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RESUMO

O carcinoma espinocelular de boca (CEC) é a neoplasia maligna mais comum
da cavidade oral, correspondendo a aproximadamente 94% dos casos dessa regido. O
laser de baixa intensidade demonstra efeitos basicos anti-inflamatério, analgésico e de
biomodulagdo, porém ndo € consenso na literatura seu papel em lesdes malignas e
desordens potencialmente malignas orais, bem como no microambiente tumoral. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da laserterapia de baixa intensidade (LTBI)
em modelo de carcinogénese oral induzida por 4-nitroquinolina-n-oxido (4-NQO). Para
isso, 96 camundongos da linhagem swiss foram submetidos a aplicacéo topica de 1% de
4-NQO em superficie do dorso lingual, diariamente, durante 20 semanas. Os animais
foram divididos em oito grupos: um grupo controle negativo (GCN) que recebeu o diluente
do 4-NQO (DMSO), um grupo controle positivo (GCP) com administragdo de 4-NQO 1%, e
seis grupos experimentais (GT) submetidos a aplicagdo de 4-NQO 1% e tratados com
LTBI [laser vermelho (LV) e infravermelho (LIV)]: comegando na semana zero (GT1 com
LV e GT4 com LIV), na décima segunda semana (GT2 com LV e GT5 com LIV) e na
décima sexta semana (GT3 com LV e GT6 com LIV). Os animais foram eutanasiados ao
fim das 20 semanas e as linguas foram removidas para processamento e confecgéo de
laminas histolégicas para analise da presenga e severidade das alteragbes celulares e
arquiteturais das lesbdes (displasicas e neoplasicas), reagbes de imuno-histoquimica
(Ciclina D1 e Ki-67), dosagens de mieloperoxidase (MPO), n-acetil-3-d-glicosaminidase (n-
AG), malondialdeido (MDA), glutationa reduzida (GSH), proteinas totais, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1B (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6). Para todas as analises
foi utilizado o software estatistico GraphPad Prism 5.0®, com nivel de significancia p<0,05.
O grupo que recebeu apenas 4-NQO apresentou aumento significativo da frequéncia de
carcinoma (p<0,001), aumento da expressdo nuclear positiva para Ciclina D1 e Ki-67
(p<0,005), além de aumento dos niveis de TNF-a, IL-1B, IL-6, MPO, n-AG, MDA e
proteinas totais (p<0,001) quando comparados ao GCN; e todos os grupos tratados com
laser, independente se vermelho ou infravermelho, apresentaram redugéo significativa
desses parametros. Por fim, viu-se aumento dos niveis de glutationa reduzida apenas nos
grupos tratados com LIV quando comparados ao grupo 4-NQO (p<0,001). Estes resultados
evidenciam que a laserterapia de baixa poténcia (com laser vermelho e infravermelho)
reduziu o desenvolvimento de tumores em modelo de carcinogénese oral induzido por 4-
NQO na lingua de camundongos, e este efeito foi acompanhado de uma reducéo da
expressao de marcadores associados a proliferagéo e agressividade tumoral, redugéo de
influxo de células inflamatérias, de citocinas associadas aos mecanismos de inflamagao e
carcinogénese (TNF-q, IL-1B, IL-6), além de uma melhora no equilibrio redox tecidual.

Palavras chave: laserterapia, carcinoma de células escamosas, 4-nitroquinolina-n-oxido.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (CEC) is the most common malignant neoplasm
of the oral cavity, corresponding to approximately 94% of cases in this region. Low-intensity
laser demonstrates basic anti-inflammatory, analgesic and biomodulation effects, but there
is no consensus in the literature regarding its role in oral malignant lesions and potentially
malignant disorders, as well as in the tumor microenvironment. The objective of this work
was to evaluate the influence of low-level laser therapy (LTBI) in a model of oral
carcinogenesis induced by 4-nitroquinoline-n-oxide (4-NQO). For this, 96 Swiss mice were
subjected to topical application of 1% 4-NQO on the surface of the lingual dorsum, daily, for
20 weeks. The animals were divided into eight groups: a negative control group (GCN)
treated with 4-NQO diluent (DMSO), a positive control group (GCP) treated with 1% 4-
NQO, and six experimental groups (GT) treated with with 4-NQO 1% and co-treated with
LTBI [red laser (LV) and infrared laser (LIV)]: starting at week zero (GT1 with LV and GT4
with LIV), at the twelfth week (GT2 with LV and GT5 with LIV) and in the sixteenth week
(GT3 with LV and GT6 with LIV). The animals were euthanized after 20 weeks and the
tongues were removed for processing and making histological slides for analysis of the
presence and severity of cellular and architectural alterations of the lesions (dysplastic and
neoplastic), immunohistochemical reactions (Ciclin D1 and Ki-67), myeloperoxidase (MPO),
n-acetyl-B-d-glucosaminidase (n-AG), malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH),
total proteins, tumor necrosis factor alpha (TNF- a), interleukin 18 (IL-1B) and interleukin 6
(IL-B). For all analyses, the statistical software GraphPad Prism 5.0® was used, with a
significance level of p<0.05. The group that received only 4-NQO showed a significant
increase in the frequency of carcinoma (p<0.001), an increase in the frequency (%) of
positive expression for Cyclin D1 and Ki-67 (p<0.005), in addition to increased levels of
TNF-q, IL-18, IL-6, MPO, n-AG, MDA and total proteins (p<0.001) when compared to GCN;
and all groups treated with laser, regardless of whether red or infrared, showed a significant
reduction in these parameters. Finally, there was an increase in reduced glutathione levels
only in the groups treated with LIV when compared to the 4-NQO group (p<0.001). These
results show that low level laser therapy (with red and infrared laser) reduced the
development of tumors in a model of oral carcinogenesis induced by 4-NQO in the tongue
of mice, and this effect was accompanied by a reduction in the expression of markers
associated with tumor proliferation and aggressiveness, reduced influx of inflammatory
cells, cytokines associated with mechanisms of inflammation and carcinogenesis (TNF-q,

IL-1B, IL-6), in addition to an improvement in tissue redox balance.

Keywords: laser therapy, squamous cell carcinoma, 4-nitroquinoline-n-oxide (4-NQO).
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1. INTRODUGAO

O carcinoma espinocelular (CEC) € a neoplasia maligna mais
frequente da cavidade oral, com altas taxas de incidéncia, morbidade e
mortalidade na populagdo mundial ao longo dos anos (CHAMOLI et al., 2021).
Essa neoplasia € causada por fatores extrinsecos, como tabaco, produtos
quimicos, radiacdo, e organismos infecciosos; e fatores intrinsecos, como
mutagdes genéticas, alteragbes epigenéticas, desordem de horménios e
condigbes imunes. Esses fatores podem agir em conjunto ou em sequéncia
para iniciar e promover as etapas da carcinogénese (SILVEIRA et al., 2019).

O tratamento do CEC é baseado principalmente em cirurgia,
quimioterapia e radioterapia em diferentes combinagbes - tratamentos que
produzem, ao mesmo tempo, efeitos colaterais graves que tém um impacto
negativo na qualidade de vida dos pacientes (SILVEIRA et al., 2019).

Tornou-se amplamente evidente que terapias adjuntas para
gerenciar as consequéncias dos protocolos terapéuticos para esses pacientes
nao sao mais adiaveis e, portanto, muitos autores sugerem a possibilidade de
investigar os potenciais efeitos benéficos da fotobiomodulagdo (PBM) em
pacientes com carcinoma de células escamosas (ZECHA et al., 2016).

Fotobiomodulacdo é a aplicacdo de luz vermelha ou infravermelha
com o intuito de restaurar e estimular processos fisiolégicos e reparar danos
causados por lesdes ou doencgas. A energia luminosa interage com o tecido e
promove efeitos analgésicos, anti-inflamatérios e biomoduladores teciduais que
podem auxiliar no processo de reparacao tecidual. Além disso, é considerada
uma terapia nao invasiva, sem efeitos citotoxicos ou interagdo medicamentosa,
possui facil aplicagao e boa aceitagao pelos pacientes na pratica clinica (ZADIK
etal., 2019).

A “janela o6ptica” na qual a penetragéao efetiva da luz nos tecidos é
maximizada esta entre aproximadamente 600nm e 1200nm. A luz do laser de
baixa energia produz efeitos fotoquimicos pelos quais penetra na mucosa sem
superaquecer ou produzir efeitos colaterais. Os fétons emitidos atingem a
membrana mitocondrial interna e a luz atua sobre a citocromo c-oxidase (COX)

com a consequente produgdo de trifosfato de adenosina (ATP), espécies
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reativas de oxigénio (EROs) e liberagao de 6xido nitrico (NO) (REZK-ALLAH et
al., 2019).

