: citocromo ¢ oxidase, a enzima terminal da
cadeia mitocondrial de transporte de elétrons (HUANG et al., 2009). A citocromo ¢
oxidase de células de mamiferos é uma grande proteina da membrana mitocondrial
(200kDa) que apresenta multiplos componentes (Figura 1). Seus possiveis croméforos
absorventes de luz sdo duas metades heme (heme a e heme a3), dois sitios redox ativos
de cobre (CUA, e CUB), um zinco e um magnésio. Tem sido mostrado que a citocromo
c oxidase completamente oxidada ou completamente reduzida nao pode ser considerada
um fotoreceptor primério, mas apenas suas formas intermediarias. No entanto, ainda ndo
se sabe qual das formas intermedidrias funciona como fotoreceptor primario (KARU,
1999; HUANG et al., 2009).

A absorcao da luz pela citocromo ¢ oxidase pode estimular a cadeia respiratdria,
por acelerar o fluxo de elétrons na molécula, aumentando o potencial elétrico da
membrana (A¥m), maior metabolismo oxidativo e conseqiientemente resultando em
maior sintese de ATP e espécies reativas de oxigénio (EROs), o que leva ao aumento da
disponibilidade de energia, formacao de mensageiros secunddrios e transdu¢do de sinal
(HUANG et al., 2009; SILVEIRA et al., 2009). Esta hipotese é baseada em resultados
de estudos que revelaram um aumento na producdo da citocromo ¢ oxidase apds a

irradiacdo (KARU et al., 2005).
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Figural. Representacdo esquemdtica da absor¢do de luz vermelha e infravermelha por croméforos
celulares especificos localizados na cadeia respiratéria mitocondrial.

Fonte: Huang et al. (2009).
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O estudo de Karu, Pyatibrat e Kalendo (2004) indicou que a atividade da
citocromo c oxidase pode ser regulada pelo 6xido nitrico. Foi sugerido que o laser
acelera o fluxo de elétrons na citocromo c¢ oxidase, sendo esta atividade da respiracao
mitocondrial revertida pelo 6xido nitrico. O 6xido nitrico produzido na mitocondria
pode inibir a respiragdo celular por se ligar a citocromo c oxidase e competitivamente
provocar o deslocamento de oxigénio, especialmente em células estressadas ou
hipéxicas. A laserterapia parece promover a dissocia¢ido do 6xido nitrico da citocromo ¢
oxidase, revertendo a inibicdo da respiragdo mitocondrial, permitindo o influxo de
oxigénio e geracdo de espécies reativas de oxigénio, que podem ativar fatores de
transcri¢do nucleares (HUANG et al., 2009).

As espécies reativas de oxigénio, resultantes da ativacao da cadeia respiratdria,
podem ter efeitos benéficos ou prejudiciais. De acordo com Huang et al. (2009) baixos
niveis estdo associados a efeitos bioestimulantes, enquanto altos niveis tem sido
relacionados a efeitos inibitdrios e indutores da morte celular. Acredita-se que algumas
formas, tais como oxigénio singleto e radicais hidroxila (KLOTZ et al. 2003; PRYOR et
al. 2006) sejam prejudiciais mesmo em baixas concentracdes. As EROs tém importante
papel na sinalizacdo celular, regulando a sintese de acido nucléico, sintese de proteinas,
ativacdo de enzimas e progressdo do ciclo celular (BRONDON et al., 2005; STORZ,
2007).

Outra teoria relacionada as reagdes primdrias, diz que a luz € absorvida por
cromoforos presentes em porfirinas e flavoproteinas (componentes da cadeia
respiratéria) gerando oxigénio singleto, o qual estimula a sintese de DNA, RNA e
proteinas (KARU, 1999; KREISLER et al., 2003a). H4 um efeito benéfico na presenca
de pequenas quantidades destes radicais nos tecidos por ativar o mecanismo da mitose
celular. As espécies reativas de oxigénio tém um papel fundamental no aumento da
proliferacdo de ceratindcitos. Acredita-se que este mecanismo indutivo funcionaria até
certa concentragdao de oxigénio singleto, dose esta que quando ultrapassada faz a célula
entrar num processo destrutivo (LUBART ez al., 1992; KREISLER et al., 2003b).

Acredita-se, ainda, que o laser possa induzir um aquecimento local transitdrio
nos cromoéforos, resultando em alteracdes estruturais (conformacionais) e
desencadeamento de algumas atividades bioquimicas, como a ativagdo ou inibi¢do de

enzimas (KARU, 1999; KARU, 2003).
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Em suma, os quatro principais mecanismos de acdo relacionados as reacoes
primdrias e sugeridos desde 1999 por Karu, sido os seguintes: (1) absorc¢do da luz pela
citocromo ¢ oxidase com consequente alteracdo na propriedade redox mitocondrial e
aceleracdo do transporte de elétrons; (2) geracdo de oxigénio singleto a partir da
absor¢do de luz por porfirinas e flavoproteinas; (3) producao aumentada de espécies
reativas de oxigénio e (4) aquecimento local transitério dos croméforos.

Todas essas reagdes primdrias descritas, que ocorrem nas mitocondrias, se
conectam com a sintese de DNA e RNA no ntcleo através das reagdes secunddrias, que
consistem no desencadeamento de algumas cascatas de sinalizacdo celular, incluindo a
sinalizacdo mitocondrial retrégrada (GAO; XING, 2009). A sinalizagdo mitocondrial
retrograda refere-se a comunicacao que ocorre das mitocondrias para o nicleo, no qual
sinais metabdlicos originados na mitocondria participam da regulacdo de genes
nucleares, que influencia muitas atividades celulares sob condicdes normais e
patologicas (BUTOW; AVADHANI, 2004; KARU, 2008). Alteracdes nos elementos da
sinalizagdo mitocondrial (AWm, ATP, EROs, Ca** e 6xido nitrico) mediam a ativacao
ou a supressdo de moléculas no citoplasma e subsequente promovem a ativacdo de
cascatas de sinalizacdo. Essas vias de sinalizacdo resultam na sintese de DNA, RNA e
proteinas ou em alteragdes no citoplasma e membrana plasmética que podem relacionar-
se a atividade proliferativa (HAWKINS, ABRAHAMSE, 2006a; HU et al., 2007,
KARU, 2008; GAO; XING, 2009).

Primeiramente, foi relatado por Karu (1999) que apds ativacdo da cadeia
respiratdria, com maior fluxo no transporte de elétrons e maior sintese de ATP, também
ocorre um aumento no potencial elétrico da membrana mitocondrial e acidificacdo do
citoplasma, devido a uma elevacdo na concentra¢do de fons H" no meio intracelular. A
acidificacdo citoplasmadtica regula alostericamnte a atividade da proteina transportadora
Na"/H" situada na membrana plasmatica. Esta protefna controla o pH intracelular
através da alcalinizacdo e o aumento do pH intracelular a curto prazo € um dos
componentes envolvidos na trasmissdo de sinais mitogénicos no interior da célula. De
acordo com esta autora, as alteracdes no estado redox da mitocondria podem também
resultar em mudangas citoplasmaticas ou em alteragdes no estado geral da célula.

Esta mesma autora em 2010 chamou a aten¢ao dos pesquisadores sobre um novo
aspecto da molécula do ATP. Uma série de descobertas demonstrou que o ATP ndo é

apenas uma molécula de energia no interior das células, mas é também uma molécula de
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sinalizacdo extracelular (KARU, 2010). Este nova fun¢do do ATP como mensageiro
intercelular, aumenta a compreensdo dos efeitos provocados pelo LBP (KHAKH;
BURNSTOCK, 2009). A molécula de ATP pode se ligar e ativar receptores especificos
(P2X e P2Y) na membrana celular, promovendo diferentes efeitos celulares (ANDERS
et al., 2008; BURNSTOCK, 2009; KHAKH; BURNSTOCK, 2009).

Quando o ATP se liga a receptores P2X, ocorre a formagdo de um canal que
permite a entrada de fons sédio e cdlcio dentro da célula (BURNSTOCK, 2009). De
acordo com Lavi et al. (2003) a ativacao dos canais também pode ser desencadeada por
espécies reativas de oxigénio e o aumento transitério de Ca™, pode dar inicio a vias de
sinalizacdo, através da ativacdo de fotoreceptores e indugdo de fatores de crescimento,
aumentando a proliferacao celular. Ademais, a ligacdo do ATP a receptores da familia
P2 pode induzir a ativagdo da fosfolipase C (PLC), com a producdo de diacilglicerol
(DAGQG) e inositol trifosfato (IP3), resultando na mobilizacio de célcio de seus estoques
intracelulares (COMMUNI et al., 1996; KHAKH; BURNSTOCK, 2009). Dessa forma,
a alteracdo na concentracdo de fons calcio, apds a laserterapia, pode ser um importante
fator colaborador dos efeitos bioestimulantes (LAVI et al. 2003).

Cada oscilagdo transitéria de Ca®* é caracterizada por uma amplitude e uma
duracdo, que ¢ interpretada pelas células e € especifica nos eventos de sinalizacdo
(DOLMETSCH et al., 1997). Por exemplo, a elevagdo da concentragio de Ca®*
intracelular ou suas oscilacdes frenquentes t€m sido correlacionadas com a ativagdo
tempordria da proteina Ras através da cascata MAPK/ERK (proteina cinase ativada por
mitdgeno/cinase reguladora de sinal extracelular) (KUPZIG et al., 2005).

Tem sido relatado ainda que a ligagdo do ATP aos receptores P2Y pode também
estar envolvida na ativagdo das vias MAPKs e PI3K/Akt (fosfatidilinositol 3-
cinase/proteina cinase B — PKB) (HUWILER et al., 2000; VOLONTE et al., 2003).

A investigacdo de outros eventos moleculares possivelmente induzidos pela
laserterapia cresceu na ultima década e estas pesquisas podem ajudar a esclarecer os
mecanismos de a¢ao do LBP, que permanecem ainda nao totalmente compreendidos.

Estudos referentes as proteinas de sinalizacdo envolvidas na proliferacdo celular
estimulada pelo laser, algumas reguladas pela sinalizagdo mitocondrial, foram
recentemente revisados (GAO; XING, 2009).

Miyata et al. (2006) encontraram que a via MAPK/ERK tem um papel

importante na proliferacao de células da polpa dental humana induzida pela laserterapia.
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Um estudo recente (ALEKSIC et al., 2010) indicou uma forte correlacdo entre a
proliferacao de osteoblastos usando a irradiacdo laser Er:YAG (érbio itrio aluminio
granada) de baixa intensidade e a ativacdo da via MAPK/ERK. A via MAPKs ¢é
considerada crucial na transducdo de sinais celulares, que tem inicio a partir da ativagao
de receptores por sinais extracelulares. A MAPK/ERK tem um papel importante na
mitogénese, diferenciacio, transformagdo e sobrevivéncia e responde principalmente a
fatores de crescimento, agentes de diferenciagdo, hormonios peptideos e
neurotransmissores (PEARSON et al., 2001).

A laserterapia induziu a fosforilagdo de receptores da proteina tirosina cinase
(TPKR), tais como o receptor do fator de crescimento de hepatdcitos (HGFR), ativando
a via MAPK/ERK e promovendo a proliferagao de células musculares esqueléticas.
Entretanto, neste mesmo estudo a laserterapia nido exerceu efeito sobre o receptor do
fator de necrose tumoral (TNFa), relacionado a ativacdo das MAP cinases p38 e cinase
N-terminal Jun (JNK) (SHEFER et al., 2001).

Por outro lado ao irradiar uma linhagem de células derivadas do melanoma,
houve evidéncia de ativagdo da JNK. Primeiramente foi detectado um aumento imediato
na atividade da citocromo ¢ oxidase, no potencial da membrana mitocondrial, seguido
por maior producdo de ATP e altos niveis de monofosfato ciclico de adenosina (cAMP),
com posterior fosforilagdio da JNK, que resultou na ativagdo do fator de transcricao
ativador protéico 1 (AP-1) (HU et al., 2007). O AP-1 € um fator de transcri¢do efetor da
JNK, que promove a expressdo de genes envolvidos na sobrevivéncia, proliferacdo e
angiogénese (BRIATA et al., 1993). As sequéncias regulatorias do gene da ciclina D1
contém 2 sitios de liga¢do para o fator AP-1. Os componentes do fator de transcri¢ao
AP-1 incluem o c-Jun, c-Fos e ATF (fator ativador de transcri¢cao), os quais se ligam a
estes sitios, indicando um envolvimento na transcricdo deste gene (SHAULIAN;
KARIN, 2001). Estes achados sugerem que a via de sinaliza¢do citocromo c¢ oxidase/
AYm/ATP/cAMP/JNK/AP-1 esta envolvida na regulacdo da proliferacao de células do
melanoma induzidas pela irradiacao laser (HU et al., 2007). Esses resultados ndao foram
consistentes com os dados mencionados anteriormente, que mostraram que a ativagao
das MAP cinases p38 e JNK parecem ndo estar envolvida com a proliferacdo celular
promovida pelo laser. Dessa forma, enfatiza-se a possibilidade de que linhagens
diferentes podem iniciar vias de sinaliza¢do distintas durante a proliferacdo induzida

pela laserterapia.
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A fosforilacdo de TPKR, através da irradiacdo laser, também parece favorecer a
atividade catalitica da fosfolipase C gama (PLC) (DUAN et al., 2001). A PLC ativada
pode catalisar a hidrélise de alguns fosfolipideos e aumentar a concentracdo de DAG e
IP3 no citoplasma. O IP3 estimula a liberacdo de célcio pelo reticulo endoplasmaético,
que juntamente com o DAG, ativa a proteina cinase C (PKC) (GAO et al., 2006). As
PKCs estdo envolvidas em diferentes fungdes, incluindo a proliferacdo celular,
crescimento celular, diferencia¢do e apoptose em muitos tipos de células (MUSASHI;
OTA; SHIROSHITA, 2000). Uma pesquisa demonstrou que a ciclina D1 pode ser um
alvo da proteina PKC (LI-FEN et al., 2008).

Um estudo realizado por Chen et al. (2008) mostrou que a irradiacdo laser
contribuiu com a proliferacdo e migracdo de células endoteliais. Esses eventos foram
associados a um aumento na expressdao da enzima 6xido nitrico sintetase endotelial
(eNOS), responsavel pela produgdo constitutiva de 6xido nitrico. Os autores observaram
que a atividade da eNOS foi inativada pelo inibidor LY294002 da PI3K, indicando que
o acionamento da via PI3K/Akt apds a irradiacdo laser, pode estar relacionado a
ativacdo da eNOS e consequente migracdo e angiogénese das células endoteliais.
Assim, estes resultados sugerem que via PI3K/Akt/eNOS pode estar envolvida na
proliferacdo de células endoteliais induzida pelo laser de baixa poténcia.