Nos ultimos anos tem havido um aumento no uso de
fotobiomodulagcdo com laser para o gerenciamento de efeitos adversos
decorrentes dos tratamentos antineoplasicos, em especial a mucosite oral
(MO). Com base em seus efeitos positivos ja demonstrados na literatura, a
Multinational Association of Supportive Care in Cancer (MASCC) e a
International Society of Oral Oncology (ISOO) indicam o uso clinico da PBM
para o manejo da MO. No entanto, devido ao numero limitado de estudos
clinicos que comprovam a seguranga da aplicagdo em células tumorais,
recomendam seu uso com cautela e longe dessas areas (HANNA et al., 2020)

Pouco se sabe sobre a acdo da laserterapia de baixa poténcia
(LTBI) em células displasicas e neoplasicas. Estudos in vitro mostram
resultados controversos, enquanto alguns demonstram efeitos inibitérios nas
células tumorais, outros mostram efeitos estimuladores na progressdo do
tumor. No entanto, esses modelos revelam pouca semelhangca com as
condigbes fisiopatoldgicas de um organismo, além de interagbes celulares
limitadas (GOMES HENRIQUES et al., 2014).

Até agora, apenas trés estudos in vivo analisaram o efeito da LTBI
em um modelo de -carcinogénese oral. Os resultados obtidos foram
divergentes, tendo um dos estudos mostrando aumento no grau de
diferenciacdo tumoral (MONTEIRO et al.,, 2011), enquanto outro mostrou
reducao na incidéncia de carcinomas in situ e invasivos (OTTAVIANI et al.,
2016), ao passo que um terceiro estudo mais recente nao mostrou piora clinica
e histolégica de tumores irradiados (NECULQUEO et al., 2022). Como foram
desenvolvidos em diferentes modelos experimentais, com diferentes
parametros quimicos cancerigenos e de irradiagdo, nao é possivel realizar uma
comparacao efetiva entre eles (HAMBLIN et al., 2011).

Portanto, considerando os beneficios da PBM no manejo da MO em
pacientes com cancer de cabega e pesco¢co e os resultados inconclusivos
sobre os efeitos dessa terapia na displasia epitelial oral ou em células tumorais,
este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da LTBI com laser vermelho e
infravermelho em um modelo de carcinogénese oral induzida por 4-NQO em

camundongos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cancer de boca, carcinogénese oral e microambiente tumoral

As estimativas mundiais a respeito dos canceres de labio e de
cavidade oral reportam cerca de 15.100 novos casos por ano, correspondendo
a um risco estimado de 10,30 casos novos a cada 100 mil homens e 3,83 a
cada 100 mil mulheres (INCA, 2023). Dentre os tipos de neoplasias malignas
que afetam a cavidade oral, o carcinoma espinocelular oral (CEC) constitui
mais de 90% dos casos, apresentando altas taxas de morbimortalidade
(TEIXEIRA et al., 2009). Vale destacar que a incidéncia do mesmo na América
Latina foi de 19.898 novos casos em 2018 e 7.874 obitos, configurando um
grave problema de saude no cenario global (FERLAY et al., 2018).

O CEC é uma neoplasia maligna caracterizada por proliferagao
incontrolada e disseminacado de células anormais, que pode ser causada por
fatores extrinsecos, como tabaco, produtos quimicos, radiagdo, e organismos
infecciosos; e fatores intrinsecos, como condicdes imunes e mutacdes
genéticas. Trabalhos publicados previamente ja demonstraram o alcool e o
tabaco como os principais fatores de risco para o cancer de boca, e estes
parecem ser 0s principais responsaveis pela desproporcédo entre a incidéncia
do sexo masculino em relacdo ao sexo feminino. Além destes, a exposicao
solar excessiva sem a devida protecdo ao longo dos anos constitui-se um
consideravel fator de risco para o cancer de boca, especialmente o de labio
(MONTERO et al., 2015).

Outros fatores etiolégicos relacionados ao CECs sao o HPV (Human
Papiloma Virus), deficiéncias nutricionais, imunossupressao, exposi¢cao a riscos
ocupacionais e certas condigbes hereditarias (CHI; NEVILLE, 2015). Estes
fatores sdo descritos na literatura como tendo relagdo também com o
desenvolvimento do CEC em pacientes jovens (menos de 45 anos de idade)
que nao se expuseram significativamente ao tabaco e/ou alcool (LIU et al.,
2016).
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No que diz respeito a terepéutica, essa neoplasia pode ser tratada
por cirurgia, radiagcdo, quimioterapia e imunoterapia, as quais podem ser
realizadas individualmente ou em associacédo, dependendo da localizacido e do
estadio clinico do tumor (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).

A carcinogénese é o processo de formacdo de uma neoplasia
maligna, onde os estudos tém mostrado que ocorre em trés estagios: iniciacao,
promogao e progressdo. Durante esses estagios ha um acumulo de mutagdes
no acido desoxirribonucléico (DNA) celular, principalmente em genes que
garantem a ordem dos eventos do ciclo de divisdo celular, nos que reparam
eventuais erros na replicagdo do material genético ou nos que promovem e
mantém o estado de diferenciagéo celular (BELIZARIO, 2002).

No processo de carcinogénese, alteragdes celulares e moleculares
sao as primeiras a ocorrer, como alteragdes no material genético que nao séo
detectaveis por histopatologia convencional. O acumulo dessas mudancgas
moleculares ao longo do tempo causa alteragdes celulares individuais que
subsequentemente sera massivo e podera ser detectado histologicamente e,
em seguida, quando o numero de células alteradas ¢é significativo, &€ possivel
observar altera¢cdes macroscépicas em areas afetadas (RIVERA, 2012).

Ja o microambiente tumoral (MAT) é definido como um ambiente
complexo formado nao so pelas células tumorais, mas também pelas células
estromais, como macrofagos, linfécitos, células endoteliais, pericitos e
fibroblastos, as quais sido atraidas para este local e estdo em constante
interagcdo entre si e com as células tumorais, através da liberagédo de citocinas.
Somado a isso, temos ainda a presenca da matriz extracelular, a qual pode
interagir de diferentes maneiras com os componentes do MAT, dependendo da
sua composigao e das integrinas que essas células possuem. Além disso,
durante a progressao tumoral, essa matriz vai sendo modificada e degradada,
liberando outras citocinas que interagem diretamente no MAT (RAMOS et al.,
2016).

Desde o inicio da formacao do tumor, a partir das primeiras células
alteradas e formagao de desordens potencialmente malignas, passando pelo
rompimento da membrana basal e invasao do tecido conjuntivo subjacente,

entrada nos vasos sanguineos e formacdo dos émbolos tumorais, até o
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preparo do nicho metastatico e a presenga de macrometastases, temos a
participagédo das células estromais (ZADIK et al., 2019).

No CEC, assim como em outros tumores soélidos, no primeiro
momento as células do estroma atuam impedindo o crescimento do tumor,
induzindo essas células com pequenas alteracbes no DNA a apoptose.
Entretanto, conforme as células tumorais vao adquirindo novas mutacdes e
habilidade, as células estromais vdo sendo ativadas de modo favoravel ao
tumor. No caso especifico do CEC, conforme a desordem potencialmente
maligna evolui, ha um aumento na atividade angiogénica, produgao de
metaloproteinases da matriz e uma mudanca no perfil das células inflamatadrias,
diminuindo a quantidade de células dendriticas, apoptose de linfocitos T CD8, e
aumento de macrofagos e linfocitos T CD4 reguladores (CURRY et al., 2016).

Dentre as células imunes presentes no MAT, podemos destacar: os
macrofagos e suas polarizagdes em M1 e M2; os linfécitos T (CD8, CD4
auxiliar e CD4 regulador), B e NK (natural killer); células supressoras de origem
mieldide (MDSCs); neutréfilos e suas polarizagdes em N1 e N2. Ja dentre as
citocinas inflamatérias, temos, principalmente: TNF- a, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-12, TGF- B. As citocinas inflamatdrias liberadas pelas células presentes
no MAT sao extremamente importantes para a manutencao da intensa rede de
comunicacgao celular do MAT e, consequentemente, as diferentes atividades do
tumor (BALKWILL et al., 2012).

Em CEC, tanto as células tumorais quanto as células do estroma
liberam inumeras citocinas inflamatérias e aumentam a expressao de seus
fatores de transcrigdo: STAT3 para a IL-6 e NFkB para IL-1 e TNF-a (FELLER
et al., 2013). Alguns estudos tém revelado que IL-6 induz angiogénese e
linfangiogénese, transigdo epitélio-mesénquima e resisténcia a quimioterapia
(SILVEIRA et al., 2019) enquanto IL-1 promoveu in vitro transformagao maligna
de queratinécitos orais displasicos e estimulou células de CEC a secretar IL-6,
IL-8 e a quimiocina CXCL1 (LEE et al., 2012); e TNF-a aumentou in vitro a
unido entre as células endoteliais e linhagens de células de CEC,
provavelmente aumentando o potencial metastatico deste tumor (SONG et al.,
2012). TNF-a também esta relacionado com angiogénese, crescimento e o

fendtipo de células-tronco tumorais (LAl et al., 2016).
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Pesquisas recentes tém mostrado que as células inflamatérias e
suas citocinas afetam o comportamento migratorio das células tumorais,
levando alguns autores a acreditar que sejam as grandes responsaveis pelo
inicio do processo de transi¢cao epitélio-mesénquima, através da ativagao de
diferentes fatores de transcricdo, como o NFkB e STAT-3 (SMITH et al., 2013).
Segundo Lai et al. (2016), os fatores de crescimento e as citocinas presentes
no MAT se ligam aos seus receptores nas células tumorais e levam a ativagao
de fatores de transcricdo que estdo relacionados com os eventos migratorios
das células. Sendo assim, os fatores de crescimento e as citocinas irdo
modular a dindmica e o tipo de migracéo celular.

Existem diversos marcadores associados a progressdo e
agressividade tumoral, como Ki-67 e Ciclina D1 (SOBECKI et al., 2017). O
primeiro € uma proteina nuclear importante na sinalizagédo de divisdo celular,
estando associada a transcricdo do RNA ribossomal, com propriedades
importantes para a regulacdo do ciclo celular, sendo considerado um
importante marcador para identificacdo de proliferacdo celular. E altamente
expresso em diversos tipos de cancer e tem sido associado a marcador de
carater prognéstico, podendo ser indicativo para avaliacdo de proliferagédo de
células tumorais e invasdo (SOBECKI et al, 2017). Ja a Ciclina D1
desempenha um papel critico na transicdo entre as fases G1 e S do ciclo
celular. A superexpressado da proteina e amplificacdo do gene da Ciclina D1
foram relatados em varios tumores humanos, incluindo CEC. A expressao
aumentada dessa proteina é sinal de iminente transformac¢ao maligna (MANSY
et al., 2020).

Quanto ao metabolismo celular, as células do cancer, quando
expostas a condi¢des adversas como hipdxia e limitagdo de nutrientes,
necessitam adaptar-se por meio de mudancas moleculares que impactam na
glicolise e fungbes mitocondriais (MARTINEZ-OUTSCHOORN et al., 2016).
Dentro deste contexto, o estresse oxidativo — o desequilibrio entre a producao
e eliminacdo de espécies reativas - participa no controle da reprogramacéao
metabdlica das células do cancer e das demais células presentes no
microambiente tumoral e essas vias metabdlicas reprogramadas podem

tambeém alterar o equilibrio redox (KIM, 2016).
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O metabolismo energético celular alterado no cancer foi
originalmente descrito por Otto Warburg, que observou que essas células
optam por realizar a glicolise aerdbica mesmo na presenga de oxigénio,
enquanto as células normais oxidam a glicose total disponivel nas mitocéndrias
(GAUDE & FREZZA, 2016). Nesse processo, as células cancerigenas sofrem
modificagdes para manter suas necessidades biossintéticas - aumento na
producdo de ATP e macromoléculas, bem como manutencdo redox (NATH;
CHAN, 2016). Alteragcbes no metabolismo energético do tumor tém sido
associadas a metastase, resisténcia ao tratamento e diminuicdo de sobrevida
do paciente (DONG et al., 2017; SUN et al., 2017).

Pacientes com cancer bucal apresentam aumento da oxidacdo de
DNA/proteinas e redugdo de antioxidantes na saliva (BAHAR et al., 2007),
indicando um desequilibrio na homeostase redox. Diversos marcadores de
atividade antioxidante foram reduzidos no CCP (SUBAPRIYA et al., 2002;
BANERJEE et al., 2017). Varios estudos indicam um aumento do estresse
oxidativo em amostras de CCP e desordens potencialmente malignas (KORDE
et al., 2011; BAIAI, 2014; BANERJEE et al., 2017).

O malondialdeido (MDA) é uma substéncia reativa ao acido
tiobarbiturico (TBARS), produto da peroxidagao lipidica. O aumento desse
processo indica elevagao da producao de radicais livres, que podem desnaturar
proteinas, alterar a estrutura de nucleotideos e causar doengas inflamatodrias. A
producao excessiva de MDA contribui para o aumento da resposta inflamatéria
por ativacdo de citocinas pro-inflamatorias (LORENTE et al.,, 2013). Ja
a Glutationa reduzida (GSH) é um tripeptideo presente nas células, que em sua
forma reduzida age como antioxidante, mantendo os grupamentos tidlicos nas
proteinas em estado reduzido. Seu aumento estd comumente associado a
recuperacao do equilibrio redox (LORENTE et al., 2013).

Apesar dos avangos, o0 entendimento do papel da resposta
inflamatoéria sobre o prognéstico e o comportamento invasivo de células do
CEC ainda é limitado. Estudos tém procurado compreender o processo de
indugcdo e progressdao do cancer de boca em modelos animais. Existem
diversos modelos experimentais de carcinogénese e o modelo quimico de
inducéo parece ser o mais préximo da realidade clinica, sendo o da aplicagao
de 4-nitroquinolina-n-6xido (4-NQO) o mais utilizado. Os modelos de
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carcinogénese por administracdo do 4-NQO demonstram uma evolugédo clinica
e histopatologica semelhante as fases observadas nos carcinomas de células
escamosas em humanos, desde a fase de carcinoma in situ até o estadio bem
diferenciado, seguindo a gradacgao histopatolégica da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) para o carcinoma de células escamosas (BARCESSAT et al.,
2014).

O 4-NQO é uma quinolina que possui uma estrutura aromatica
heterociclica de formula C9H7N que pode ser encontrada naturalmente no
ambiente, mas é tipicamente fabricado para fins de pesquisa. O 4-NQO tem
sua degradagdo no metabdlito reduzido 4-hidroxiaminoquinolina 1-6xido
(4HAQO), e esse metabdlito se liga covalentemente a macromoléculas
celulares, como acidos nucléicos e proteinas, causando dano ao material
genético através da producado de espécies reativas de oxigénio (KANOJIA et
al., 2006).

O modelo de inducdo com o 4-NQO costuma ser realizado com a
administragao da solugao diluida em agua ou através da friccdo da solugao na
mucosa oral (TANG et al., 2004). Acredita-se que a administragcao através da
friccdo possa causar menos efeitos sistémicos téxicos indesejados em outras
regides do organismo, visto que a quantidade ingerida se torna menor. Além
disso, & possivel delimitar e prever as areas afetadas pelo agente carcindégeno
(BARCESSAT et al., 2014).

O tratamento do cancer de boca estd associado a varias
complicagbes: dermatite, xerostomia, ageusia, disfagia, odinofagia, edema em
tecidos moles, carie de radiagao, trismo, osteorradionecrose e alteragdes
inflamatdrias da cavidade oral denominadas de mucosite, bem como outras.
Uma das formas de tratamento para essa condi¢ao ulcerativa da mucosa oral é
a aplicacao local do laser de baixa intensidade, que atua promovendo um

reparo tecidual por meio de um efeito bioestimulador (ZECHA et al., 2018).

2.2. Laserterapia de baixa intensidade

A laserterapia de baixa intensidade (LTBI, do inglés, Low Level

Laser Therapy) é utilizada no intuito de promover alteragdes fotoquimicas nos
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tecidos-alvo sem que ocorra perda estrutural (FREITAS et al., 2015). Essas
alteracbes ocorrem devido a absorcédo pelo tecido alvo da luz emitida pela
LTBI. As propriedades do laser como comprimento de onda, densidade de
forca (ou irradiancia), densidade de energia ou fluéncia e poténcia determinam
0 quanto de luz podera ser absorvida pelo tecido. Por outro lado,
caracteristicas da regido como anatomia, fisiologia, patologia e 6ptica tecidual,
bem como a idade e estado de saude do paciente, sdo capazes de alterar a
taxa de absor¢do da luz durante a terapia. Portanto, todos esses fatores
citados anteriormente sao cruciais na determinagdo da dose de energia a ser
aplicada (BRANDAO et al., 2018).

O laser é uma forma de radiacdo nao-ionizante, altamente
concentrada, que em contato com os diferentes tecidos resulta em efeitos
térmicos, fotoquimicos e nao-lineares. As diferengas em efeitos sao resultantes
da diferenga dos meio-ativos, os quais determinam o comprimento de onda da
radiacao emitida. A radiacéo a laser é n&o invasiva e muito bem tolerada pelos
tecidos (BOLTONG et al., 2015). Quando utilizada nos tecidos e nas células, a
mesma nao € baseada em aquecimento, ou seja, a energia dos fétons
absorvidos nado é transformada em calor, mas em efeitos fotoquimicos,
fotofisicos e/ou fotobiologicos (FREITAS et al., 2015).

Os lasers de baixa poténcia utilizam o comprimento de onda entre
480nm a 780nm, sendo o intervalo 600-690nm correspondente ao vermelho
(LV) e 780-830nm ao infravermelho (LIV). Quanto a energia da emisséo laser,
o LV é mais energético, por possuir menor comprimento de onda, por isso
penetra menos no tecido, agindo mais superficialmente; enquanto LIV € menos
energético, por possuir maior comprimento de onda, contudo penetra mais no
tecido, agindo em profundidade (SILVEIRA et al., 2019).

Quando a luz interage com as células e tecidos na dose adequada,
certas funcdes celulares podem ser estimuladas, como a ativagao de linfécitos
e mastdcitos, o aumento na produgao de ATP mitocondrial e a proliferacéo de
varios tipos de células, promovendo, assim, efeitos anti-inflamatérios
(PAGLIONI et al., 2019).