A regulacdo da sintese de proteinas em eucaridticos desempenha um papel
critico na progressdo do ciclo celular. O fator 4E de iniciacdo da traducdo de
eucaridticos (eIF4E) regula a interagdao dos ribossomos com o RNAm, permitindo o
inicio da sintese protéica (GINGRAS; RAUGHT; SONENBERG, 2001). A via
PI3K/Akt também pode mediar a ativagdo do elF4E, o qual é ativado em resposta a
estimulos proliferativos, como hormdnios, fatores de crescimento e mitégenos. A
laserterapia parece influenciar dois mecanismos de ativagdo desta proteina: a
fosforilagdo do elF4E e também a fosforilagdo de proteinas que inibem este fator (GAO;
XING, 2009). De acordo com Shefer ef al. (2003) a laserterapia desencandeia a ativagao
de PI3K, que promove a fosforilacdo de Akt e segue com a fosforilagdo em sequéncia
de mTOR (mammalian target of rapamycin) e da proteina inibidora do elF4E, o que
provoca a dissociacdo e ativacdo de elF4E. A evidéncia da participacdo da via
PI3K/Akt/mTOR/eIF4E na proliferacdo celular induzida pela laserterapia foi refor¢ada
pela utilizacdo de inibidores da proteina PIK3 em células irradiadas, que resultou na

abolicdo da fosforilacdo do elF4E e reducgdo da expressdo da ciclina D1.
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Como ja comentado anteriormente nas reagdes primadrias, a laserterapia pode
induzir a producdo de espécies reativas de oxigé€nio (EROs). Estes podem funcionar
como mensageiros secunddrios importantes, regulando a atividade de vdrias proteinas
cinases. A cinase Src € um alvo bem conhecido das EROs e pode ser ativada por
eventos oxidativos. As cinases da familia Src tem papel chave na regulacdo de
processos celulares, incluindo proliferacdo, adesao, migracao e sobrevivéncia. As EROs
parecem mediar a ativacdo de Src através da laserterapia (PARSONS; PARSONS,
2004).

Diante do exposto, pode-se dizer que as reagdes secunddrias desencadeadas pela
laserterapia, podem ser mediadas por alguns mensageiros secundarios (Ca**, EROs,
ATP e enzimas) e consistem no acionamento de algumas vias de sinalizag¢do, as quais
incluem a via MAPK/ERK, PI3K/Akt/eNOS, PI3K/Akt/mTOR/elF4E, PLC-gama/PKC,
AYm/ATP/cAMP/JNK/AP-1 e EROs/Src, que podem estar envolvidas na proliferacdao

celular induzida pelo laser de baixa poténcia (Figura 2).

I l Laser de baixa poténcia
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Figura 2. Vias de sinalizacdo possivelmente envolvidas na proliferacdo celular induzida pelo LBP. As
formas sélidas significam que o envolvimento da molécula ja foi relatado; as formas ocas significam que
o envolvimento da molécula nao foi relatado. Linhas pontilhadas significam que as moléculas abaixo nio
foram produzidas obrigatoriamente pela anterior.

Fonte: Gao; Xing (2009).
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Tem sido demonstrado que a laserterapia pode estar relacionada a expressao
alterada de genes e proteinas relacionados ao ciclo celular (GRECO et al., 2001;
SHEFER et al., 2003; PEPLOW et al., 2011) e parece aumentar a liberacdo de fatores
de crescimento e citocinas (GAVISH et al., 2004; BYRNES et al., 2005; SHIMIZU et
al.,2007; PEPLOW et al., 2011).

Uma pesquisa utilizando o laser He-Ne (632,8nm) encontrou em hepatdcitos
irradiados um aumento no potencial da membrana mitocondrial, o que estimulou o
metabolismo energético. Posteriormente, a irradiacio promoveu a ativa¢ao do gene c-
fos e a elevacdo de sua expressdao em hepatdcitos isolados (GRECO et al., 2001). Estes
resultados mostram a correlacio entre os elementos da sinalizagdo retrégrada
mitocondrial (A¥Ym e Ca2+) e as reagOes celulares secunddrias (expressao do gene c-fos)
em resposta a laserterapia. Os autores acreditam que a expressdo elevada de c-fos,
induzida pela laserterapia, contribuiu com a progressao das células da fase GO do ciclo
celular para fase G1.

A ciclina D1 € um alvo importante para os estimulos proliferativos e ¢é
necessdaria para a progressiao do ciclo celular na fase G1. A ciclina E é induzida no
limite da fase G1/S e a ciclina A em fase tardia do ciclo, sendo necessdria para a célula
progredir através da fase S (GIRARD et al., 1991; BALDIN et al., 1993). A irradiacio
com laser He-Ne mostrou ser capaz de aumentar a expressao de proteinas regulatorias
do ciclo celular (ciclina D1, ciclina E e ciclina A) em células musculares satélites de
ratos. A inducdo da expressdo de ciclina D1 foi detectada rapidamente, cerca de 6
minutos apds a irradiacdo, sugerindo que a laserterapia aumenta a sintese de proteinas
necessdrias para a entrada e progressao através da fase G1 do ciclo celular (SHEFER et
al., 2003).

A ERK € capaz de modular o funcionamento de uma série de proteinas em todos
os compartimentos celulares, incluindo nucleo, citoplasma, membranas e citoesqueleto.
Seus substratos vao desde fatores de transcricdo, proteinas de membrana, outras
proteinas cinases e moléculas do citoesqueleto (HONG et al., 2012). Foi relatado que a
ativacdo sustentada de ERK1 € necessdria para a expressao continuada de ciclina D1 na
fase G1 (WEBER et al., 1997) e este evento pode ser detectado durante a proliferacao
celular induzida pela laserterapia (STEIN et al., 2005). Esses achados implicam que a
irradiacdo laser induz a passagem das células da fase G1 para a fase S por influenciar

genes reguladores das fases iniciais do ciclo.
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Shefer et al. (2002) ao irradiar células miog€nicas em cultura também
mostraram que o LBP foi capaz de contribuir com a proliferacao celular e influenciar a
expressao de proteinas relacionadas ao ciclo celular. Foi encontrada maior expressio da
proteina anti-apoptética Bcl-2, enquanto a expressdo da proteina pré-apoptotica, Bax,
foi reduzida. Estas alteracOes foram ainda acompanhadas por redu¢des na expressdo de
pS3 e p2l.

Um estudo mostrou que a laserterapia pode induzir a replicacdo da molécula de
DNA, ou seja, favorecer a progressao das células da fase S para G2, mediada por um
aumento na expressao do gene MCM3 (manutencao de minicromossomo 3). Este gene
estd envolvido na iniciacdo da replicagdo do DNA nas células de eucariontes. Apds a
irradiacdo com laser diodo, o nivel de RNAm do MCM3 foi superior em osteoblastos
irradiados do que no grupo controle (YAMAMOTO et al., 2001).

Através da andlise microarray, foi possivel identificar mais de 100 genes super
regulados em fibroblastos humanos apds receberem irradiacdo laser com 632.8nm
(ZHANG et al., 2003). O perfil de expressao genética revelou que os genes com
expressdo alterada pertenciam a 10 diferentes categorias de funcdo, dentre as quais, 7
estavam diretamente ou indiretamente envolvidas no aumento da proliferacao celular.
As outras trés categorias de fungdo hiper reguladas estavam relacionadas a fatores de
transcricdo e a codificacdo de proteinas relacionadas a inflamac¢do/imunidade, bem
como alguns genes nao identificados. Assim, os efeitos bioldgicos da laserterapia que
vém sendo relatados na literatura, incluindo a promocgdo da proliferacdo, a regulacdo da
inflamacao/imunidade, expressdo de fatores de transcricdo e citocinas sdo coerentes
com os resultados obtidos por Zhang et al.

Uma investigacdo mais recente (WU et al., 2012) utilizou um laser diodo para
irradiar células-tronco mesenquimais e posteriormente analisou através de microarray a
existéncia de possiveis alteracdes genéticas nas células irradiadas. Este ensaio revelou
que as expressoes de varios genes envolvidos na proliferacdo celular, apoptose e ciclo
celular estavam alteradas. A rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) confirmou que os
genes da proteina Akt, ciclina D1 e PI3K encontravam-se super regulados apds a
laserterapia, enquanto os genes Ptpn6 e Stk17b (reguladores negativos da proliferacio)
tiveram sua expressao reduzida. Ademais, a ativacdo da via PI3K/Akt/mTOR/eIF4E foi
identificada e parece mediar os efeitos do laser na prolifera¢ao celular. Essas evidéncias

sugerem que o laser contribue com a proliferacdo e reducdo da apoptose.
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Alguns estudos t€ém mostrado que o LBP pode aumentar a expressao genética ou
protéica de vdrios fatores de crescimento, incluindo o fator neutréfico derivado do
cérebro e o fator neutréfico derivado da glia (BYRNES er al., 2005), fator de
crescimento fibroblastico (SAYGUN et al., 2008; DAMANTE et al., 2009), fator de
crescimento semelhante a insulina (SHIMIZU et al., 2007), fator de crescimento de
ceratindcitos (GAVISH et al., 2004), fator de crescimento derivado de plaquetas, fator
de crescimento transformante 3 (SAFAVI et al., 2008) e fator de crescimento endotelial
vascular (TUBY; MALTZ; ORON, 2006; BASSO et al., 2012). Acompanhando o
aumento na expressdo destes fatores de crescimento, as células irradiadas também
exibiram efeitos bioldgicos correspondentes, como proliferacdo e diferenciacao celular.

Apoés este relato da literatura fica claro que apds a fotorrecep¢do, ocorrem
transducdo e amplificagdo de sinais, tendo como resultado a sintese de proteinas, que
podem favorecer a proliferacdo, migracao e diferenciacao celular (HAWKINS-EVANS;
ABRAHAMSE, 2008; OLIVEIRA et al., 2008).

Vérios mecanismos de acdo bioldgica t€ém sido propostos, embora nenhum tenha
sido claramente estabelecido. De qualquer forma, permanece ainda obscuro qual das
reacOes primdrias € decisiva para desencadear a cascata de sinalizacdo que culminard
com o incremento da proliferagcdo celular. Na realidade, todos os mecanismos discutidos
acima levam ao mesmo resultado: ativa¢do da cadeia respiratdria, aumento da produgao
de ATP, DNA, RNA e proteinas. Segundo Karu (2003), os parametros relacionados ao
laser de baixa poténcia e as caracteristicas fisioldgicas das células irradiadas podem
fazer com que alguns mecanismos prevalecam significantemente e influenciem o

processo da bioestimulacao.

2.3 Laserterapia e proliferacao celular

A laserterapia vem mostrando-se efetiva na promocdo da proliferacio de
diferentes células animais e humanas (GAVISH; PEREZ; GERTZ, 2006; EDUARDO et
al., 2007; FERRARI et al., 2011; BASSO et al., 2012) e este efeito tem sido analisado
através da quantificacdo, viabilidade e morfologia das células, existéncia de danos ao
DNA e a integridade da membrana plasmadtica, caracteristicas ultra-estruturais, sintese e

liberacdo de proteinas (PEPLOW et al., 2010).
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Uma revisdao destes estudos permite uma visdo mais aprofundada sobre as
implicacdes clinicas que podem resultar do aumento da proliferacdo celular promovido
pela laserterapia. Além da cicatrizacdo de feridas, tem sido discutida a capacidade do
laser em contribuir com a regeneragdo 6ssea e consolidacdo de fraturas, prevencao de
osteoporose, reparacdao de nervos e musculo esquelético apds a lesdo, tudo em fungdo
dos resultados satisfatorios alcancados com cultura de células (DENADAI et al., 2009;
SILVA et al., 2010; FERRARI et al., 2011; YAZDANI et al., 2012). Ademais, um
crescente interesse € visto na utilizacdo clinica de células-tronco para locais de lesao
(e.g., lesdes da medula espinhal) (SASAKI et al., 2007) e no tratamento de desordens
neurodegenerativas (e.g., doenca de Parkinson) (LANGSTON, 2005). A capacidade da
laserterapia em aumentar o numero de células-tronco em cultura ou induzir a
diferenciacdo de células-tronco em tipos especificos de células, também vem sendo
analisada (HOU et al., 2008; MVULA et al., 2008; EDUARDO et al., 2008; TUBY;
MALTZ; ORON, 2007).

A laserterapia tem demonstrado potencial para estimular a proliferacdo e
migragdo de células que sdo essenciais para a reepitelizacdo, angiogénese e formacao de
tecido de granulacdo, como ceratindcitos, fibroblastos e células endoteliais, por isso o
LBP tem sido utilizado para estimular a cicatrizacdo de feridas (PEPLOW et al., 2010).

Sao raros os estudos que investigaram os efeitos do LBP sobre células epiteliais,
tipo celular estudado no presente experimento. Em func¢do da importancia das células
epiteliais nos eventos reparativos, Basso et al. (2012) analisaram o efeito do laser diodo
de 780nm e doses de 0.5, 1.5, 3.0, 5.0, e 7.0J/cm? sobre ceratinécitos humanos. Foi
detectado através do ensaio colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetraz6lio) um aumento no metabolismo celular para todas as doses utilizadas,
sendo o crescimento mais efetivo para 0.5, 1.5 e 3.0J/cm>. O ensaio do azul de tripan
mostrou maior quantidade de células para o grupo irradiado com 0.5, 3.0 e 5 .0J/cm?. A
PCR revelou que a laserterapia, especialmente para o grupo que recebeu 1.5J/cm?,
promoveu uma maior expressao do coldgeno tipo I e do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), moléculas que participam diretamente da neovascularizacdo e
remodelamento durante a cicatrizagao.

Parametros semelhantes da laserterapia foram estudados por Eduardo et al.
(2007) que encontraram, através do MTT, um aumento do metabolismo de ceratin6citos

humanos irradiados com 780nm e 660nm, doses de 3.0 e 5.0J/cm>. Crescimento
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superior foi observado para o grupo irradiado com 5.0J/cm®. Grossman ef al. (1998)
também obtiveram bioestimulacdo positiva de células epiteliais humanas apds a
irradiacdo com 780nm e 0.5)J/cm?, sobretudo quando comparada com doses de 1.0 e
1.5J/cm®. Os autores acreditam que o aumento do metabolismo celular pode ter
resultado de uma maior proliferacio celular.