Quando aplicado, sabe-se que o laser inicia um processo que
envolve a ativagado de cromoforos enddgenos provocando eventos fotofisicos

e fotoquimicos com consequentes desfechos terapéuticos, os quais podem
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incluir a modulagdo do processo inflamatério (alivio da dor, diminuicao do
edema e vermelhid&o tecidual) e a aceleragao do reparo de diferentes tecidos
(aumento da proliferacdo e da migracéo celulares e da sintese de colageno)
(ZANIN et al., 2010).

Sugere-se que a irradiagcado do laser seja absorvida pelo citocromo-C
oxidase na mitocdndria, fotoexcitando este cromoforo e gerando,
consequentemente, um aumento na producdo de adenosina trifosfato (ATP)
(ZECHA et al.,, 2018). A luz é absorvida por moléculas do tecido alvo
(cromoforos ou fotorreceptores) que possuam afinidade por determinado
comprimento de onda e a absorgéo luminosa ocorre em ambito atébmico, onde
os elétrons captam essa energia luminosa e partem para um estado excitado
de energia. Esta energia é utilizada pelas células nas suas fungdes
metabdlicas e a energia luminosa é transformada em outro tipo de energia, a
qual a célula é capaz de reconhecer e responder. Apds as reagdes primarias
de fotorrecepcgao, € desencadeada uma cascata de reacdes secundarias que
ocorrem na auséncia de luz e possuem papel amplificador das reacdes
primarias (ZANIN et al., 2010).

Nesse contexto, estudos mostram que a fotobiomodulagédo com LTBI
acelera a migragdo de queratinécitos e estimula a sintese de diferentes
proteinas, acelerando o processo de reparo tecidual e qualificando
propriedades biomecanicas teciduais (SOUZA et al., 2011). Também tem sido
demonstrado que o LTBI é capaz de biomodular a expressao de
cicloxigenase-2 (COX-2), fatores de necrose tumoral alfa (TNF-a),
prostaglandina E2 (PG2) e interleucina 1-beta (IL-1B), portanto afetando a
resposta inflamatéria em modelos animais (OLIVEIRA et al.,, 2017). Além
disso, a LTBI esta relacionada a efeitos positivos no manejo da mucosite oral
ao promover o reparo tecidual e desencadear efeitos anti-inflamatérios
(SILVEIRA et al., 2019)

Na pratica clinica odontoldgica, a laserterapia de baixa intensidade
ja vem sendo bastante utilizada, apresentando efeitos positivos na
cicatrizagado de feridas cirurgicas, melhora de cicatrizagdo em pacientes com
osteonecrose dos maxilares, progresso no tratamento de parestesias do
nervo alveolar inferior, dentre outros. Entretanto, os protocolos existentes na

literatura ainda ndo sado bem definidos e acabam divergindo no que diz
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respeito a poténcia selecionada, quantidade de pontos escolhidos para
aplicagéo, e tempo de utilizagéo do laser (BRANDAO et al., 2018).

Em pacientes oncologicos que estdo sob regime de quimioterapia
e/ou radioterapia, a laserterapia tem conhecida habilidade de melhorar
significativamente a cicatrizagdo de mucosites decorrentes do tratamento
antineoplasico (DE OLIVEIRA et al., 2015).

A Associagado Multinacional de Suporte ao Cancer recomenda o uso
da terapia com laser de baixa intensidade (comprimento de onda até 660nm,
poténcia de 40mW e uma energia tecidular de 2J/cm?) na prevencao da
mucosite oral em pacientes que efetuaram transplante de células
hematopoiéticas apds condicionamento com quimioterapia de altas doses,
com ou sem irradiagdo corporal total, e comprimento de onda até 820nm,
poténcia de 60mW e uma energia tecidular de 4J/cm? nos casos de mucosite
ja instalada.

Apesar dos seus inumeros efeitos bioldgicos positivos, ainda nao é
bem descrito na literatura a influéncia e seguranca da LTBI em lesbes
malignas, desordens potencialmente malignas ou em areas adjacentes, e de
que maneira o laser de baixa intensidade pode influenciar e modificar o

microambiente tumoral.

2.3. Efeitos da laserterapia de baixa poténcia no cancer oral

2.3.1. Estudos in vitro com impactos positivos da terapia com LTBI em

linhagens de células de cancer oral (SCC).

Shaffer et al. (1997) e Sroka et al. (1999) analisaram os efeitos da
terapia com LTBlI em SCC humanas da mucosa gengival (ZMK e ZMK1). Com
base nos resultados da coloracdo BrdU, ambos os estudos ndo observaram
nenhuma alteragao significativa no indice mitético de células tumorais quando
tratados com LTBI (lasers de 630nm, 635nm e 805 nm; 50-150 mW cm?; 20J
cm?) em comparagao com controles nao tratados.

Schartinger et al. (2012) investigaram os efeitos da LTBI de 660nm
na proliferacao, distribuicdo do ciclo celular e apoptose em linhagens de células
de carcinoma oral humano (SCC25), uma linhagem celular epitelial bronquica
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nao maligna e fibroblastos normais derivados do periodonto. Este estudo
observou que os tratamentos com LTBI em irradiagcado de 0,39 a 63,7 mW cm?
por 15 minutos resultou em proliferacdo de fibroblastos, mas reduziu a
viabilidade celular de células epiteliais e SCC, observado com o ensaio MTT.
Examinando o ciclo celular com analises de iodeto de propidio, os autores
relataram uma porcentagem aumentada de células SCC em fase S que
também demonstraram aumento da apoptose com coloragdo de anexina V.

Sperandio et al. (2013) examinaram separadamente os efeitos da
terapia com LTBI de 660nm e 780nm em trés linhagens de células,
especificamente queratinocitos orais displasicos, SCC9 e SCC25. Os
resultados mostraram diminuicdo da viabilidade celular em todas as trés
linhagens. Além disso, também foi observado que as expressdes de Akt,
HSP70, S6 e ciclina D1 foram significativamente moduladas por tratamentos
com LTBI e correlacionadas com aumento da apoptose de células tumorais.

Outro estudo de Liang et al. (2015) examinou os efeitos de
fotobiomodulacdo (810 nm) em uma linhagem celular de cancer oral humano
(OC2) e células fibroblasticas gengivais humanas normais. A terapia com LTBI
foi realizada em fluéncias variaveis de 0 a 60J cm? e observou-se que as
células tumorais tém viabilidade reduzida, juntamente com uma contagem
aumentada de células no grupo G1 e fases sub-G1 do ciclo celular. Além disso,
a producao de EROs, reducdo da metaloproteinase da matriz (MMP) e
aumento da apoptose mediada por caspase-3 foram evidentes em células OC2
tratadas com LTBI.

Em estudos subsequentes de Schalch et al. (2016) efeitos
semelhantes foram observados com tratamentos de LTBI de 660nm e 780nm
em células SCC9 a 4J cm?, demonstrando a existéncia de viabilidade reduzida

de células tumorais, aumento da apoptose e redu¢ado da migragao celular.

2.3.2. Estudos in vitro com impactos negativos da terapia com LTBl em SCC.

Dois estudos de Pinheiro et al. (2002) e um de Werneck et al. (2005)
utilizaram a linhagem celular HEp-2 e analisaram a proliferagao celular usando

o ensaio MTT. Esses estudos relataram a ocorréncia de um aumento



26

significativo na proliferagdo celular apos tratamentos com 635nm, 670nm,
685nm e 830nm em comparagao com controles nao tratados.

Uma resposta semelhante foi relatada por Kreisler et al. (2003) que
usaram a LTBI com tratamentos de 809nm em células de carcinoma de laringe
humano e avaliaram a proliferagédo usando o ensaio Alamar Blue.

Curiosamente, Castro et al. (2005) avaliaram a proliferagdo de
células de carcinoma oral de linhagem KB tratadas com 685nm e 830nm e
observaram aumento da proliferacéo de células tumorais com o ensaio MTT.

Finalmente, Henriques et al. (2014) usaram a LTBI com aplicagao de
660nm de energia em uma linhagem celular de lingua (SCC25) e observaram
um aumento da proliferagdo de células tumorais. Eles realizaram analises do
ciclo celular onde uma subpopulacao celular predominante nas fases S e G2/M
foi observada. Isso se correlacionou com achados de aumento de ciclina D1 e
B-catenina e diminuicao da expressao de MMP-9 que se correlacionou com um

aumento do potencial invasivo dessas células tumorais.

2.3.3. Estudos in vivo utilizando LTBI em modelos de carcinogénese.

Trés estudos in vivo (modelos animais) examinaram os efeitos da
terapia com LTBI em tumores orais. Monteiro et al. (2011) avaliou o efeito da
LTBI de 660nm no cancer induzido quimicamente [9,10-dimetil-1,2-
benzantraceno/DMBA trés vezes por semana durante oito semanas] da
mucosa oral de hamsters sirios. Os animais foram tratados com LTBI (424 mW
cm? por 133 segundos em dias alternados por quatro semanas, com um valor
total de fluéncia de 56,4 cm? por sessao de tratamento. Enquanto os grupos
tratados com LTBI demonstraram 40% de CEC bem diferenciado, 20% de CEC
moderadamente diferenciado e 40% CEC indiferenciado, o grupo nao tratado
com LTBI demonstrou 80% de CEC bem diferenciado e 20% moderadamente
diferenciados, com diferenga estatisticamente significativa. Com base nessas
observacdes, os autores concluiram que a terapia com LTBI pode promover
uma progressao da gravidade do CEC in vivo.