Alguns trabalhos publicados revelaram efeitos da laserterapia sobre fibroblastos
gengivais humanos. As células irradiadas com doses que variaram de 1.96 a 7.84J/cm?,
usando um laser de 632.8 e 809nm exibiram maior producdo de ATP, maior atividade
da fosfatase alcalina, proliferacdo, migracdo e maior expressao de interleucina 6 (IL-6)
(KREISLER et al., 2002; HAWKINS-EVANS; ABRAHAMSE, 2008).

Houreld e Abrahamse (2007) utilizaram o LBP para estimular a cicatrizagao in
vivo de feridas diabéticas e a proliferagdo in vitro de fibroblastos isolados de feridas
diabéticas. Foram obtidos efeitos positivos, uma vez que se observou proliferacdo e
migracdo celular, além da maior producdo de IL-6 apds a irradiagdo. Segundo os
autores, as citocinas estdo envolvidas em todas as fases do reparo da ferida, desde a
migragdo, proliferacdo, diferenciacdo e metabolismo celular até as fases finais da
cicatrizacdo. Neste estudo, os autores mostraram que a laserterapia com 632.8nm e dose
de 5.0J/cm? estimulou a expressdao de IL-6, proliferacdo e migracdo de fibroblastos
derivados de feridas diabéticas, enquanto a dose de 16J/cm? teve efeito inibitdrio.

Damante et al. (2009) sugeriram que a producdo aumentada do fator de
crescimento fibrobldstico basico (bFGF) pode ser um dos mecanismos pelo qual a
laserterapia estimula a proliferacdo de fibroblastos e consequentemente contribui com a
cicatrizagdo. Os autores irradiaram fibroblastos gengivais humanos com um laser diodo
de 780nm e doses de 3.0 e 5.0J/cm” e observaram uma liberacdo superior de bFGF
quando comparado ao grupo controle. Um estudo prévio ja havia demonstrado aumento
da producdo de bFGF, fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) e seu
receptor por fibroblastos gengivais, ao irradid-los com 685nm e dose de 2.0J/cm®
(SAYGUN et al., 2008). O bFGF € um potente agente mitdgeno e quimioatrativo para
fibroblastos e células endoteliais, sendo capaz de acelerar a formagdo de tecido de
granulagdo e induzir a reepitelizacdo (ODA; KAGAMI; UEDA, 2004).

Virios estudos tém sugerido que o LBP seja capaz de contribuir com a reparacao
Ossea em humanos, baseando-se em resultados que demonstram efeito biomodulatério

positivo no crescimento e diferenciagdo de osteoblastos apds irradiagdo.
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Stein et al. (2005) e Stein et al. (2008) avaliaram o efeito da laserterapia com
632,8 e 670nm e doses que variaram de 0.14 a 2.0J/cm? em osteoblastos humanos. Foi
observado que o laser, principalmente com dose de 1.0J/cm?, promoveu proliferacdo,
diferenciac@o e maturagdo de osteoblastos in vitro e estimulou a sintese de DNA e RNA
quando comparado com as células ndo irradiadas. A dose de 2.0J/cm? apresentou efeitos
inibitérios nas primeiras 24 horas. Estes autores ainda observaram elevada atividade da
fosfatase alcalina e maior expressdo da osteopontina e coldgeno tipo I pelas células
irradiadas.

Outras investigacoes in vitro utilizando células osteobldsticas também revelaram
que o LBP € capaz de aumentar a atividade mitocondrial e da fosfatase alcalina, além da
expressdo genética da osteocalcina, osteopontina, sialoproteina Ossea, fator de
crescimento transformante 1 (TGF-B1) e proteina morfogenética 6ssea (BMP) (LIU et
al., 2007; RENNO et al., 2007; PETRI et al., 2010; PYO et al., 2012).

A utilizacdo da laserterapia com 650nm e dose de 4.0J/cm* juntamente com a
administracdo de BMPs em defeitos 6sseos de ratos, foi mais eficaz no processo de
cicatrizagdo do que quando o laser ou a BMP foram utilizados sozinhos (DENADALI et
al., 2009). Os resultados do estudo de Saygun et al. (2012) indicaram que a laserterapia
(685nm, 2.0J/cm?) aumentou a proliferacdo de osteoblastos e estimulou a liberacao de
fatores de crescimento, tais como bFGF, IGF-I e seu receptor, os quais sdo importantes
nos processos de proliferacdo, diferenciacdo e angiogénese. Os autores acreditam que o
efeito bioestimulatério do laser neste tipo celular pode estar relacionado a producgdo
aumentada destes fatores de crescimento.

Outros tipos celulares menos estudados, como células musculares, tendcitos e
células nervosas, tém demonstrado efeitos biomodulatérios positivos quando
submetidas a laserterapia. Estas investigacdes isoladas utilizaram laser com
comprimento de onda de 660, 780 e 810nm e densidades de energia que variaram de 1.0
a 4.0J/ cm’. Além do maior indice de proliferacio celular, foi observada maior
expressdo de proteinas importantes neste processo, como metaloproteinases da matriz
(MMPs) e fatores de crescimento (GAVISH; PEREZ; GERTZ, 2006; FERRARI et al.,
2011; TSAl et al., 2012; YAZDANI et al., 2012) .

A utilizacdo da laserterapia também tem sido considerada uma possibilidade
terapéutica para os futuros avancos da engenharia tecidual com células-tronco. O laser

tem demonstrado efeitos positivos na proliferacdo de células-tronco mesenquimais
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derivadas da medula 6ssea (HOU et al., 2008; GIANELLI et al., 2012), tecido cardiaco
(TUBY; MALTZ; ORON, 2007), adiposo (MVULA et al., 2008) e da polpa dental
(EDUARDO et al., 2008).

Efeitos biomodulatérios positivos sobre células mesenquimais da medula-dssea
irradiadas com laser de 635nm e doses variando de 0.5 a 5.0J/cm?, foram observados em
recentes investigacdes (HOU et al., 2008; GIANELLI et al., 2012). O alto indice de
proliferacao celular foi acompanhado pela maior expressio de VEGF, fator de
crescimento neural (NGF) (HOU et al., 2008) e Notch-1 no citoplasma e nicleo das
células que receberam a laserterapia (GIANELLI et al., 2012). A ativagdo do receptor
transmembrana Notch-1 resulta na clivagem de seu dominio intracelular e translocacdo
para o nucleo, onde ativa a transcricdo de genes relacionados a proliferacdo celular
(CHILLAKURI et al., 2012). Estes achados sugerem que a laserterapia pode estimular a
proliferacdo deste tipo celular através da via Notch.

Efeitos distintos foram observados no experimento de Bouvet-Gerbettaz et al.
(2009), que irradiaram células-tronco da medula dssea, progenitoras de osteoblastos e
osteoclastos, com um LBP de 808nm e 4.0J/cm® de densidade de energia. Os autores
ndo observaram diferencas na taxa de proliferacdo e no processo de diferenciacio entre
as células irradiadas e o grupo controle.

Tuby, Maltz e Oron (2007) utilizaram um laser diodo com 804nm e densidade
de energia de 1.0 a 3.0J/cm? para irradiar células-tronco mesenquimais e cardiacas. O
nimero de células-tronco mesenquimais e cardiacas aumentou significativamente apds a
laserterapia quando comparado com as células do grupo controle, sendo este
crescimento superior para dose de 1.0J/cm” em ambos os tipos celulares. Em posterior
investigacao in vivo, Tuby, Maltz e Oron (2008) verificaram que cora¢des infartados de
ratos que receberam implantes de células cardiacas previamente irradiadas exibiram
uma maior reducdo da drea infartada e expressio do VEGF do que aqueles que
receberam implantes de células nao irradiadas. Esses achados forneceram evidéncias de
que a laserterapia pode aumentar a sobrevivéncia e/ou proliferacao de células-tronco
cardiacas pds-implante.

Células-tronco adiposas humanas de adulto foram irradiadas com um laser diodo
(635nm, 5.0J/cm?) e revelaram maior taxa de proliferacio do que as células ndo
irradiadas (MVULA et al., 2008). Além disso, andlises através de Western blot e

imunocitoquimica mostraram que a [l-integrina, marcador de superficie deste tipo
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celular, estava presente em niveis aumentados nas células irradiadas em comparagdao
com células do grupo controle. Adicionalmente, Mvula, Moore e Abrahamse (2010)
relataram que o LBP (636nm, 5.OJ/cm2) combinado com o fator de crescimento
epidermal (EGF) foi mais efetivo em aumentar o nimero e viabilidade de células-tronco
adiposas humanas do que o EGF sozinho.

Com relagdo as células-tronco derivadas da polpa dental, os resultados mostram-
se divergentes. Eduardo et al. (2008) observaram maior atividade mitocondrial e
crescimento celular, ap6s irradiacdo com 660nm e densidade de energia de 3.0J/cm’.
Por outro lado, ndo foi observada nenhuma diferencga estatistica na taxa de proliferacdo
dessas células quando o laser de 660nm e 4 diferentes doses (0.05, 0.30, 7 and 42J/cm2)
foram utilizadas (PEREIRA; LONGO; AZEVEDO, 2012).

Pesquisas clinicas também tém demonstrado a utilizacdo do LBP na reparacao
tecidual mais rdpida e menos dolorosa em estomatite aftosa recorrente, ulceras
traumaticas, lesdes herpéticas, pénfigo, penfigdide, pericoronarite, gengivite, queilite
angular, pericementite, sindrome da ardéncia bucal, alveolite, disfuncdo
temporomandibular, mucosite, doenca do enxerto versus hospedeiro e mais
recentemente na osteonecrose induzida por bifosfonatos (CHOR et al., 2004; CATAO,
2004; ABRAMOFF et al., 2008; BELLO-SILVA et al., 2010; CARVALHO et al.,
2011; VESCOVI et al., 2012; SANCHEZ et al., 2012; MINICUCCI et al., 2012;
CAFARO, et al., 2012; GAUTAM et al., 2012).

O LBP tem se mostrado eficaz em contribuir com a cicatrizacdo de mucosites
orais que se desenvolvem em pacientes submetidos a radioterapia na regido orofacial,
transplante de células-tronco hematopoiéticas e quimioterapia. A maioria dos estudos
relata sucesso com a terapia, sendo ela capaz de reduzir a duracdo, severidade e dor
dessas lesdes (CARVALHO et al., 2011; GAUTAM et al., 2012). Bensadoun e Nair
(2012) recomendam comprimento de onda de 633 a 685nm para o laser vemelho, 780 a
830nm para o infravermelho, poténcia entre 10 e 150mW para o laser diodo, doses de
2.0 a 3.0Jcm® para prevencdo e no maximo de 4.0J/cm’ para efeitos terapéuticos,
considerando toda a superficie tratada.

Baseando-se nos resultados dos estudos revisados, pode-se dizer que a interacao
da luz laser com as células e tecidos pode levar a diferentes resultados (estimulacido ou
inibicdo) dependendo provavelmente de fatores relacionados aos tecidos ou células

irradiadas, como propriedades Opticas, tipo de célula irradiada, além das caracteristicas
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fisiol6gicas das células no momento da irradiagcdo e de parametros relacionados ao laser,
como comprimento de onda, densidade de energia, poténcia, nimero de pontos
irradiados, diametro do feixe, tempo e nudmero de irradiacdes, (KARU, 1988;
WERNECK et al., 2005; ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012).

E importante reconhecer que culturas de células e tecidos possuem diferentes
propriedades Opticas. As culturas de células apresentam um baixo meio de dispersao, no
qual a luz do laser pode ter quase o mesmo efeito da luz incoerente. Em contraste, o
tecido € um meio altamente dispersante e, assim, o laser fornece resultados superiores
aos da luz incoerente (PEPLOW et al., 2010).

De acordo com Karu (1989) o laser estimula as células que estdo
fisiologicamente alteradas no momento da irradiacdo. Entdo se o tecido ¢
completamente funcional no momento da irradia¢do, ndo existe nada para a irradiacao
laser estimular e nenhum efeito terapéutico serd observado, no entanto se o tecido esté
danificado, a irradiacdo laser tentard normalizar a funcdo celular, restaurar a homeostase
e estimular a cicatrizagdo e reparo. Por isso, é possivel que parametros semelhantes da
laserterapia apresentem efeitos distintos em tecidos e células em cultura (MARQUES et
al., 2004). Assim, a identificacdo dos parametros de tratamento mais adequados para
determinadas linhagens de células ou tecido € fundamental para se conseguir a mdxima
fotobioestimulacao.

Tem sido relatado que a irradiacdo de células com determinados comprimentos
de onda pode ativar reagdes bioquimicas especificas e interferir no metabolismo celular,
enquanto outros parecem ser menos efetivos ou nio exercem nenhum efeito. Hawkins-
Evans e Abrahamse (2008) mostraram em seu estudo que o laser de 632,8nm resultou
em efeito estimulatério mais efetivo do que 830nm em fibroblastos humanos. Moore et
al. (2005) encontraram taxa de proliferacdo maxima ao irradiar fibroblastos com 665nm
e 675nm, enquanto que o comprimento de onda de 810nm demonstrou efeitos
inibitérios. Resultados semelhantes utilizando também um laser AsGaAl no espectro
infravermelho (830nm) ja haviam sido observados em fibroblastos e ceratindcitos, 0s
quais ndo exibiram incremento da proliferacao celular (POGREL; CHEN; ZHANG,
1997).

Na pesquisa de Moore et al. (2005) também foi observado que fibroblastos

proliferaram mais rdpido do que células endoteliais em resposta a irradiacdo laser,
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sugerindo que tanto o comprimento de onda como o tipo de célula parecem influenciar a
resposta de proliferacdo celular.

O estimulo a proliferacdo celular também € dependente da dose de irradia¢do do
laser. Kreisler et al. (2003a) relataram que a irradiacdo laser com dose de 4.0J/cm? teve
efeito estimulatério, enquanto que doses muito altas de energia apresentaram
caracteristicas inibitdrias sobre o crescimento celular. Na maioria dos estudos, verifica-
se que baixas doses aumentam a taxa de proliferacdo e outras fungdes da célula,
enquanto doses mais elevadas tém apresentado efeitos inibitérios (HUANG et al., 2009;
HORVA T-KARAJZ et al., 2009; ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012).

Hawkins e Abrahamse (2006) relataram em sua pesquisa aumento da viabilidade
e proliferacao de fibroblastos ao irradid-los com 632.8nm. Os resultados demonstraram
que as doses de 0.5, 2.5, 5.0J/cm?® exerceram influéncia sobre os fibroblastos lesionados,
promovendo um aumento da proliferacdo e viabilidade celular, sem causar danos para
as c€lulas. No entanto, altas doses da laserterapia (10 e 16J/cm2) resultaram em efeitos
inibitdrios e em maiores danos ao DNA.

A irradiacdo de células-tronco mesenquimais com 660nm mostrou resultados
semelhantes, uma vez que as células irradiadas com dose de 1.9J/cm* revelaram
aumento na taxa de proliferacdo, enquanto a dose de 11.7J/cm? causou inibicdo do
crescimento celular (HORVA T-KARAJZ et al., 2009).

Uma possivel explicacdo ja havia sido comentada por Karu (1987). Segundo esta
autora, o aumento da dose pode provocar um dano nos fotorreceptores e como
resultado, o efeito biomodulatério do laser € reduzido devido a inibi¢do do metabolismo
e conseqiientemente morte celular. Recentemente, doses elevadas foram relacionadas a
inducdo da apoptose através da ativacdo da via da caspase-3 mitocondrial, atribuida a
abertura do poro mitocondrial de transicdo de permeabilidade provocada por alto nivel
intracelular de espécies reativas de oxigénio (WU et al., 2009).

Outra investigacdo recente (HUANG; WU; XING, 2011) mostrou que a
laserterapia com alta dose (120J/cm?®, 633nm) induziu a apoptose através da ativacdo da
cinase sintetase glicogénio 3B (GSK3p), que promove a ativacdo da proteina pro-
apoptdtica Bax. Os autores encontraram que a ativacdo da GSK3 ocorreu devido a
inativacdo da proteina Akt (provocada por altos niveis de EROs), que regula
negativamente a atividade da GSK3. Essas evidéncias sugerem que altas doses do laser

interferem negativamente no ciclo celular, inibindo a proliferagdo celular. Por outro



26

lado, doses baixas do LBP tém sido associadas com a fosforilagdo do receptor HGFR e
ativacdo de diferentes vias de sinalizacdo celular (GAO; XING 2009).

Pinheiro et al. (2010) recomendam doses mais baixas ao se irradiar mucosas e
feridas cutdneas, pois ocorre uma maior absorcao e espalhamento da luz, devido a falta
de barreira 6ptica. Eles acreditam que estudos in vitro normalmente refletem as mesmas
condi¢des que observamos em feridas abertas, ou seja, falta de barreira dptica, sendo
entdo indicadas doses mais baixas quando a finalidade € a bioestimulag3o.

De uma forma geral, os estudos demonstram claramente a habilidade do LBP em
contribuir com a proliferagdo de diferentes células de uma maneira dependente do
comprimento de onda e da dose. No entanto, considerdvel variacdo € encontrada nos
desenhos de estudos, protocolos e parametros utilizados nos experimentos.

De acordo com Peplow er al. (2010) grandes diferencas sdo encontradas na
forma como a irradiac@o € realizada, como por exemplo a distancia da fonte de luz a
monocamada de células; utilizacdo ou ndo de estratégias com a finalidade de minimizar
a dispersao e reflexdo da luz; cuidados para garantir que toda a monocamada de células
seja irradiada; se a superficie irradiada da monocamada de células é a superior ou
inferior. Ademais, o ndmero de irradiacbes e o intervalo entre as irradiagcdes
consecutivas sdo bastantes varidveis. Distintos parametros de irradiacdo, bem como de
combinacdes entre eles tem sido encontrados. Com excecdo do comprimento de onda e
dose, a relevancia dos outros parametros nao estd clara, pois pouca evidéncia &
encontrada nos estudos disponiveis na literatura.

Além da variagdo dos pardmetros utilizados, segundo Jenkins e Carrol (2011)
muitos trabalhos nao informam todos os parametros de irradiacdo necessarios para que
os estudos cientificos sejam reproduzidos ou para que os resultados dos experimentos
sejam comparados. Estes autores relatam os oito parametros mais importantes que
devem ser informados nas pesquisas: comprimento de onda, poténcia, densidade de
energia, tempo de irradiacdo, area do feixe, parimetros do pulso, ndmero de
intervencoes e intervalo entre elas.

Até o momento ndo existe uma padronizacdo do comprimento de onda, poténcia,
dosimetria, tempo de irradiacdo e frequéncia do laser de baixa poténcia sobre os
diferentes tipos celulares, lesdes e condi¢des. Além disso, o seu mecanismo de acdo nao
foi definitivamente determinado em diferentes tipos de células (HENRIQUES; CAZAL;
CASTRO, 2010; PEPLOW et al., 2010). A identificacdo dos parametros e da frequéncia
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de tratamento mais adequado para uma determinada linhagem de células ou tecido é
crucial para atingir o resultado desejado, se estimulacdo ou inibigao.

Uma recente revisdo sistematica (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012)
sugere que um valor de densidade de energia de 0.5 a 4.0J/cm® e um espectro visivel
entre 600 e 700nm sdo parametros da laserterapia muito efetivos em aumentar a

proliferacdo de diferentes linhagens celulares.

2.4 Laserterapia e células malignas

A proliferacdo celular de forma auténoma € uma das caracteristicas mais
marcantes de uma neoplasia maligna e esse processo colabora com a disseminacdo de
clones celulares malignos. O uso da laserterapia durante esse processo neopldsico pode
favorecer o aumento da proliferacio celular, uma vez que a mesma parece apresentar
efeitos bioestimulatorios significantes.

Sao poucos os trabalhos realizados com a intencdo de demonstrar a a¢do dos
lasers de baixa poténcia na estimulacdo da proliferacdo celular de tumores, ou células
residuais que estejam casualmente presentes durante a instituicao da laserterapia em um
determinado tecido.

Na tentativa de investigar o efeito da laserterapia na proliferacao de células
neoplésicas, Sroka et al. (1999) aplicaram um laser (410, 488, 630,635, 640, 805nm)
em células de diferentes origens e diferentes graus de malignidade, comparando-as com
células normais. Foi verificado um aumento da atividade mitética em células benignas e
malignas, apés irradiacdo com doses que variaram de 4.0 a 8.0J/cm”. No entanto, foi
observada uma reduc¢do na taxa de proliferacdo celular quando a dose ultrapassava esse
intervalo, independente do comprimento de onda.

Outro estudo investigou o efeito de diferentes doses e comprimentos de onda
sobre duas linhagens de células humanas cancerosas: HelLa (derivadas do
adenocarcinoma cervical) e TK6 (derivadas do linfoma). Utilizou-se um laser diodo
continuo de 808nm, um pulsado com 905nm e a forma combinada (808nm + 905nm) no
intervalo de doses de 1.0 a 60J/cm”. O efeito bioestimulante da laserterapia na forma
pulsada e combinada foi levemente superior aqueles que receberam a luz de forma
isolada em células Hela. Na proliferacdo de células TK6 nao foi encontrado nenhum

efeito significante (MOGNATO et al., 2004).
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Liu et al. (2004) verificaram efeitos inibitérios sobre a proliferagao de células
derivadas do hepatoma humano quando irradiadas com laser diodo de 808nm e doses de
5.85J/cm’ e 7.8]/cm?. Os resultados revelaram menor quantidade de células e expressio
reduzida do antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA) no grupo irradiado quando
comparado ao controle.

Pinheiro et al. (2002) observaram no seu estudo in vifro um aumento
significativo da proliferacdo de células oriundas do carcinoma epiderméide de laringe
(HEp.2), quando submetidas a irradiacdo laser de 670nm e doses variando de 0.04 a
4.8J/cm?, quando comparadas com o grupo controle e ao grupo irradiado com 635nm.
Relataram, ainda, que esse estimulo proliferativo teve relacdo direta com a dose, uma
vez que maior proliferacdo foi observada a partir de 0.08J/cm’.

Kreisler et al. (2003b) ao irradiar células HEp.2, utilizando o laser diodo
AsGaAl, 809nm e doses de 1.96, 3.92, 7.84J/cm2, verificaram um estimulo a
proliferacdo das células irradiadas quando comparadas ao grupo controle. Destacaram,
ainda, que as doses tiveram um impacto similar na atividade proliferativa.

Werneck et al. (2005) avaliaram a influéncia do tempo e do comprimento de
onda da laserterapia com 4.0J/cm?® em células HEp.2. Os grupos de células irradiadas
com o laser de 685nm e 830nm mostraram maior taxa de proliferacio quando
comparados ao grupo controle. Ademais, foram observadas diferencas nos indices
proliferativos quando se comparou os diferentes tempos de irradiacdo apenas para o
grupo submetido ao comprimento de onda de 685nm.

Foi verificado no estudo de Castro et al. (2005) um efeito biomodulatério
positivo na proliferacdo de células KB, derivadas do carcinoma de assoalho bucal,
submetidas a irradiagdo laser com 685nm, 830nm e dose de 4.0J/cm?. O grupo irradiado
com 830nm teve um aumento da proliferacdo celular apds 48 horas, o que ndo ocorreu
no grupo que recebeu 685nm e grupo controle.

Schartinger et al. (2011) compararam a resposta de fibroblastos, células
epiteliais ndo neopldsicas e células derivadas do carcinoma epiderméide oral (SCC25) a
irradiacao laser com 660nm e densidade de poténcia que variou de 0.39 to 63.7mW/cm®.
Foi verificado aumento significativo na proliferacdo de fibroblastos, enquanto que os
outros tipos celulares mostraram reducdo em seu crescimento. Nas células SCC25 o
laser induziu um aumento na porcentagem de células na fase S do ciclo celular e

diminui¢cdo em G1 apdés 72 horas de irradiacdo. Por outro lado, as células SCC25
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apresentaram maiores indices de apoptose. Segundo os autores, estes resultados, em
conjunto, sugerem que os parametros da laserterapia utilizados ndo contribuiram com o
crescimento das células neopldsicas.

Renno et al. (2007) investigaram os efeitos da irradiacdo laser de 670, 780 e
830nm na proliferagdo de células oriundas do osteossarcoma humano. Nenhum efeito
significativo foi observado na proliferacdo de células do osteossarcoma apds irradiacdao
com laser de 830nm. No entanto, quando utilizaram o comprimento de onda de 780nm
houve um aumento significativo na proliferacdo celular com doses de 1.5)/cm’ e
10J/cm?. Para o comprimento de onda de 670nm houve um aumento significativo na
proliferacdo apenas com a dose de 5.0J/cm?.

Powell et al. (2010) analisaram o efeito da laserterapia com diferentes doses
(0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 10,12 ¢ 15J/cm2) e comprimentos de onda (780, 830, 904nm)
sobre diferentes células derivadas do cancer de mama humano. Em geral os resultados
mostraram que algumas combinagdes de doses e comprimentos de onda podem resultar
em maior proliferacdo das células cancerosas. Alguns tipos celulares quando expostos a
uma unica irradiagdo demonstraram aumento significativo na proliferagdo, enquanto que
2 ou 3 exposicdes ao laser foi indiferente ou promoveu redugdo na proliferacdo.

A inibi¢do da proliferacao de células neoplasicas também tem sido observada em
alguns experimentos quando altas doses da laserterapia sdo utilizadas. O efeito da
laserterapia com 660nm, doses de 150 e 1050J/cm” e densidade de poténcia de
2.5W/cm? foi investigado sobre células do melanoma cutaneo in vitro e in vivo (FRIGO
et al., 2009). As altas doses da laserterapia nao mostraram resultados bioestimulatérios
positivos sobre as células irradiadas. Foi observado um efeito inibitério na proliferacao
celular para a dose de 150J/cm?, que exibu maior indice de apoptose. No entanto, no
ensaio in vivo, a dose de 1050J/cm? esteve associada a um aumento significante do
volume tumoral, proliferacdo de vasos sanguineos e anormalidades celulares. Os autores
relatam que a irradiacdo laser com uma combinag¢do de alta densidade de poténcia
(2.5W/cm2) e dose elevada (1050J/cm2) seja evitada ao longo de melanomas, pois neste
estudo ele aumentou significativamente o crescimento do tumor in vivo.

Uma linhagem celular derivada do glioblastoma humano foi irradiada com laser
diodo, com 808nm de comprimento de onda e doses de 18, 36 e 54)/cm?
(MURAYAMA et al., 2012). Foi encontrada uma redu¢do na taxa de proliferacao e

viabilidade sem alteracdes na morfologia celular, de uma maneira dependente da dose,
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no qual doses mais elevadas apresentaram maior supressdao do crescimento celular. Os
autores sugerem que comprimentos de onda no espectro infravermelho combinado com
doses elevadas parecem ter um efeito inibitério sobre o crecimento de células
cancerosas.

Pouco se sabe sobre a interagdo da laserterapia com os tecidos malignos in vivo,
os quais refletem melhor a realidade, com relagdo a biologia do cincer e resposta do
hospedeiro. Monteiro et al. (2011) analisaram histologicamente o efeito do laser com
660nm e dose de 56.4J/cm’ sobre carcinomas epiderméides induzidos quimicamente na
mucosa oral de hamsters. O desenvolvimento de carcinomas pobremente diferenciados
predominou significativamente no grupo de animais que receberam as aplicagdes da
laserterapia, sugerindo que o LBP, dependendo dos parametros utilizados pode causar
uma progressao da severidade de carcinomas orais em hamsters.

A partir dos trabalhos descritos, percebe-se que a acdo do LBP na proliferacdo
de células malignas € um assunto ainda bastante controverso, uma vez que Sao
encontrados na literatura estudos com cultura de células ora exibindo inibicdo do
crescimento (SROKA et al., 1999; LIU et al., 2004; FRIGO et al., 2009; MURAYAMA
et al., 2012), ora proliferacio (PINHEIRO et al., 2002; CASTRO et al., 2005;
WERNECK et al., 2005; RENNO et al., 2007; POWELL et al., 2010) ou mesmo sendo
indiferentes quanto ao crescimento (MOGNATO et al., 2004; SCHARTINGER et al.,
2011). De fato, existem evidéncias suficientes mostrando que o LBP influencia tanto o
crescimento de células ndo neopldsicas quanto de células cancerosas e o efeito
proliferativo depende dos parametros da irradiacdo e das caracteristicas fisiolégicas das
células.

Acredita-se que as células malignas sejam mais susceptiveis ao processo
proliferativo induzido pela laserterapia, pois apresentam uma cascata de sinalizacio
bastante alterada, além de modificacdes progressivas no seu perfil biologico, com
possiveis alteracdes na expressdo de proteinas relacionadas a apoptose, proliferacdo,
diferenciagao, adesao e migragao celular.