Em contraste, Ottaviani et al. (2016) exploraram os efeitos da terapia

com LTBI em varias células cultivadas e modelos in vivo de cancer. Entre eles,
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um de seus estudos envolveu um modelo de CEC induzido por 4-NQO (16
semanas em agua potavel) em camundongos fémeas C57BL/6. Um grupo
desses animais foi tratado com LTBI (970 nm; 200 mW, por 30 segundos
quatro vezes por semana durante quatro semanas; 6J cm?). O exame
histopatolégico demonstrou que a terapia com LTBI reduziu significativamente
a incidéncia de lesdes displasicas, bem como o numero e a porcentagem de
CECs in situ e invasivos nesses animais em comparagao com os controles néo
tratados. Analises imuno-histoquimicas de amostras de tumor usando
coloracdo de CD31 observaram padrdes de vascularizagdo tumoral mais
regulares e estruturados. Com base nessas observagbes, os autores
concluiram que a terapia com LTBI inibe a progresséo do tumor.

Por fim, Neculqueo et al. (2022) avaliou os efeitos da LTBI em
camundongos fémeas C57BI/6 em modelo quimicamamente induzido com 4-
NQO diluido na agua por 16 semanas. Na 18% e 192 semanas, laser de diodo
com comprimento de onda de 660nm foi aplicado na lingua dos animais por
sete sessdes (um grupo recebeu 1,5J de energia e outro grupo recebeu 9J de
energia, ambos com poténcia de 100 mW). Os resultados evidenciaram que a
LTBI, em ambos os parametros utilizados, ndo influencia nas caracteristicas

clinicas e histologicas de lesdes de leucoplasia oral e CEC.

2.3.4. Estudos clinicos utilizando LTBI em pacientes com neoplasias de cabeca

e pescogo (CCP).

A literatura relata apenas dois estudos clinicos que analisaram o
impacto da terapia com LTBI utilizada para a prevengao de mucosite oral (MO)
em pacientes com cancer de cabeca e pescoco.

Antunes et al. (2017) avaliaram retrospectivamente a sobrevida
global, livre de doengca e sem progressdao de 94 pacientes com CCP
submetidos a terapia com LTBI (660nm, 100 mW, 1J - 4J cm?) para prevenir
MO. Seu estudo demonstrou que os pacientes que receberam
fotobiomodulagao tiveram uma resposta estatisticamente melhor ao tratamento,
exibiram aumento na sobrevida livre de progressdo e uma tendéncia de melhor

sobrevida global quando comparados ao grupo placebo.
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Brandao et al. (2018) examinaram os resultados da terapia do
cancer e a incidéncia de recorréncia do tumor em pacientes com CCP
localmente avangado tratados com LTBI (660nm, 40 mW, 0,4J - 10J cm?) para
MO. Os autores concluiram que o laser profilatico ndo afetou os resultados do
tratamento do cancer primario, recorréncia, novos tumores primarios ou
sobrevida dos pacientes.

Nota-se que ainda existe uma importante preocupag¢ao em relagao a
segurancga do uso de LTBI em tecidos moles pds-operatorios que podem conter
células tumorais residuais. Isso € particularmente verdadeiro se levarmos em
consideragao o impacto fisioldgico de proliferagdo celular causada por LTBI
sobre as células ndo tumorais.

Dessa forma, temos que os achados acerca dos efeitos da LTBI no
cancer oral (a partir de estudos in vitro e in vivo) s&o incongruentes, carecendo
de mais estudos envolvendo a real resposta do laser na evolugdo dessas

desordens e seus respectivos mecanismos de agao.
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3. JUSTIFICATIVA

A laserterapia de baixa intensidade (LTBI) € uma modalidade
terapéutica local, ndo invasiva, que possui agao analgésica e anti-inflamatoéria.

Existem poucos relatos cientificos acerca dos efeitos da LTBI no
processo de tumorigénese, e esses relatos sdo extremamente conflitantes.
Somado a isso, os trabalhos pouco abordam as fases iniciais da carcinogénese
e desordens potencialmente malignas, bem como n&o avaliam citocinas e
mediadores inflamatérios envolvidos nessas etapas. Esses trabalhos também
nao costumam realizar diferenciacdo quanto ao tipo de laser aplicado, se
vermelho ou infravermelho, dificultando a padronizag¢ao dos resultados.

Portanto, permanece indefinido na literatura se a utilizagdo da LTBI é
um procedimento seguro para ser realizado em pacientes com efeitos adversos
aos tratamentos das neoplasias de cabeca e pescogo. Em vista disso, propde-
se com esse trabalho investigar o efeito do laser de baixa intensidade no
modelo de carcinogénese oral induzido pelo 4-NQO, com o objetivo de
esclarecer o impacto da utilizagdo da LTBI em regides proximas ao tumor, € o
seu comportamento em desordens potencialmente malignas e no

microambiente tumoral.
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4. PROPOSIGAO

4.1. Geral

4.1.1. Avaliar a influéncia da laserterapia de baixa poténcia em diferentes
fases do modelo de carcinogénese oral induzida por 4-nitroquinolina-n-6xido (4-

NQO) na lingua de camundongos.

4.2. Especificos

4.21. Avaliar as alteragbes microscopicas em dorso lingual de
camundongos submetidos ao modelo de carcinogénese por 4-NQO e tratados
com laser vermelho/infravermelho durante iniciagédo, progressao tumoral e logo
apods estabelecimento do tumor.

4.2.2. Avaliar taxas de proliferagao celular e agressividade (por meio de
imuno-histoquimica com os marcadores Ciclina D1 e Ki-67) no epitélio de dorso
lingual de camundongos submetidos ao modelo de carcinogénese por 4-NQO e
tratados com laser vermelho e infravermelho durante iniciagdo, progresséo
tumoral e logo apods estabelecimento do tumor.

4.2.3. Avaliar o perfil imuno-inflamatério por meio de dosagens de
marcadores associados ao influxo de células inflamatérias (MPO e n-AG) e
citocinas/ELISA (TNF-a, IL-6, IL-18) em dorso lingual de camundongos
submetidos ao modelo de carcinogénese por 4-NQO e tratados com laser
vermelho e infravermelho durante iniciagdo, progressdo tumoral e logo apos
estabelecimento do tumor.

4.2.4. Avaliar o perfil oxidativo por meio de ensaio redox (MDA e GSH)
em dorso lingual de camundongos submetidos ao modelo de carcinogénese
por 4-NQO e tratados com laser vermelho e infravermelho durante iniciacao,
progressao tumoral e logo apés estabelecimento do tumor.

4.2.5. Quantificar proteinas totais em dorso lingual de camundongos
submetidos ao modelo de carcinogénese por 4-NQO e tratados com laser
vermelho e infravermelho durante iniciagdo, progressdo tumoral e logo apos

estabelecimento do tumor.
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5. METODOLOGIA

5.1. Animais, principios éticos e calculo amostral

O presente estudo foi submetido e aceito (n° 25070622-0) na
Comissao Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Cear3,
estando de acordo com a Lei Federal n°® 11.794 (2008) e o decreto numero
6.689 (2009) que regulamentam a experimentacado animal no pais.

Fundamentado no principio dos 3R (reduction, replacement and
refinament) que norteiam as condutas éticas em animais e baseado no modelo
de carcinogénese orofaringea com 4-NQO de Tang et al. que em 2004
observou que animais tratados com solugdo 100ug/ml apresentaram maior
frequéncia de tumores que animais tratados com uma subdose de 20ug/ml
(100% versus 33%), estimou-se necessarios 12 animais por grupo de estudo a
fim de obter uma amostra que representasse 80% de poder e 95% de
confianca (Método de Fleiss com correcao de continuidade).

Um total de 96 camundongos Swiss (Mus musculus) machos com
seis a oito semanas foram acondicionados no biotério de experimentacdo do
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da referida
universidade em temperatura média de 24°C, com ciclos de 12 horas de luz-
escuro e acesso irrestrito a agua e alimento. Os animais foram aleatorizados
(comando aleatério - Microsoft Excel) em oito grupos de estudo conforme

protocolo descrito adiante.

5.2. Grupos de estudo
Foram realizados oito grupos de estudo, cada um com 12
camundongos, distribuidos aleatoriamente em:

Grupo Controle Negativo (GCN): O GCN foi submetido ao modelo
de carcinogénese oral utilizando apenas o veiculo do 4-NQO (DMSO).
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Grupo Controle Positivo (GCP): O GCP foi submetido ao modelo
de carcinogénese oral por meio de aplicagéo topica do 4-NQO a 1% diluido em

DMSO, sem aplicacao de laser.

Grupo Teste 1 (GT1): O GT1 foi submetido ao modelo de
carcinogénese oral por meio de aplicagao topica do 4-NQO a 1% diluido em
DMSO com aplicacéao de Laser Vermelho a partir da semana 0, a fim de avaliar

sua influénca durante o processo de iniciagéo.

Grupo Teste 2 (GT2): O GT2 foi submetido ao modelo de
carcinogénese oral por meio de aplicagéo topica do 4-NQO a 1% diluido em
DMSO com aplicagado de Laser Vermelho a partir da semana 12 do inicio do
protocolo, com a finalidade de avaliar sua influéncia na progressao de lesdes ja

iniciadas.