Neste contexto, o uso da laserterapia na clinica odontoldgica com a finalidade de
cicatrizacdo deveria ser feito com mais cautela, devido ao risco de exposicao acidental
ou intencional de uma lesdao potencialmente maligna ou até mesmo neoplasia maligna

que pelo aspecto clinico sugira ser apenas uma ulcerac¢do ou um processo nao
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neopldsico. Além disso, deve-se ter o cuidado ao se irradiar lesdes orais que necessitem
de cicatriza¢do, mas que estdo proximas a regides portadoras de malignidades.

Frente ao exposto, existe a necessidade de pesquisas capazes de investigar
possiveis alteragdes na expressao de genes e proteinas das células irradiadas e assim
contribuir para o entendimento do mecanismo desta radiacdo sobre a proliferacdao
celular, sobretudo em células malignas. Dessa forma, a presente pesquisa pretende
contribuir com o fornecimento de conhecimentos acerca dos eventos celulares induzidos
pelo laser e consequentemente tornar o uso do LBP mais seguro e eficaz na clinica
odontoldgica, principalmente em pacientes portadores de neoplasias malignas ou lesdes

potencialmente malignas.

2.5 Carcinoma Epiderméide Oral (CEO)

O Carcinoma epidermdide, também denominado de carcinoma de células
escamosas ou carcinoma espinocelular, define-se como uma neoplasia maligna com
origem no epitélio pavimentoso estratificado (KADEMANI, 2007).

Considerando todas as neoplasias malignas, aproximadamente 5% ocorrem na
regido de cabeca e pescogo, e, destas, aproximadamente a metade afeta a cavidade oral
(KADEMANI et al., 2005; SCULLY; BAGAN, 2009). Dentre os variados tipos
histolégicos de canceres que ocorrem na cavidade oral, o carcinoma epidermdide é o
mais freqiiente, perfazendo aproximadamente mais de 90% de todos os casos de cancer
neste sitio anatomico (DANIEL et al., 2006; LO MUZIO et al., 2007,
KRISANAPRAKORNKIT; IAMAROON, 2012).

De uma maneira geral, o CEO afeta comumente pacientes do género masculino,
com mais de 45 anos de idade e consumidores de tabaco e dlcool. Entretanto, este perfil
tem variado e, atualmente, tem sido observado um aumento gradativo da sua incidéncia
em pacientes com idade inferior a 40 anos e em mulheres que ndo apresentam fatores de
risco, tais como o uso do fumo e dlcool. Além disso, a relacao entre homens e mulheres
com CEO mudou com o tempo de 10:1 para aproximadamente 2:1 ou 3:1 (KADEMANI
et al., 2005; SCULLY; BAGAN, 2007).

Sabe-se que o cancer oral tem uma etiologia de cardter multifatorial € ndo hd um
fator causador isolado claramente aceito ou definido, mas tanto fatores intrinsecos
quanto fatores extrinsecos podem estar em atividade. E provavel que mais de um fator

seja necessdrio para induzir a malignizacdo celular. Os fatores extrinsecos incluem o
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consumo de tabaco, do dlcool, a radiac@o ultravioleta, os quais representam os fatores
mais significativos, além da dieta e fatores biolégicos (LOURENCO et al., 2007;
SCULLY; BAGAN, 2009). Como fatores intrinsecos, podem ser citados, o estado
sist€tmico, a desnutricio e alteragdes genéticas cumulativas, que refletem a
suscetibilidade e a tendéncia do genoma para adquirir maltiplas altera¢des, conduzindo
ao desequilibrio no ciclo celular, incluindo divisdo, diferenciacdo e apoptose
(NAGPAL; DAS, 2003).

Hoje, com os avangos da biologia molecular, o cancer € definido como uma
doenca genética das células somaticas que resulta da interacdo de inimeros genes com 0
meio ambiente. Conhecer o modo como esses genes interagem, bem como a
participacdo de cada um na carcinogénese bucal possibilita o desenvolvimento de novas
terapias, mais eficazes e com menos efeitos colaterais do que as atuais. Além disso,
possibilita prever com maior exatiddo o comportamento de cada neoplasia em
particular, um fator decisivo para o sucesso terapéutico (SOUSA et al., 2004).

O potencial de agressividade do CEO est4 relacionado a diversos fatores, dentre
0s quais os mais significativos s@o a atividade proliferativa, o grau histologico de
malignidade, tamanho da lesdo, grau de comprometimento dos tecidos vizinhos,
potencial para invasdo, presenca de metdastase no momento do diagnéstico e localizacdo
anatdmica do tumor (BRYNE, 1991; CHOI et al., 2006).

Embora o CEO ocorra principalmente na lingua, pode afetar outros sitios
anatomicos como assoalho bucal, mucosa jugal, labios, gengiva e palato (MAGRINI et
al., 2000). De modo geral, os carcinomas de lingua exibem comportamento biolégico
mais agressivo, clinicamente sdo mais infiltrativos, histologicamente sdao lesdes menos
diferenciadas, apresentam elevado potencial metastitico e progndstico desfavordvel
(DANTAS et al., 2003).

O potencial para invasdo e metdstase envolve vdrias etapas, como a degradacao
da membrana basal e matriz extracelular (MEC), alteracdes na adesividade celular,
movimento de células tumorais e angiogénese (CURRAN; MURRAY, 2000).

Recentes descobertas t€m aumentado o entendimento dos processos biolégicos
que levam ao cancer. Sabe-se que a maioria das células cancerosas € derivada da
expansao clonal e crescimento anormal de uma tnica célula-tronco ou de alguns células

tumorais que readquirem sua capacidade de auto-renovacao (LOBO et al., 2007).
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As células normais proliferam somente quando necessdrio, como resultado de
um delicado equilibrio entre a promog¢ao do crescimento e fatores de crescimento e sao
inibidas sob a influéncia de sinais bioquimicos fornecidos pelas células vizinhas e por
fatores circulantes. As células cancerosas ultrapassam esses mecanismos de controle e
seguem seu proprio programa interno para o sincronismo de reprodu¢do (MOLINOLO
et al., 2009).

As células malignas podem escapar a senescéncia celular e apoptose tornando-
se, assim, imortais, aumentando seu suprimento de oxigénio e nutrientes, promovendo a
formacdo de novos vasos sanguineos, e adquirindo a capacidade de migrar do seu local
de origem para invadir os tecidos préximos, ou provocar metdstases a distincia
(MOLINOLO et al., 2009). Estas mudancgas progressivas no comportamento celular, e a
desregulagdo na proliferagao resultam do acimulo de alteragdes genéticas e epigenéticas
em um conjunto de genes (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

A carcinogénese dos tumores sediados em cabeca e pescoco € um processo de
multiplas etapas, onde ocorrem alteracdes genéticas que levam a desregulacdo do
metabolismo celular. A avaliacdo das moléculas alteradas em tal processo é importante
para o conhecimento sobre o comportamento tumoral e desenvolvimento de terapias
anticancer (PEREIRA, 2005).

Nesse contexto, marcadores moleculares envolvidos neste processo tém sido
extensamente estudados e relacionados a progressdo do cancer. As pesquisas tentam
relacionar as caracteristicas clinicopatolégicas com a expressdo de proteinas
relacionadas a apoptose, proliferacdo, diferenciacio e adesdo celular, além da
angiogénese, invasio e metastase, a fim de correlacionar com o progndstico, bem como
encontrar alternativas terapéuticas que proporcionem uma maior sobrevida para os
pacientes. Dentre as proteinas mais estudadas, destacam-se a ciclina D1, E-caderina, [3-

catenina e MMP-9.

2.6 Ciclina D1

O processo de multiplas etapas da carcinogénese envolve a aquisi¢do gradual de
mutacdes e alteragdes epigenéticas na expressao de varios genes que t€m funcdes muito
diferentes. Um grupo importante entre estes genes € aquele envolvido no controle do
ciclo celular. Estudos recentes identificaram a provadvel importancia de genes que

controlam a transicao da fase G1 para fase S no ciclo celular, incluindo o CCND1 que
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codifica a proteina ciclina D1. Sabe-se que a desregulacdo da ciclina D1 € indispensédvel
para a génese e progressao de vdrios tipos de canceres humanos, incluindo os CEOs
(ANGADI; KRISHNAPILLALI, 2007).

A progressdo ordenada das células através das diversas fases do ciclo celular é
orquestrada pelas ciclinas e pelas cinases dependentes de ciclina (CDKs) e seus
inibidores (ANGADI; KRISHNAPILLAI, 2007). As ciclinas D, E, A ¢ B séo
sintetizadas durante fases especificas do ciclo celular, e sua fungdo € ativar as CDKs,
através da fosforilacio (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

A ciclina D, a primeira ciclina a aumentar no ciclo celular, surge na metade de
G1, e ja ndo é mais detectavel na fase S. Existem trés formas de ciclina D, chamadas de
D1, D2 e D3. Durante a fase G1 do ciclo celular a ciclina D1 se liga e ativa a CDK4 e
CDKG®6, formando os complexos ciclina D1-CDK4 e ciclina D1-CDK6. Este complexo
tem papel fundamental no ciclo celular devido a fosforilagio da proteina de
susceptibilidade ao retinoblastoma (RB) (DONNELLEN; CHETTY, 1998). A
fosforilacdo da RB € um controle para ligar e desligar o ciclo celular. Num estado
hipofosforilado, o RB impede a replicacdo celular ao formar um complexo estreito,
inativo com o fator de transcricdo E2F. A fosforilacdo da RB dissocia o complexo e
libera a inibi¢do da atividade do E2F (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Uma vez
liberado, o fator E2F induz a transcricdo de genes necessdrios para a fase S do ciclo
celular. De acordo com Todd et al. (2002) os genes ativados pelos membros da familia
E2F incluem: c-MYC, n-MYC, CDC-2, p21WAF'1, cyclin A, c-MYB, e EGFR. Assim, a
fosforilagdo da RB elimina a principal barreira a progressao no ciclo celular.

O ciclo celular apresenta seus préprios controles internos, chamados de pontos
de verificagdo. Existem dois principais pontos de verificacdo, um na transicao GI1/S e
outro em G2/M. A fase S € o ponto limite no ciclo celular, e antes de uma proliferacdao
celular, o ponto de verificacdo em G1/S avalia a presenca de lesio de DNA. Se houver
lesdo de DNA, o equipamento de reparo e 0s mecanismos que param o ciclo entram em
acdo. A proteina ciclina D1 executa o controle do ponto de verificacdo R na fase G1 e
impulsiona o ciclo celular da fase G1 para S (NURSE, 1994; TODD et al., 2002).

O processo da carcinogénese envolve a aquisi¢do de mutacdes que culminam
com a expressdo anormal de proteinas, muitas delas envolvidas no controle do ciclo

celular. A superexpressao das ciclinas leva a uma proliferacao celular descontrolada e
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desenvolvimento tumoral. Logo elas sdo uteis como marcadores de proliferagdo celular
(ANGADI; KRISHNAPILLALI 2007).

A desregulacdo da maquinaria do ciclo celular estd emergindo como um tema
central na carcinogénese oral (TODD et al., 2002). A conexdao mais forte das ciclinas
com a oncogénese € a partir dos estudos com a ciclina D1, proteina de 45 kD, codificada
pelo gene CCNDI localizado no cromossomo 11q13, que é considerado um dos mais
importantes proto-oncogenes e reguladores do ciclo celular. (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005; MAAHS et al., 2007).

Os mecanismos associados a superexpressio da ciclina D1 no cancer incluem a
amplificacdo génica, translocacdo cromossdmica e alteracdes na transcricdo de genes
(HINDS et al, 1994; SHERR, 1994).

Miyamoto et al. (2003) sugerem a presenga de outras vias que promovem a
superexpressdo da ciclina D1, além da amplificacdo do gene CCNDI1. Em seu estudo a
superexpressdo da ciclina D1 foi encontrada em todos 0s casos que apresentavam
amplificacio no gene CCNDI, no entanto, alguns casos que apresentavam
superexpressao da ciclina D1 ndo apresentavam amplificagdo deste gene. Logo, os
autores sugerem que existem outros oncogenes potenciais na regido amplificada 11q13
e que as células cancerosas adquirem um fendétipo mais agressivo por meio de uma
combinacdo de aberragdao no gene CCND1 e anomalias de outros oncogenes.

No estudo de Uzawa et al. (2007), foi observado que aberracdes numéricas do
gene CCND1 em 28 dos 57 CEOs (49,1%) foram significativamente associadas com o
comportamento mais agressivo do tumor e menor sobrevida. Portanto, os autores
sugerem a utilizac@o da ciclina D1 como indicador de progndstico.

Um estudo recente (MARSIT et al., 2008) observou uma correlacdo da
existéncia do polimorfismo G870A do gene CCNDI com o maior risco para
desenvolver o CEO e ainda com a superexpressdo imunoistoquimica da ciclina D1 nos
carcinomas analisados.

A superexpressao da ciclina D1 estd relacionada a um encurtamento da fase G1,
menor dependéncia dos fatores de crescimento, resultando na proliferacdo celular
anormal que por sua vez, pode favorecer a ocorréncia de alteragdes genéticas adicionais,
devido ao menor tempo disponivel para o reparo, o que refor¢a a transformagao celular
e tumorigénese. Assim, a superexpressao da ciclina D1 proporciona as células do tumor

uma vantagem de crescimento seletivo (FRACCHIOLLA et al., 1997).
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A utilizagdo de anticorpos neutralizantes para a ciclina D1 em uma linhagem
celular oriunda de carcinoma de cabeca e pescogo inibiu a progressao do ciclo celular
(BARTKOVA et al., 1995).

Sua superexpressdao tem sido correlacionada com outros marcadores de
proliferacdo, por exemplo, o Ki67, p53, PCNA, ERK 1 e 2 (TODD et al., 2002; WANG
et al., 2006; SHAH et al., 2009) e tem sido encontrada em neoplasias malignas de
mama (BARTKOVA et al., 1994a), figado (ZHANG et al., 2003), c6lon (BARTKOVA
et al., 1994b), esofago (NAITOH et al., 1995), pulmdo (MATE et al., 1996) e
carcinomas epidermdides orais (WANG et al., 2006; MISHRA; DAS, 2009).