Grupo Teste 3 (GT3): O GT3 foi submetido ao modelo de
carcinogénese oral por meio de aplicagéo tépica do 4-NQO a1% diluido em
DMSO com aplicagado de Laser Vermelho a partir da semana 16 do inicio do
protocolo de carcinogénese, com a finalidade de avaliar sua influéncia em

lesdes ja iniciadas e tumores estabelecidos.

Grupo Teste 4 (GT4): O GT4 foi submetido ao modelo de
carcinogénese oral por meio de aplicacao topica do 4-NQO a 1% diluido em
DMSO com aplicagdo de Laser Infravermelho a partir da semana 0, a fim de

avaliar sua influénca durante o processo de iniciagao.

Grupo Teste 5 (GT5): O GT5 foi submetido ao modelo de
carcinogénese oral por meio de aplicacao topica do 4-NQO a 1% diluido em
DMSO com aplicacado de Laser Infravermelho a partir da semana 12 do inicio
do protocolo, com a finalidade de avaliar sua influéncia na progressdo de

lesdes ja iniciadas.

Grupo Teste 6 (GT6): O GT6 foi submetido ao modelo de
carcinogénese oral por meio de aplicagéo topica do 4-NQO a 1% diluido em
DMSO com aplicacado de Laser Infravermelho a partir da semana 16 do inicio
do protocolo de carcinogénese, com a finalidade de avaliar sua influéncia

lesdes ja iniciadas e tumores estabelecidos.
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Figura 1: Esquema com grupos do estudo que receberam tratamento com laserterapia
(SO = semana zero; S12 = semana 12; S16 = semana 16; LV = Laser vermelho; LIV = Laser

infravermelho).

5.3. Protocolo de carcinogénese oral

Uma solugcéo 1% de 4NQO (GANNOT et al.,, 2004) dissolvida em
propilenoglicol e DMSO a 4% (KAPLAN et al., 2002) foi aplicada topicamente
no dorso lingual. A aplicagdo ocorreu diariamente, durante 20 semanas,

conforme protocolos previamente descritos (BARCESSAT et al., 2014).

Os camundongos foram imobilizados a fim de obter a cavidade bucal
aberta, e assim realizar a administracao do 4-NQO por meio de microbrushes
que foram pincelados levemente durante 10 segundos. Com a finalidade de
padronizagdo da regido a ser pincelada, a parte central do tergo médio da

lingua foi selecionada para receber a friccao com 4-NQO (figura 2).

Apdés 20 semanas, os camundongos foram eutanasiados com
sobredose de anestésicos - xilazina (30mg/kg) e quetamina (300mg/kg) — por

via endovenosa, para remog¢ao das linguas e estruturas adjacentes.

Figura 2: llustracdo representativa do ponto de
aplicagdo do 4-NQO na lingua do camundongo. Fonte: elaborada

pelo autor.
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5.4. Aplicacao do Laser de Baixa Intensidade

Um laser modelo Therapy XT (DMC, Sao Carlos, SP, Brasil) com 100
mW de poténcia de saida de luz, comprimento de onda continuo de 660 £ 10nm
(vermelho) e 820 + 10nm (infravermelho) foi utilizado. O aparelho apresenta uma
ponteira comum com area de 0,28 mm? a qual, durante as aplicagbes do
protocolo, foi mantida em contato leve com a area tratada. Os animais foram
tratados diariamente, com intervalo de 4 horas apds aplicagéo diaria do 4-NQO.
Foi utilizado 2J de luz vermelha e 4J de luz infravermelha (em 1 ponto), protocolo
utilizado para regeneracgao tecidual durante quimioterapia (ZANIN et al., 2010). O
laser foi aplicado diretamente no mesmo local que recebeu o pincelamento com 4-
NQO. O tempo de tratamento por ponto foi ajustado de acordo com poténcia do
laser para 20 segundos de aplicacédo de laser vermelho e 40 segundos de
aplicacao do laser infravermelho (protocolo utilizado para regeneracgao tecidual de

mucosites em pacientes que fazem quimioterapia) (ZANIN et al., 2010).

5.5. Analise microscoépica das amostras

ApOs eutanasia, as linguas dos animais e tecidos adjacentes foram
excisados e fixados em formol 10% tamponado para avaliagao
microscopica. As linguas de metade dos animais de cada grupo (n=6) foram
hemissecionadas longitudinalmente, os fragmentos acomodados em
cassetes histologicos para processamento através da desidratagcéo (solugéo
crescente de alcool) e diafanizagao (xilol) em processador automatico
(Luptec®). Posteriormente, os fragmentos foram emblocados em parafina
fundida a 58-60°C. Apds isso, os blocos de parafina foram submetidos a
cortes de 3um, dispostos em Iladminas de vidro com ponta fosca, as
quais foram desparafinizadas em estufa (60°C) por uma hora, imersas em
banhos de xilol, reidratadas (solugdo alcodlica decrescente), coradas com

hematoxilina-eosina, desidratadas, diafanizadas e montadas com Enthellan®.

A partir dai, todas as lesbes foram submetidas a diferentes
métodos de avaliagdo histolégica com o intuito de obter uma maior

sensibilidade na avaliagdo. A analise das lesbes foi realizada através da
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classificagdo da Organizagdo Mundial da Saude, 2005, que verifica a presenga
de mudangas arquiteturais e citologicas no epitélio do dorso de lingua
(Quadro 1). Além disso, foi também adotado o sistema binario de classificagao
para displasias (KUJAN et al., 2006) sendo classificado em alto risco quando
ocorreram 4 ou mais alteragdes arquiteturais e 5 ou mais alteragdes citologicas
e baixo risco quando ocorreram menos de 4 alteragcdes arquiteturais e menos
de 5 alteragbes citologicas. Logo apos, foi realizado o somatoério das
alteragbes histopatologicas, através da meédia encontrada dentro de cada

grupo experimental.

Quadro 1: Critérios de arquitetura e citologia utilizados para classificagdo da displasia epitelial

conforme a classificacdo da OMS 2005.

Alteragoes Arquiteturais

Alteragoes Celulares

Estratificacao Epitelial Irregular

Anisonucleose de variagao

anormal

Perda de Polaridade das Células Basais

Pleomorfismo Nuclear

Cristas em forma de gota

Variagao anormal na anisocitose

Aumento do numero de figuras mitoticas

Razao citoplasmatica nuclear

aumentada

Figuras mitéticas anormalmente

superficiais

Aumento do tamanho nuclear

Disceratose

Figuras mitdticas atipicas

Pérolas de Queratina

Aumento no niumero e tamanho

dos nucléolos

Hipercromasia

Fonte: Kujan et al., 2006.

Adicionalmente,

as amostras dos tecidos das

linguas foram

avaliadas através da classificacdo adaptada por Anneroth; Hansen; Silverman,
(1986) com intuito de mensurar a intensidade dos achados histopatologicos nos

grupos:
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Quadro 2: Tipificagdo das alteragdes microscépicas das lesdes em dorso de lingua

Alteragao Escore 0 Escore 1 Escore 2 Escore 3
microscopica
Queratinizagéo Auséncia < 20% 20 e 50% > 50
de
alteracéo
Pleomorfismo nuclear Auséncia =25% 50% >50%
de
alteracéo
Estagio de invasao Auséncia Invasao Micro Invasao
de questionavel | invasao da extensiva
alteragao da lamina [&mina de tecidos
propria propria adjacentes
Infiltrado inflamatdrio | Auséncia Leve Moderada Intenso
histiolinfoplasmocitario de
alteracéo

Fonte: Adaptado de ANNEROTH; HANSEN; SILVERMAN, 1986.

5.6. Confeccgao de bloco de Tissue Micro Array (TMA) e reagées de imuno-

histoquimica

Apods a analise histoldgica e histomorfométrica, um microcampo de
4mm representativo da area de interesse (com maior gradagao de tumor ou
displasia) foi selecionado e marcado nas laminas histoldgicas para posterior
pareamento com o bloco e remocao da amostra usando o dispositivo Tissue
Micro Arrayer®. Apds isso, um bloco receptor contendo 15 pogos de mesmo
diametro e 3mm de profundidade recebeu as amostras de tecido parafinado,
organizadas e mapeadas.

ApOs a colocacéo de todas as amostras no bloco receptor, 0 mesmo
foi incubado por trés minutos sobre uma lamina de vidro em estufa a 65° e
retirada em movimento rotacional com a finalidade de unir as amostras de

tecido ao bloco receptor. Apds resfriamento do bloco receptor em temperatura
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ambiente, cortes de 3um foram realizados e dispostos em Iaminas silanizadas
para reagao de imuno-histoquimica (ANDRADE et al., 2007).

As laminas silanizadas foram desparafinizadas em estufa por uma
hora a 65°C, imersas em xilol, reidratadas em solugcao decrescente de alcool,
lavadas em agua corrente e submetidas a recuperagao antigénica com solugao
0,1M de citrato pH 6,0 em banho maria a 95°C por 40 minutos. Apods
resfriamento a temperatura ambiente os cortes foram lavados em solugao
tampao de fosfato 0,1M pH 7,3 (PBS) em dois banhos de cinco minutos cada e
sera realizado o bloqueio da peroxidase endégena com solugdo 3% de H20:2
(peroxido de hidrogénio) diluida em PBS por 30 minutos.

Apos dois banhos de cinco minutos em PBS as laminas foram
incubadas com solugdo 1% de albumina para bloqueio de proteinas
inespecificas por uma hora. Apds duas lavagens de cinco minutos em PBS as
laminas foram incubadas overnight com os seguintes anticorpos: anti-Ki-67
(MIB-1 - Dako®, 1:100) e anti-Ciclina D1(Dako®, 1:20).

No dia seguinte, apds resfriamento em temperatura ambiente, os
cortes foram lavados com dois banhos de cinco minutos de PBS, incubados
com polimero anti-coelho/anti-rato Dako Envision Dual Link System HRP
(Dako®) por uma hora. Apdés nova lavagem com dois banhos de cinco minutos
de PBS, as laminas foram incubadas com 3,3-diamino-benzidina (DAB) por 5
minutos. A reacgéao foi parada com agua destilada.

As laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harris 7% por
10 segundos, lavadas em agua corrente, desidratadas, diafanizadas e
montadas com Enthellam® (HSU et al., 1981).

Apos as reagdes, cinco microcampos da area tumoral ou displasica
de cada lamina foram selecionados em aumento de 400x. Para cada
microcampo, foram contadas as células com imunomarcag¢ao nuclear positiva
para cada anticorpo utilizado. Através da soma da contagem dos 5
microcampos foi obtida uma média para cada lamina (KIM et al., 2012).
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5.7. Ensaio de quantificagdao de Mieloperoxidase (MPO)

Com a finalidade de avaliar o perfil neutrofilico, as linguas da outra
metade dos animais de cada grupo (n=6) foram removidas e utilizadas para
ensaio de MPO. Para a realizagdo das dosagens, a fim de padronizagéo das
amostras, foi feita uma selecdo do tecido da area especifica que recebeu o
pincelamento com 4-NQO e tratamento com laserterapia. A regido central do
terco médio da lingua dos animais foi demarcada com punch dermatolégico
circular com 8mm de didmetro e 2mm de profundidade (Rhosse®, ABC
instrumentos cirurgicos, Brasil). O tecido remanescente foi excisado utilizando
ldmina n° 15 em cabo de bisturi de Bard Parker convencional (PETRELLIS et
al., 2017).

As amostras foram acrescidas de 250uL de solugdo NaPO4 0,2M
(ph = 4,7) para maceragdo em nitrogénio liquido. Depois da maceragéo, as
amostras foram centrifugadas a 3000rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi
separado e imediatamente congelado em freezer -80°C. Aos pallets foi
adicionado 1 ml de solugdo lisante (NaCl 0,2%) e mantida no agitador por 30
segundos. Posteriormente, as amostras foram novamente centrifugadas
(3000rpm, 15minutos) e o sobrenadante foi descartado (LIMA JUNIOR et al.,
2011). Adicionou-se 250uL de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) aos
pallets e o homogenato foi macerado por 30 segundos a 4°C. Apds a ultima
maceragao, a suspensao foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos para o
plaqueamento.

Placas de 96 pocos foram incubadas em duplicata com 25uL do
homogenato e 25uL de diluente (3,3',5,5'-tetrametil-benzidina, H202, PBS) e a
reacao foi interrompida 5 minutos depois com acido sulfurico. As placas foram
lidas em leitor de ELISA (450nm) e alteragdes de absorbancia foram plotadas
em uma curva padrao de neutréfilos e expressas em forma de neutrofilos/mg
de tecido (WIMALAWANSA, S. J., 2010).

5.8. Ensaio de n-acetil-B-d-glicosaminidase (n-AG)

Para avaliar a quantificagdo de macrofagos, o conteudo do
macerado das linguas também foi utilizado para ensaio de n-AG. As amostras
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foram acrescidas de 200uL de solugao tampao de citrato 100 mM, 0.02% (m/v),
albumina (pH 4.25, 1M NaOH, 25°C). Ap6s a homogeneizagédo a enzima n-AG
foi adicionada a uma solugédo contendo p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminida
(Beta NAG ®) dissolvido em solugéo tampao de citrato de sédio 0,2mol/l (pH
4.4). A mistura resultante foi incubada a 37°C por 15 minutos para a hidrdlise
enzimatica do substrato com liberacédo do ion p-nitrofenilato. A agdo enzimatica
foi interrompida com a adigdo de solugdo tampao de Kolthoff 0,5mol/l (pH
10,25). As placas foram lidas em leitor de ELISA (405nm) e alteracbes de
absorbancia foram plotadas em uma curva padrao de macrofagos e expressos
em pg/mg, conforme recomendagéo do fabricante (GONCALVES et al., 2008)
(Abcam, USA, 2018).

5.9. Dosagem de citocinas do sobrenadante do macerado das linguas —

Ensaio de Imunoabsorcao enzimatica (ELISA)

Apos analise dos dados do ensaio de mieloperoxidase e n-AG, o
sobrenadante obtido da maceragao das linguas foi utilizado para dosagem de
mediadores inflamatorios associados a migracdo de células inflamatérias e
processos carcinogénicos.

As concentracbes de TNF-a, IL-1B e IL-6 foram determinadas por
ELISA. As placas de microtitulagdo foram revestidas durante a noite a 4° C com
0s seguintes anticorpos de camundongo: anti-TNF-a, anti-IL-1B e anti-IL-6
(Dako®, 1: 1000, albumina de soro bovino) BSA 1%). Apos lavagem (trés
vezes) e bloqueio das placas (BSA a 1%, 2h), as amostras (obtidas a partir do
sobrenadante do ensaio de MPO e n-AG) foram incubadas a temperatura
ambiente durante 1h. As placas foram lavadas trés vezes com tampao, seguida
de adigao do anticorpo secundario policlonal (Sigma® 1: 1.000, BSA 1%).

Apos incubacgao adicional a temperatura ambiente por 1h, as placas
foram lavadas e 50 pl de avidina-HRP (Abcam®, 1: 5.000) foram adicionados.
O reagente de cor o-fenilenodiamina (OPD; Biosystems®, 50 pl) foi adicionado
15 min depois, e as placas foram incubadas no escuro a 37°C por 45 min para
o0 TNF-a e 20 min para IL-1B e IL-6. A reagdo enzimatica foi terminada com
H2S04 e a absorvancia foi medida a 490 nm. Os resultados sdo expressos em
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pg/mg de tecido e sao relatados como média + EP em uma curva padrao de
cada citocina avaliada (LIMA JUNIOR et al., 2011).

5.10. Ensaio de Malondialdeido (MDA)

O macerado das linguas de metade dos animais (n=6/grupo) foi
ainda utilizado para um ensaio de atividade de estresse oxidativo. O mesmo foi
homogeneizado em tampao KCI (1,15%) (100mg de tecido/1ml). Em seguida,
as amostras foram centrifugadas (4.500 rpm, 15 minutos). Adicionou-se 100uL
de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 7% aos tubos Eppendorf e os tubos foram
incubados em banho-maria (37°C, 30min).

Adicionou-se 4cido tiobarbiturico 0,6% (200 pL) e as amostras foram
colocadas em banho-maria a 100°C por 50min. Apds resfriamento em gelo
(5min), foi adicionado 100 pL de n-butanol, agitado no vortex (30s) e
centrifugado por 20 min (5.000 rpm, 4°C).

O sobrenadante das amostras (200 uL) foi pipetado em placas de
microtitulacdo, e a absorbancia foi medida a 535 nm. Os resultados foram
expressos como nmol/mg de tecido e reportados como média £+ EP (MARTINS
et al., 2016).

5.11. Ensaio de Glutationa Reduzida (GSH)

O mesmo macerado foi também utilizado para realizacdo de um
ensaio de glutationa. As amostras foram homogeneizadas em tampao EDTA
0,02M (100mg de tecido/ml). Em seguida, foram transferidos 100 uyL do
homogeneizado para diferentes tubos Eppendorf, adicionado 80 pL de H20 e
20uL de acido tricloroacético a 50% e agitado no vortex (30s). A amostra foi
centrifugada (3.000 rpm, 15 minutos) e 100 pyL de sobrenadante foram
transferidos para outros tubos Eppendorf juntamente com 10 pyL de 0,4 M Tris-
EDTA (pH = 8,9) e 10uL de 0,01 M DTNB (acido 5',5 '-ditio-bis (acido 2-
nitrobenzdico)) e agitado em vértex (40s).

A mistura (200uL) foi pipetada em placas de microtitulagédo e a
absorbancia foi medida a 412nm. Os resultados sao expressos em pg de
GSHY/g de tecido e séo relatados como a média + EP (MARTINS et al., 2016).
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5.12. Determinagao de Proteinas Totais

A determinagcédo de proteinas totais foi mensurada diretamente do
sobrenadante dos homogenatos de tecidos (n=6/grupo). Para a analise o
protocolo descrito por Bradford foi adaptado para ser executado em cubetas de
vidro e posteriormente a leitura foi realizada em espectrofotdmetro.