Em vdrios estudos, a superexpressdo tem sido correlacionada com crescimento
agressivo do tumor, pobre progndstico, aumento do risco de metastase (BOVA et al.,
1999; CAPACCIO et al., 2000; WANG et al., 2006), reducdo da taxa de sobrevida
(MARSIT et al., 2008), risco aumentado de recorréncia (MICHALIDES et al., 1997),
estdgio clinico avancado (VICENTE et al., 2002) e histéria de fumo (STAIBANO et al.,
1998).

Vicente et al. (2002) mostraram que a superexpressao da ciclina D1 foi
correlacionada com os tumores primdrios de maiores dimensdes, localizados na lingua,
associados a maior indice de proliferacio celular detectado pelo Ki67 e com a presenca
de metdstase regional. Os resultados indicaram que o risco relativo de metdstases em
tumores que superexpressaram a ciclina D1 foi 2.6 vezes maior do que nos restantes dos
casos. Portanto, segundo os autores a superexpressdo desta proteina pode estar
relacionada a invasividade local e a um comportamento clinico mais agressivo do
carcinoma epidermdide oral.

A imunoexpressdo da ciclina D1 tem sido relacionada com a progressdo do
CEO. Alguns estudos observaram uma relacdo bastante significativa entre a maior
expressdo desta proteina nos casos de carcinoma seguida por uma progressiva reducdo
nos casos diagnosticados como displasias epiteliais severa, moderada e leve até uma
fraca ou ausente expressio na mucosa oral normal (SHINTANIA et al., 2002;
TURATTI et al., 2005). Estes resultados sugerem que a ciclina D1 pode desempenhar
um papel no desenvolvimento do CEO, proporcionando uma vantagem de crescimento.

Wang et al. (2006) encontraram que a imunoexpressdo da ciclina D1 foi
significativamente maior no carcinoma epidermoéide de lingua do que no epitélio normal

de lingua, sugerindo que ela desempenha um papel importante na proliferacdo celular
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desta neoplasia. Observou-se ainda que a expressao positiva da ciclina D1 mostrou uma
associacdo estatisticamente significativa com a espessura do tumor e com a metéstase
linfonodal.

Angadi e Krishnapillai (2007) correlacionaram a maior positividade desta
proteina com o maior grau histolégico de malignidade do CEO, sugerindo que a ciclina
D1 relaciona-se ndo s a proliferagdo, mas também com o processo de diferenciacdo das
células dessa neoplasia.

A maior imunoexpressdao da ciclina D1 em CEOs de alto grau histolégico foi
também observada por Neves er al. (2004) e os autores correlacionaram essa alta
positividade a intensa atividade proliferativa e capacidade de invasdo dessas lesoes.

A superexpressio do RNAm da ciclina D1 foi observada em 66,6% das lesoes
orais potencialmente malignas e 83,3% dos casos de CEO em comparagdo com a
mucosa oral normal. Dentre as amostras de CEO, o pouco diferenciado mostrou maior
expressdo de RNAm do que o bem e moderadamente diferenciado (MISHRA; DAS,
2009). Foi verificada também neste estudo uma tendéncia ao aumento da expressao

imunoistoquimica da proteina com a gravidade do CEO.

2.7 E-caderina e B-catenina

As moléculas de adesio que ligam as células aos seus arredores sao
fundamentais na formacdo e manutencdo da estrutura e funcdo dos tecidos.
(MONTENEGRO; FRANCO, 1999).

A desregulacdo do complexo E-caderina/B-catenina, responsdvel pela adesao
célula-célula influencia no processo de proliferacdo, diferenciacdo e invasdo das
neoplasias malignas. A reducdo na capacidade de adesdo entre as células epiteliais estd
associada com a perda de inibi¢do da proliferacdo por contato, permitindo que essas
células escapem do controle dos sinais de crescimento (PAINTER; ARMSTRONG;
SHERRATT, 2010). Portanto, a interrup¢cao da fun¢do do complexo E-caderina/p-
catenina tem implicagdes significativas para o desenvolvimento e para o comportamento
das neoplasias malignas.

As caderinas sdo glicoproteinas transmembranas dependentes de calcio,
compostas por um dominio extracelular, um dominio transmembranar e um dominio
intracelular, sendo as principais moléculas responsaveis pela adesdo fisica intercelular

nos tecidos dos vertebrados (UEDA et al., 2006). Formam uma superfamilia, que
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abrange as caderinas cldssicas (E-Caderina, abundantes nos epitélios; P-Caderina,
abundantes na placenta; N-Caderina, abundantes no sistema nervoso e células
mesenquimais) e as caderinas ndo-cldssicas, encontradas em grande quantidade no
tecido nervoso e em alguns outros tecidos, algumas também com fun¢do de adesdo
(BLASCHUK; DEVEMY, 2009).

A E-caderina € uma glicoproteina de 120 kDa, codificada pelo gene CDHI1
localizado no cromossomo 16q22.1 (LEWIS et al., 1995). Ela é responsével por adesdes
homotipicas e forma um componente funcional chave das juncdes aderentes entre as
células epiteliais. Seu dominio citoplasmaético carboxiterminal liga-se indiretamente aos
microfilamentos de actina no citoesqueleto de células vizinhas, através de um grupo de
proteinas de ancoramento intracelular denominado cateninas (TAKEICHI, 1990; PYO
et al., 2007).

As caderinas e cateninas formam uma unidade funcional tnica, e a perda ou
mutacdo de qualquer uma das proteinas pode resultar em perda de funcdo e perturbacao
da adesao celular. Dessa forma, o complexo E-caderina/B-catenina desempenha um
papel critico na regulaciao da adesao intercelular epitelial e controle da morfogénese do
tecido normal (THOMAS; SPEIGHT et al., 2001).

E presumivel que a expressio reduzida da E-caderina e moléculas de adesio
celular associadas permita uma fécil desagregacdo entre as células, favorecendo o
fen6tipo maligno (WANG et al., 2009). O fendmeno de transi¢do epitélio-mesenquimal,
necessdario para a ocorréncia dos processos de invasiao e metastase das células malignas,
estd relacionado a interrup¢do da adesdo entre as células epiteliais, devido a inibi¢do da
expressao da E-caderina (KRISANAPRAKORNKIT; IAMAROON, 2012). Por isso, a
expressdo fraca ou ausente da E-caderina € correlacionada com a maior proliferaco,
pobre diferenciacdo, alto grau histolégico de malignidade, agressividade, invasdo,
metéstase (TAKES et al., 2002; FOSCHINI et al., 2008) e consequentemente pior
progndstico em varios canceres humanos, incluindo os de esdfago, estdbmago, figado,
bexiga, cdélon, mama, nasofaringe, prdstata e carcinoma de células escamosas
(BEHRENS, 1999; GRAVDAL et al., 2007).

Os padroes de expressao da E-caderina sdo varidveis, ndo so entre os diferentes
tumores, mas também em diferentes regides de um mesmo tumor. Vdrios autores
concordam que maiores alteracdes na expressao da E-caderina ocorrem nas dreas mais

invasivas dos carcinomas (KOJIMA et al., 2004; MAHOMED; ALTINI; MEER, 2007).



39

Estudos tém demonstrado uma diminui¢do significativa na imunoexpressao
membranar da E-caderina no front de invasio tumoral (KOJIMA et al., 2004; WANG et
al. 2009). Adicionalmente, estes autores constataram que as lesdes com expressiao
reduzida da E-caderina apresentavam alto grau de malignidade, maiores dimensdes,
maior espessura e foram relacionadas a pior sobrevida. Outros relatos suportam ainda
que esta expressao reduzida esteja também associada com a pobre diferenciacdo e com
maior potencial metastatico do carcinoma epiderméide oral (KUDO et al., 2004).

Simionescu et al. (2008) ao analisarem 24 casos de CEOs, verificaram
correlagdo entre a imunomarcacdo da E-caderina com o grau de diferenciacdo
histolégica. Todos os casos classificados em pobremente diferenciados apresentaram
imunomarcagdo fraca ou ausente para esta proteina, enquanto que os casos de
carcinomas bem diferenciados exibiram forte imunomarcacio. Resultados semelhantes
foram encontrados por Menezes, Lehn e Gongalves (2007) que além do grau de
diferenciacdo também correlacionaram a baixa imunoexpressdo com o padrdo de
invasdo mais infiltrativo.

A imunorreatividade para a E-caderina foi progressivamente reduzida nas lesoes
orais diagnosticadas em displasias leve, moderada, severa, carcinoma in sifu € invasivo
(GARCIA et al., 2006; HUNG et al., 2006). Nos casos de CEO, menor expressdo foi
observada nos carcinomas classificados no estigio IV e pobremente diferenciados
(HUNG et al., 2006).

Reforcando os resultados do estudo anterior, Mahomed, Altini e Meer (2007)
também observaram uma perda progressiva na expressdo da E-caderina e P-catenina
desde a mucosa oral normal, CEO superficialmente invasivo até os casos de carcinoma
mais infiltrativos. A fraca imunomarcagdo foi predominante nos casos de CEO pouco
diferenciados. Esses resultados sugerem que a E-caderina e B-catenina t€ém um papel
chave na progressao e perda da diferenciacdo do CEO.

Bosch et al. (2005) avaliaram a imunoexpressao da E-caderina em 200 casos de
carcinoma de células escamosa de cabeca e pescoco primdrios e concluiram que a
reducdo da expressdo desta proteina foi fortemente correlacionada as metastases
regionais e a distancia, bem como a recidiva local, corroborando os resultados

encontrados por Tanaka et al. (2003).
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Diniz-Freitas et al. (2006) encontraram uma associacdo significativa entre a
fraca imunomarcagdo da E-caderina no CEO e o maior potencial de invasao, recidiva e
menor sobrevida.

Um estudo (PYO et al., 2007) indicou que a redu¢do da imunoexpressao de E-
caderina foi associada com o padrdo de invasdo mais infiltrativo do CEO e com a
ocorréncia de metéstase linfonodal, novamente sugerindo que a perda da E-caderina
provavelmente suporta o comportamento das células malignas no cancer bucal.

A expressao imunoistoquimica reduzida de E-caderina em carcinomas de células
escamosas de cabeca e pescoco foi significativamente associada com maior risco de
invasdo vascular e diminui¢do da sobrevida (KURTZ er al. 2006). No entanto, estes
autores ndo encontraram nenhuma associacdo entre a expressdo da E-caderina e a
presenca de metdastase linfonodal. Estes resultados confirmam que a perda de adesdo
entre as células pode contribuir para o pior progndstico em carcinomas de células
escamosas de cabeca e pescogo.

A perda de adesdo celular mediada pela E-caderina € um marco da transicao de
um epitélio normal ao carcinoma pouco diferenciado. As células submetidas a este
processo perdem a sua polaridade, tornam-se invasivas e resistem a apoptose. As células
tumorais pobremente diferenciadas lembram a motilidade das células mesenquimais e
podem inapropriadamente expressar molécula de adesdo da célula mesenquimal, N-
caderina (TOMITA et al., 2000; GRAVDAL et al., 2007; GRINBERG-RASHI et al.,
2009; PRUDKIN et al., 2009).

Alguns achados interessantes foram também obtidos a partir de estudos in vitro.
A transfec¢ao da E-caderina em linhagem de células de carcinoma de prostata negativa
para E-caderina resultou em reducdo da producdo de MMP-2 e uma diminuicio
concomitante na capacidade de invasdo (LUO; LUBAROFF; HENDRIX, 1999). Da
mesma forma, os contatos intercelulares mediados pela E-caderina demonstraram estar
envolvidos na regulacdo da expressdo de MMP-9 em carcinoma de células escamosas
cutineos (LLORENS et al., 1998).

Experimentos utilizando linhagens de células epiteliais normais e neopldsicas
mostraram que o bloqueio da atividade da E-caderina nas células normais, utilizando
anticorpos contra esta proteina, promoveu a esta linhagem um fendtipo menos

diferenciado. Além disso, a transfeccdo da E-caderina em linhagens de células de
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carcinoma resultou em um fendtipo bem diferenciado e um comportamento menos
invasivo do tumor in vitro (EL-BAHRAWY; PIGNATELLI, 1998).

Gasparoni et al. (2004) constataram diminuicdo dos niveis de E-caderina em
diferentes linhagens de células oriundas do CEO (SCC15 e SCC25), enquanto que as
linhagens de células normais expressaram maior expressao da molécula de adesao.

Virias causas possiveis da redu¢do da expressdo da E-caderina em células
tumorais t€m sido propostas, incluindo a mutacdo do gene CDHI; aberragoes
cromossOmicas; hipermetilacio do DNA na regido promotora do gene CDHI,
impedindo a ligacdo dos fatores de transcricdo com a regido promotora, fatores estes
necessarios para a expressao do gene CDHI; supressdo transcricional, clivagem por
proteinases ou desestabilizacdo da proteina pela perda da ligagdo com as cateninas
(NAKAYAMA et al.,, 2001; MORAES et al., 2008; KRISANAPRAKORNKIT;
IAMAROON, 2012).

Analisando os resultados de diferentes trabalhos encontrados na literatura
(HUNG et al., 2006; MAHOMED; ALTINI; MEER, 2007; FOSCHINI et al., 2008;
PRUDKIN et al., 2009) percebe-se uma tendéncia para os tumores pobremente
diferenciados, onde as células ttm um fendtipo fibrobldstico, mostrarem a perda de
expressdo da E-caderina, enquanto que tumores bem diferenciados, com uma
morfologia epitelial estabelecida, tendem a manter a expressdo. No entanto,
ocasionalmente os tumores pouco diferenciados mantém a expressdo da E-caderina
forte, mas com auséncia da funcdo da mesma, o que pode ser devido a alteracdes nas
cateninas (THOMAS; SPEIGHT, 2001).

As cateninas desempenham um papel central na fisiologia das caderinas, além
disso, elas também estdo envolvidas em outras func¢des (transmissdo e transducdo de
sinais, ativagdo de fatores de transcri¢do e motilidade celular), algumas das quais podem
ser relevantes para a transformagao maligna e invasdo (LO MUZIO et al., 2009).

O complexo das cateninas € composto pela a, B e y catenina. A B-catenina é um
importante membro deste complexo, com pelo menos duas fungdes, as quais sdo
determinadas pela sua localizagdo na membrana ou nicleo. Na membrana ela tem um
importante papel na adesdo celular e no nidcleo a P-catenina contribui para o
crescimento celular (ZHI-GANG et al., 2008).

Além de seu papel bem definido na regulacdo da adesdo célula-célula através de

interagdes com a E-caderina, a f-catenina, uma proteina de 92 kd, tem um papel critico
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na via de sinalizacdo Wnt. Quando a B-catenina ndo participa do complexo de adesdo e
na auséncia de sinalizacdo Wnt, a molécula fica livre no citoplasma, sofre fosforilagao e
€ seqiiestrada por um complexo formado pela APC (coli polipose adenomatosa), GSK-
3B e pela proteina axina, desqualificando a fosforilacdo da B-catenina e promovendo a
sua degradacdo pelo sistema proteolitico dependente de ubiquitina. Porém com a
ativacdo desta via de sinalizacdo, através da ligacdo da Wnt aos receptores Frizzled,
lipoproteina 5 e 6, o complexo APC/Axina/GSK-3[3 sofre desintegracdo e promove um
aumento da concentracdo de B-catenina no citoplasma, facilitando sua translocacao para
o niicleo (BANKFALVI et al., 2002; LEE et al., 2003; LUSTIG; BEHRENS, 2003).

O aumento das concentracdes de B-catenina livre no citoplasma estimula a sua
ligacdo com proteinas, como o fator estimulante de linfécitos (LEF) e fator de células T
(TCF). Estes complexos sdo transferidos para o nicleo e agem como cofatores da
transcricdo de genes relacionados a proliferacdo celular, incluindo oncogenes bem
estabelecidos, como o c-myc, ciclina D1, além do VEGF e MMP-7 (ZHAI et al., 2002;
LEE et al., 2003; LOGAN; NUSSE, 2004).

Esta via de sinalizacdo da Wnt desempenha um papel importante na
transformagcdo neopldsica quando inadequadamente ativados (HARRINGTON;
SYRIGOS, 2000).

As alteracdes na expressdo da P-catenina no CEO sao relacionadas a pouca
diferenciacao, fenétipo mais agressivo, aumento da invasdo tumoral e pior progndstico
em diferentes tipos de cancer (SHIEH et al., 2003; LYAKHOVITSKY et al., 2004;
AGUIAR; KOWALSKI; ALMEIDA, 2007).

A redistribuicdo da B-catenina com reducdo da expressdao membranar e acimulo
de B-catenina nuclear, é observada em tumores com caracteristicas histopatolégicas
agressivas, definida como perda da arquitetura normal do tecido, alto grau de
malignidade, crescimento infiltrativo, envolvimento dos nodos linfaticos e metdstase
(KUDO et al., 2004; MARGULIS et al., 2005). Uma variedade de malignidades
humanas tem sido associada com a redistribui¢do da -catenina.

Estudos sobre cancer oral tém mostrado correlagdo da expressdo da B-catenina
com o prognéstico do carcinoma epiderméide. A perda da expressdo membranar da [3-
catenina pode ser considerada como um potencial marcador de recorréncia tumoral

(NELSON; NUSSE, 2004; AGUIAR; KOWALSKI; ALMEIDA, 2007).
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Ishida et al. (2007) e Schussel, Pinto e Martins (2011) mostraram que a B-
catenina estd envolvida na progressao da displasia epitelial oral e a expressao nuclear
aberrante da B-catenina pode ser um sinal da sua progressdo maligna. Foi ainda
constatado por Ishida et al. perda da expressio membranar da [-catenina
simultaneamente associada a um aumento na sua expressao nuclear em casos de CEOs.
A expressdo aberrante da [B-catenina nas displasias foi acompanhada por elevada
expressao da ciclina D1 e c-myc.

No estudo de Lo Muzio et al. (2009) a perda da expressdo membranar da [-
catenina simultaneamente associada com a expressdo citoplasmdtica, aumentou com a
gravidade da displasia epitelial oral. Esses dados confirmam que existem modificacdes
na expressao desta proteina entre o epitélio oral normal e o displésico.

Uma reducao significativa da expressdo membranar da -catenina foi encontrada
em 71% dos CEOs analisados por Zhi-gang et al. (2008), enquanto o epitélio normal
exibiu forte expressdo. A expressdo citoplasmdtica e nuclear da B-catenina foi vista
apenas nos tumores com pobre diferenciacdo. Ademais, a perda de expressdao da B-
catenina foi correlacionada com alto grau histolégico de malignidade e metéstase
linfonodal .

Wang et al. (2007) encontraram menor expressio membranar e maior
positividade citoplasmética e nuclear da B-catenina nos carcinomas epidermdéides orais
em comparagdo com o epitélio normal. A expressdo reduzida da [-catenina foi
relacionada aos carcinomas moderadamente ou pobremente diferenciados e a metdstase
nos nodos linfaticos. Os resultados sugerem que a expressao anormal de -catenina foi
correlacionada com a progressao dos CEOs.

Lopes et al. (2009) evidenciaram no seu estudo que os CEOs com maior escore
de malignidade exibiram menor expressdo membranar para E-caderina e B-catenina. No
entanto, ndo encontraram associacdo significativa entre a expressdo nuclear da [-
catenina com o grau histolégico de malignidade, localizacdo anatomica dos CEOs e
metdstase nodal.

Resultados de estudos in vitro também demonstraram uma relacdo da
localizacdo nuclear da B-catenina com o maior potencial proliferativo. Gasparoni et al.
(2002) analisaram a localizacdo da B-catenina em ceratindcitos humanos orais normais e
malignos (SCCI15 e SCC25) e encontraram que os niveis de [B-catenina membranar

mostraram-se diminuidos nas linhagens malignas quando comparadas com as células
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normais. Além disso, a linhagem mais proliferativa (SCC25) exibiu maior expressao

nuclear desta molécula, confirmada pela andlise do Western Blotting.

2.8 Metaloproteinase da matriz extracelular 9 (MMP-9)

Com relacdo a efetivacdo dos mesmos processos patologicos ja citados
(proliferacdo, diferenciacdo e invasdo das neoplasias malignas), varios constituintes da
matriz extracelular sofrem alteragdes como as metaloproteinases (MMPs), as quais
estdo envolvidas no remodelamento, degradacdo da matriz e outros processos como a
liberacdo de fatores de crescimento.

A degradacdo da matriz extracelular € uma caracteristica importante do
desenvolvimento, morfogénese, reparacdo e remodelamento tecidual. Quando
desregulada, torna-se evento chave na invasiao tumoral e metdstase (NAGASE; VISSE;
MURPHY, 2006). Ela € causada por enzimas proteoliticas, denominadas
metaloproteinases (MMPs), as quais agem pela desorganizacdo da matriz através de um
processo que afeta a interacao célula-célula e célula-matriz (PEREIRA et al., 2005).

Existem atualmente cerca de 23 tipos de MMPs humanas associada com a
degradacdao da matriz extracelular em condigdes fisioldgicas e patoldgicas, as quais sao
agrupadas de acordo com a estrutura e seu substrato especifico. As MMPs soltveis sdo
mais encontradas dentro da MEC e tem papel nos eventos de remodelacdo tecidual. Elas
sdo secretadas na forma inativa e sdo designadas de colagenases (MMP-1, 8 e 13),
estromelisinas (MMP-3, 10 e 11), gelatinases (MMP-2 e 9) e matrilisinas (MMP-7 e
26). As metaloproteinases ligadas 2 membrana plasmatica (MMP-14, -15, -16, -17, -24,
-25) sdo ativadas no meio intracelular, sendo expressas na superficie da célula como
enzima ativa. As MMPs estdo predominantemente envolvidas na regulagdo do ambiente
pericelular, estando associadas com a migracdo e invasdo (NABESHIMA et al., 2002;
WERNER; RATHCKE; MANDIC, 2002; SORSA; TTADERHANE; SALO, 2004).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma familia de endopeptidases
dependentes de zinco, produzidas por vérios tipos de células, incluindo células
tumorais, fibroblastos e os macréfagos (VICENTE et al., 2005; ALA-AHO; KAHARI,
2005). Elas estdo relacionadas a progressdo tumoral, invasdao, metdstase e pobre
progndstico tanto pela capacidade de romper estas barreiras fisicas como por regularem
a angiogénese, migragdo e proliferacio celular (FRANCHI ez al., 2002; RUNDHAUG,
2003, FREITAS et al., 2009).
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No caso de uma neoplasia epitelial, para que ela invada os tecidos devera
primeiro ultrapassar a membrana basal (WERNER; RATHCKE; MANDIC, 2002). Uma
vez vencida esta primeira barreira, ela encontrard os tecidos intersticiais, os quais sao
constituidos por malha tridimensional de fibras embebidas em matriz gelatinosa,
resistente, composta por proteoglicanos e glicoproteinas. Para que a célula tumoral
invada esta estrutura complexa e resistente serd necessdrio modificd-la
(MONTENEGRO; FRANCO, 1999).

Uma peculiaridade da célula neopldsica, que lembra a célula embrionaria, €
regular a sintese e liberacdo de enzimas liticas capazes de degradar fibras e modificar a
matriz, ou ainda, estimular a produgcdo de glicosaminoglicanos, que aumentam a
hidratacdo da matriz tornando-a mais fluida. Dessa forma, as células malignas rompem
as barreiras teciduais, membrana basal, coldgeno e substiancia fundamental. Isto é
possivel, devido a producdo de metaloproteinases capazes de lisar o coldgeno IV
(membrana basal), coldgenos tipo I, II, III e gelatinases, com habilidade de degradar o
componente nao fibrilar da matriz (MENESES-GARCIA et al., 2008).

A MMP-9 (gelatinase B) tem um papel importante na degradacdo da MB,
primeira barreira a ser rompida durante a invasdo tumoral, devido a sua habilidade de
degradar o coldgeno 1V, seu maior componente. A MMP-9 esté relacionada a um pior
progndstico em pacientes com metéstase (VICENTE et al., 2005).

Estudos pré-clinicos tém demonstrado que o carcinoma epidermdide expressa
altos niveis de MMPs in vivo e que a inibi¢do dessas enzimas in vitro e em modelos
animais diminuem a capacidade de invasdo e metdstase (ROSENTHAL; MATRISIAN,
2006).

Essa capacidade que as células malignas apresentam de destruir a membrana
basal e outros componentes da MEC tem sido associada com o potencial invasivo dos
carcinomas de cabeca e pescoco (SILVEIRA er al., 2007). Estudos utilizando
marcadores dos componentes da MEC como as MMPs, tém contribuido para o
entendimento do comportamento clinico e biolgico dessas neoplasias (PEREIRA et al.,
2005).

As MMPs sdao abundantemente expressas em vdrias neoplasias malignas e estdo
implicadas em todos os estdgios de sua progressao (IKEJIRI et al., 2005; LIU et al.,
2005; AHOKAS et al., 2005; BAKER et al., 2006). Tem sido relatado aumento na

imunoexpressdao das MMPs em carcinomas orais ou de cabeca e pescoco (KATO et al.,
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2005; TURPEENNIEMI-HUJANEN, 2005; VICENTE et al., 2005) muitos deles
mostrando uma marcac¢ao mais intensa, especialmente no front invasivo tumoral (LIU et
al., 2009; YAMAMOTO et al., 2004), e ainda sendo relacionados ao desenvolvimento
de metastase (KATAYAMA et al., 2004; VICENTE et al., 2005).

Diversos trabalhos investigaram o papel das MMPs 2 e 9 no CEO. Alguns
mostram que ha relagdo entre a expressdo dessas gelatinases e a agressividade da lesdo
(KATAYAMA et al., 2004; KATO et al., 2005; VICENTE et al., 2005; BINDHU et
al., 2006; LIU et al., 2009). Baker et al. (2006) encontraram maior imunoexpressao das
MMPs 2 e 9 nos CEOs do que no tecido oral normal. Vicente et al. (2005) detectaram
associacdo estatisticamente significativa entre o grau histolégico de malignidade do
CEO e a expressdo imunoistoquimica da MMP-9. Enquanto Liu ef al. (2005) em
carcinomas de laringe, ndo observaram relacdo significante entre a imunomarcacao para
MMP-9 e o grau de diferenciacdo celular. No estudo de Kosunen et al. (2007) a forte
imunoexpressdo da MMP-9 nas células do CEO foi associada com a pobre
diferenciagcao do tumor, mas ndo mostrou correlacdo com o progndstico. Neste estudo a
maior expressdo da MMP-9 foi relacionada a progressao do cancer. Patel et al. (2007)
constataram que a MMP-2 e 9 estavam significativamente elevadas nos CEOs em
relagcdo aos tecidos normais adjacentes, sendo a imunoexpressao superior nos casos de
pacientes com metdstase linfonodal, corroborando os achados de Gao et al. (2005).

Hong et al. (2000) observaram que CEO com metdstase expressaram mais
fortemente MMPs 2 e 9. Em carcinomas de cabeca e pescogo, Katayama et al. (2004)
encontraram significante correlacdo entre a expressdo da MMP-9 e a ocorréncia de
metdstase nodal ou distante. Em um estudo de acompanhamento foi detectado que
pacientes com CEQO, que apresentavam aumento da atividade da MMP-2 e 9 tiveram
menor sobrevida livre de doenca do que aqueles com menor atividade das MMPs
(YORIOKA et al., 2002).

Estudos in vitro recentes mostraram que a inibi¢cdo da atividade da MMP-2 e 9
em cultura de células oriundas de carcinoma epidermdide de lingua (SCC-4), inibiu a
capacidade de migracdo e invasdo dessas células (Lu et al., 2008; HO et al., 2009).

Baseando-se nestes achados, acredita-se que quanto mais agressivo o fenétipo da
célula maligna, maior serd a sua capacidade de regular a sintese e liberacao das MMPs,
e assim proporcionar os eventos de proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e invasao

celular.
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3 PROPOSICAO

A proposicdo do presente experimento consistiu em avaliar o efeito do laser de

baixa poténcia (660nm) sobre o potencial de proliferacdo e invasdo da linhagem SCC25,

oriunda do carcinoma epidermdide de lingua (CEL) humano, analisado de forma

especifica através das seguintes investigacoes:

Observar a influéncia da dose e tempo de avaliagdo da laserterapia na
proliferacdo da linhagem SCC25;

Verificar a distribui¢do das células SCC25, submetidas ou ndo a laserterapia, no
ciclo celular;

Analisar comparativamente alteracdes na expressdo da ciclina D1, E-caderina, 3-
catenina € MMP-9 na linhagem SCC25 submetida ou ndo a laserterapia;
Analisar comparativamente a localizagdo da expressio da [-catenina na
linhagem SCC25, submetida ou ndo a laserterapia;

Observar a influéncia da dose da laserterapia sobre o potencial de invasido da

linhagem SCC25;

Com este experimento, pretende-se contribuir para um melhor entendimento dos

efeitos da utilizacdo do laser de baixa poténcia sobre lesdes orais que possam apresentar

potencial de transformag¢do maligna ou malignidade j4 instalada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao do estudo
Este estudo caracterizou-se por uma investigacao experimental in vitro.

4.2 Obtencao da amostra

Este estudo utilizou uma linhagem celular comercial derivada do carcinoma
epidermdide de lingua humano (SCC25). A linhagem foi gentilmente cedida pelo
Programa de Pds-Graduagdo em Estomatopatologia — FOP-UNICAMP e cultivadas
como recomendado pelo fornecedor “American Type Culture Collection” (ATCC,
Manassas, VA, EUA).

Segundo Rheinwald e Beckett (1981), a SCC25 foi estabelecida a partir de CEL
primadrio de paciente do sexo masculino com 70 anos de idade, o qual nao foi submetido
a nenhum tratamento previamente a bidpsia. De acordo com alguns estudos
(GASPARONI et al., 2002; AGOSTINI et al., 2004) a SCC25 demonstra significativo
potencial de proliferacdo, quando comparada com outras linhagens (SCC4, 9 e 15)
também oriundas de CEL de pacientes distintos.

Os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de Cultura de
Células e no Laboratério de Imunogenética do Departamento de Bioquimica do Centro

de Biociéncias da UFRN.

4.3 Cultivo celular

As células foram descongeladas e mantidas em frascos de cultivo celular de 75
cm? (BD, USA), com meio Eagle modificado por Dulbecco F12 (DMEM/F-12;
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB;
Cultilab Ltda., Campinas, SP, Brasil), 400 ng/mL de hidrocortisona (Sigma Aldrich),
1% de solugdo antibidtico-antimicético (GIBCO, USA) a 37°C em atmosfera timida
contendo 5% de CO,.

Todos os procedimentos de cultivo celular foram realizados de acordo com o
protocolo adotado pelo Laboratério de Cultura de Células do Departamento de
Bioquimica do Centro de Biociéncias da UFRN. O experimento foi realizado em capela
de fluxo laminar seguindo os protocolos para a manutencdo da esterilidade dos
materiais, suplementos e meio de cultura utilizados. O crescimento celular foi

monitorado diariamente em microscopio de luz invertida (NIKON - CFI60, Spectrum —
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Bioengenharia médica hospitalar LTDA, Sao Paulo, Brasil) e o meio de cultura trocado
a cada 48 horas.

Ap6s atingirem a subconfluéncia, as células foram subcultivadas. O meio de
cultura foi removido do frasco e a monocamada celular lavada com solugdo fosfato-
alcalina, sem célcio e magnésio (PBS), pH 7,2. Em seguida as células foram separadas
com 1 mL de solu¢do de tripsina EDTA a 0,25% (1:250) (Invitrogen) durante 3 a 5
minutos, a 37°C.

A tripsina foi inativada pela adicdo de novo meio de cultura e as células em
suspensdo foram transferidas para um tubo de fundo conico de 15mL e centrifugadas a
1200 rpm por 5 minutos, a temperatura ambiente. Apds a aspira¢do do sobrenadante, o
precipitado de células foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura. Aliquotas desta
suspensdo foram distribuidas em frascos de cultivo de 75cm” contendo 10 mL de meio
de cultura, e novamente levadas a estufa, onde cada procedimento deste deu origem a
uma nova passagem de linhagem celular.

Os grupos experimentais foram estabelecidos de acordo com o tipo de ensaio a
ser realizado. Para analisar o efeito da irradiacdo laser na proliferacdo celular foi
realizada a curva de proliferacdo utilizando o método de coloragdo por azul de tripan,
andlise do ciclo celular através da marcac@o por iodeto de propidio em citometria de
fluxo e anélise da expressao de proteinas através da imunofluorescéncia e citometria de
fluxo. O potencial invasivo das células SCC25 foi verificado através da realizacdo de
um ensaio de invasdo celular.

Para todos os ensaios supracitados, o plaqueamento celular foi realizado vinte e
quatro horas antes da aplicacdo da laserterapia. A distribuicao foi realizada de forma
que entre os pogos semeados havia um poco vazio, impedindo a dispersdo de luz ndo
intencional entre os pogos durante aplicacdo da laserterapia. Os grupos experimentais

foram divididos e submetidos aos diferentes tratamentos descritos a seguir:

e Grupo C: células da linhagem SCC25 sem aplicagdo da laserterapia

(controle).

¢ Grupo Lys: células da linhagem SCC25 submetidas a laserterapia com dose

de 0.5)J/cm?2.

¢ Grupo Ly : células da linhagem SCC25 submetidas a laserterapia com dose

de 1.0J/cm?2.
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4.4 Irradiacao laser

Vinte e quatro horas apds o plaqueamento, as irradiacdes foram realizadas com
um aparelho de laser diodo InGaAlP (Kondortech — Bio Wave LLLT Dual), 30mW de
poténcia, area do feixe de 0.O3cm2, tamanho do feixe no alvo de 1.Ocm2, comprimento
de onda de 660nm e densidades de energia de 0.5 e 1.0J/cm?, no modo continuo. A
escolha dos pardmetros de irradiacdo baseou-se em estudos in vitro previamente
realizados, nos quais as densidades de energia de 0.5 a 1.0J/cm* mostraram
bioestimulacdo positiva sobre a proliferagao celular (CASTRO et al., 2005; STEIN et
al., 2008; ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012). O tempo de cada irradiacdo foi de
16 e 33 segundos para as doses de 0.5 e 1.0J/cm? respectivamente. O quadro 1 ilustra os
parametros da irradiagdo utilizados no experimento. Para aplicar o laser, a sonda de
irradiacdo foi posicionada perpendicularmente sobre cada placa, a uma distancia fixa de
0.5cm e a irradiagdo realizada parcialmente no escuro a fim de evitar a influéncia de

outras fontes de luz.

PARAMETROS GRUPO L5 GRUPO L,
Poténcia (mW) 30mW 30mW
Densidade de 0.03 W/cm® 0.03 W/cm®
Poténcia (W/cm?)
Comprimento de 660nm 660nm
onda (nm)
Densidade de 0.5J/cm® 1.0J/cm”
energia (J/em?)
Energia (J) 0.48] 0.99J
Tempo de 16s 33s
irradiacio (s)
Frequéncia (Hz) 50/60Hz 50/60Hz

Quadro 1. Pardmetros da irradiacéo utilizados no experimento. Natal/RN-2012

Em todos os ensaios, as irradiagdes foram efetuadas nos intervalos de 0 e 48
horas e as andlises, exceto para o ensaio de invasdo, foram efetuadas nos seguintes
intervalos de tempo: 0, 24, 48 e 72 horas apds a primeira aplicagdo do laser, num
periodo de 4 dias (PINHEIRO et al, 2002; CASTRO et al., 2005; WERNECK et al.,
2005). No ensaio de invasdo, a andlise ocorreu apenas no intervalo de 72 horas. Dessa
forma, os grupos Lgs e L;o foram submetidos a 2 aplicacdes do laser e as andlises da
curva de proliferacdo, marcacdo com iodeto de propidio e expressdo protéica

corresponderam a seguinte freqiiéncia:
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Laser Laser
J J
TOh T24h T48h T72 h
| | | |
1 2 3 4

Em todos esses intervalos (T0, T24, T48, T72), haviam placas destinadas apenas
para realizacdo da curva de proliferacdo, outras para marcacdo com iodeto de propidio,
imunofluorescéncia e ainda para andlise da expressao protéica no citdmetro de fluxo. A

seguir serdao descritos em maiores detalhes cada ensaio separadamente.

4.5 Analise da Proliferacao Celular

Para comparar o potencial proliferativo das células irradiadas com as ndo
irradiadas foram realizadas curvas de proliferacdo e experimentos para avaliar o ciclo

celular em citometria de fluxo, ap6s marcagcdao com iodeto de propidio.

4.5.1 Curva de Proliferacio e viabilidade celular (ensaio azul de tripan)

A determinacdo do potencial proliferativo através da realizacdo das curvas de
crescimento foi efetuada durante 72 horas de cultivo celular. Foram utilizadas 4
microplacas de 24 pocos, referentes a cada intervalo de tempo. Em cada placa foram
semeados 4 pocos com densidade de 3x10* células/poco para cada grupo (C, Lose L),
conforme ilustra a figura 3. Foi instituida em cada poco uma aplicac¢do do laser no TO e
T48 conforme metodologia ja descrita anteriormente. Nos intervalos de tempo
propostos (0, 24, 48 e 72 h) foi realizada a contagem do numero de células em cada
poco utilizando-se o azul de tripan e camara de Neubauer. Aliquotas dos diferentes
grupos celulares foram misturadas a uma solugao de 0,05% (v/v) de azul de tripan. A
solucdo de azul de tripan penetra nas células ndo viaveis deixando-as coradas em azul,

enquanto as células integras permanecem sem coloragao.
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Figura 3. Modelo de plaqueamento adotado para o ensaio da curva de proliferacéo.

Ap6s o calculo padrio foi obtido o numero de células vidveis existentes em cada
poco (n x 10%), calculada a mediana para cada grupo e construidas as curvas de
proliferacdo utilizando-se o programa Excel (Microsoft, E.U.A), sendo entdo observado
se houve crescimento celular com o decorrer do tempo. As curvas de proliferacdo dos
grupos que receberam a laserterapia (Los e L; o) foram comparadas entre si e com o
grupo controle (C), com a finalidade de verificar se a laserterapia exerceu influéncia na
proliferacdo celular.

Através do ensaio de exclusdo com azul de tripan, foi estabelecida a viabilidade

celular calculando-se o nimero de células através da equacao:
Viabilidade = n° de células vivas x 100/n° de células vivas + mortas.

4.5.2 Avaliacao do ciclo celular em citometria de fluxo

A porcentagem de células em cada fase do ciclo celular (GO/G1, células
quiescentes; S, fase de sintese do material genético; G2/M, células com alta capacidade
proliferativa) foi determinada através da marcacao por iodeto de propidio em citdmetro
de fluxo (FACScanton, Becton Dickinson, San Jose, USA). Foram utilizadas 12
microplacas de 6 pocos, distribuindo-se 3 placas para cada intervalo de tempo (0, 24, 48
e 72h), sendo o experimento realizado em triplicata. Em cada placa, 4 pocos referentes
aos grupos experimentais (Lo s € L) e controle (C), além do po¢o sem marcacao, foram
semeados. Cada um contendo 2x10° células previamente carenciadas por 48 horas em
meio DMEM/F-12 contendo 10% de SFB. Vinte e quatro horas apds o plaqueamento

foi instituido o tratamento com laser em 5 pontos fixos e distintos em cada pogo (Figura



55

4), seguindo com a segunda irradiacdo 48 horas depois. As leituras foram realizadas

conforme os intervalos de tempos propostos.

Figura 4. Modelo de irradiagio em 5 pontos distintos pré-estabelecidos adotado para placa de 6

pocos.

Para tornar as células em suspensdo, procedeu-se a tripsinizacao, centrifugagdo a
1200rpm por 5 minutos, lavagem com PBS gelado, nova centrifugacio e fixacdo com
paraformaldeido 2% por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo foi
acrescentado PBS, as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e os
pellets ressuspendidos em 200ul de uma solu¢do contendo saponina 0,01% e RNAse
(0.2mg/mL) e incubados a 37°C por 60 minutos, o que tornou a membrana plasmatica
permedvel. Posteriormente foi adicionado iodeto de propidio (50ug/mL) em PBS e as
amostras incubadas por 15 minutos sob abrigo da luz a 4°C. O iodeto de propidio
penetra na célula e se liga ao DNA. Apos transferéncia para tubos FACS, foi realizada a
leitura de 30000 eventos em cada amostra no citometro de fluxo e com auxilio do
programa FlowJo (Tree Star) foi observada a distribui¢do das células no ciclo celular,

como ilustra a figura 5.
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Figura 5. Histograma ilustrativo representando marcacéo com iodeto de propideo, referente a distribuicdo
das células SCC25 nas fases do ciclo celular (GO/G1; S; G2/M), utilizando a técnica da citometria de

fluxo.

4.6 Analise da expressao protéica

A expressdo da ciclina D1, E-caderina, B-catenina e MMP-9 foi investigada

através dos ensaios de imunofluorescéncia e citometria de fluxo.
4.6.1 Imunofluorescéncia

Para o ensaio de imunofluorescéncia, as células foram plaqueadas numa
densidade de 3x10° células/poco em 16 microplacas de 24 pogos sobre laminulas
circulares de 1,3mm. Cada intervalo de tempo foi constituido por 4 microplacas que
referiam-se aos 4 anticorpos analisados. Assim, em cada microplaca foram semeados 6
pocos, os quais foram igualmente distribuidos entre os grupos C, Los e L, (Figura 6),

sendo o experimento realizado em duplicata.
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Figura 6. Modelo de plaqueamento adotado para o ensaio da imunofluorescéncia.

Tanto as células tratadas com o laser como o grupo controle foram submetidas a
imunofluorescéncia para a deteccdo das proteinas ciclina D1, E-caderina, -catenina e
MMP-9. Foi adotado o protocolo utilizado no Laboratério de Biologia Molecular e
Gendmica do Departamento de Biologia Celular e Genética do Centro de Biociéncias da
UFRN. Para B-catenina foi também analisada a localizacdo da marcagdo, se presente na
membrana citoplasmatica, membrana nuclear ou nucleo.

A cada intervalo de tempo proposto (0, 24, 48 e 72 h), as células dos dois grupos
experimentais e controle foram lavadas em solugo tampdo fosfato-salina livre de Ca**e
MG* (PBS), pH 7,2 e fixadas em paraformaldeido 4% por 10 minutos. As amostras
passaram por 3 lavagens com PBS durante 5 minutos e entdo incubadas com solugao-
tampao Tris (TBS)/Triton 0.5% por 30 minutos, 3 lavagens com TBS, seguindo para
bloqueio com TBS/BSA (soro albumina bovina) 5% por 60 minutos e posteriormente 2
lavagens com TBS.

Na camara tmida constituida por placa de petri, parafilm e algodao umedecido
(Figura 7) procedeu-se a incubacdo com o anticorpo primdrio e secunddrio. As
especificagdes dos anticorpos utilizados encontram-se no quadro 2. Como anticorpo
secundério foi utilizado o Alexa Fluor® 488 F(ab')2 (Invitrogen) na concentracdo final
de 1:500ul. Os anticorpos foram diluidos em TBS/BSA 1% e todas as incubagdes foram

realizadas por 60 minutos, sendo os primdrios a 37°C e o secunddrio a 4°C.