Foram colocados 2 pL de amostra (obtidas a partir da extragdo de
proteinas) juntos de 38 pL de tampéo fosfato de sodio (pH 7,4). Apds esse
procedimento, foi adicionado a cada cubeta 200 pL da solugédo diluida do
corante Comassie Brilliant Blue G250 (1:4 de agua destilada). Apds adi¢cao do
corante, as amostras reagiram durante 5 minutos e foi medida a absorbancia
através de leitura em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 595
nm. As absorbancias foram gravadas e os dados expressos em ug/ml. A curva
padrao foi estabelecida através do uso de Albumina Bovina (Concentragao de
0,8%; 8mg/40ml) (BRADFORD, 1976).

5.13. Analise estatistica

As dosagens foram expressas em forma de média e erro padrao da
meédia, submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e comparados por
meio do teste ANOVA/Bonferroni (dados parameétricos) e os dados histolégicos
foram expressos em forma de frequéncia percentual e comparados por meio
dos testes exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson. Todas as analises

foram realizadas no GraphPad Prism 5.0 adotando uma confianga de 95%.
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6. RESULTADOS

6.1. Laserterapia de baixa intensidade (com laser vermelho e infravermelho)
diminui a frequéncia de carcinoma de células escamosas em modelo de

carcinogénese oral com 4-NQO

O grupo que recebeu admistracdo de 4-NQO apresentou aumento
significativo da frequéncia de carcinoma (67%) (p<0,001) e todos os grupos
tratados com laser, independente se vermelho ou infravermelho, apresentaram
reducédo significativa desse parametro (0-33%), apresentando maior frequéncia
de displasia moderada (50-83%) ou de baixo risco (50-83%), respectivamente.

Com relacdo a classificagdo de Anneroth o grupo tratado com 4-
NQO apresentou aumento significativo da frequéncia de ceratinizagéo intensa
(67%) (p=0,008), pleomorfismo nuclear moderado (67%) (p<0,001) e infiltrado
inflamatorio moderado (83%) (p<0,001). Todos os grupos tratados com laser,
independente se vermelho ou infravermelho, apresentaram redugao
significativa desses parametros com menor frequéncia de ceratinizagao intensa
(0-17%), pleomorfismo nuclear leve (50-83%) e infiltrado inflamatdrio leve (83-
100%). Nao houve diferenga significativa nos padrbes de invasao entre os
grupos (p=0,129) (tabela 1).

Tabela 1: Avaliacéo histologica de lingua submetidas a modelo de carcinogénese por 4-QNO e
tratados por 4, 8 ou 20 semanas com laserterapia de baixa intensidade em comprimentos de

onda vermelho e infravermelho.

4NQO
Red Infrared Red Infrared Red Infrared
No Light Light Light Light Light Light

DMSO light (4w) (4w) (8w) (8w) (20w) (20w) p-Valor
Classificagao OMS
Sem alteragdes 100%* 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% <0,001
Displasia moderada 0% 0% 50%* 67%* 50%* 50%* 83%* 67%*
Displasia severa 0% 33% 17% 17% 50% 17% 17% 17%
Carcinoma in situ 0% 0% 0% 17% 0% 17% 0% 0%

Carcinoma 0% 67%* 33% 0% 0% 17% 0% 17%
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Classificagao binario

Sem alteragdes 100%* 0%

Displasia baixo risco 0% 0%

Displasia alto risco 0% 33%

Carcinoma in situ 0% 0%

Carcinoma 0% 67%"
Anneroth

Grau ceratinizagao

Ausente 0% 0%
Leve 100%* 0%
Moderado 0% 33%
Intenso 0% 67%"

Pleomorfismo nuclear

Ausente 100%* 0%
Leve 0% 0%
Moderado 0% 67%"
Intenso 0% 33%
Padrao invaséao
Ausente 100% 33%
Leve 0% 50%
Intenso 0% 17%

Infiltrado inflamatorio

Ausente 83%* 0%
Leve 17% 0%
Moderado 0%  83%
Intenso 0% 17%

0%
50%*
17%
0%
33%

0%
67%*
33%
0%

0%
50%*
50%

0%

67%
33%

0%

0%

83%*

17%
0%

0%
67%*
17%
17%
0%

0%
67%*
33%
0%

0%
67%*
33%
0%

100%
0%
0%

0%
100%*
0%
0%

0%
67%*
33%

0%

0%

0%
67%*
33%

0%

0%
67%*
33%

0%

100%
0%
0%

0%
100%*
0%
0%

0%
50%*
17%
17%
17%

0%
50%*
33%
17%

0%
50%*
33%
17%

67%
33%
0%

0%
83%*
17%
0%

0% 0%
83%* 83%*
17% 0%
0% 0%

0% 17%
0% 0%
67%* 67%*
33% 33%
0% 0%
0% 0%
83%* 67%*
17% 33%
0% 0%
100% 83%
0% 17%
0% 0%
0% 0%
100%* 100%*
0% 0%
0% 0%

<0,001

0,008

<0,001

0,129

<0,001

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson (n, %).
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Figura 3: Fotomicrografias do perfil celular e arquitetural do epitélio de dorso de lingua de
camundongos Swiss submetidos a modelo de carcinogénese por aplicagédo topica de DMSO e
4-NQO.

4-NQO

(A-B) GCN = grupo controle negativo; (C-D) GCP = grupo controle positivo 4-NQO; (200x e
400x, HematoxilinaEosina). Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 4: Fotomicrografias do perfil celular e arquitetural do epitélio de dorso de lingua de
camundongos Swiss submetidos a modelo de carcinogénese por aplicagéo tépica de 4-NQO e

tratados com laser vermelho durante 20, 8 e 4 semanas.

4-NQO+ LV (8 weeks) 4-NQO+ LV (20 weeks)

4-NQO+ LV (4 weeks)

(E-F) 4-NQO + Laser Vermelho por 20 semanas; (G-H) 4-NQO + Laser Vermelho por 8
semanas; (I-J) 4-NQO + Laser Vermelho por 4 semanas. (200x e 400x, HematoxilinaEosina).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 5: Fotomicrografias do perfil celular e arquitetural do epitélio de dorso de lingua de
camundongos Swiss submetidos a modelo de carcinogénese por aplicagéo tépica de 4-NQO e

tratados com laser infravermelho durante 20, 8 e 4 semanas.

4-NQO+ LIV (8 weeks) | 4-NQO+ LIV (20 weeks)

4-NQO+ LIV (4 weeks)

(K-L) 4-NQO + Laser Infravermelho por 20 semanas; (M-N) 4-NQO + Laser Infravermelho por
08 semanas; (O-P) 4-NQO + Laser Infravermelho por 04 semanas. (200x e 400x,

HematoxilinaEosina). Fonte: Elaborada pelo autor.
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6.2. Laserterapia de baixa intensidade (com laser vermelho e infravermelho)
diminui o percentual de marcagdo de células epiteliais para Ciclina D1 e
Ki-67.

O grupo que recebeu admistracdo de 4-NQO apresentou aumento
significativo da imunoexpresséo positiva de células epiteliais para Ciclina D1
(90,33+10,88) (p<0,005) e todos os grupos tratados com laser, independente
se vermelho ou infravermelho, apresentaram redugdo dessa imunomarcagao
em relagéo ao grupo 4-NQO. Além disso, os grupos que receberam tratamento
com LV (55,8316,01) e LIV (58,3314,07) por 20 semanas apresentaram uma
reducdo maior da imunoexpressao de Ciclina D1 em relacdo aos demais
grupos tratados com laser (p<0,005) (figura 6).

Quando avaliado positividade para Ki-67, o grupo que recebeu
admistracdo de 4-NQO apresentou aumento significativo da imunoexpresséo
positiva de células epiteliais para Ki-67 (10,8314,51) (p<0,005) e todos os
grupos tratados com laser, independente se vermelho ou infravermelho,
apresentaram redugdo dessa imunomarcagado. Além disso, os grupos que
receberam tratamento com LV e LIV por 20 (4,11+2,12/4,1812,75) e¢ 8
(4,39+2,90/4,50£2,81) semanas apresentaram uma redugcdo maior da
imunoexpressao de Ki-67 em relagcdo aos grupos tratados por apenas 4
semanas (6,38+3,22/6,51+3,89) (p<0,005) (figura 6).
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Figura 6: Expressdo imuno-histoquimica dos anticorporpos Ciclina D1 (A) e Ki-67 (B) em
amostras de lingua submetidas a modelo de carcinogénese por 4-NQO e tratados por 4, 8 ou
20 semanas com laserterapia de baixa intensidade em comprimentos de onda vermelho e
infravermelho. *p<0,05 versus DMSO; 1p<0,05 versus 4-NQO; **p<0,05 entre grupos tratados
com laser. Teste ANOVA/Bonferroni (médiatEPM)
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Figura 7: Fotomicrografias de reagdo por imuno-histoquimica para Ciclina D1 do epitélio de
dorso de lingua de camundongos Swiss submetidos a modelo de carcinogénese por aplicagéo

tépica de 4-NQO e tratados com laser vermelho ou infravermelho durante 20, 8 e 4 semanas.

CICLINA D1

(A) GCN = grupo controle negativo; (B) GCP = grupo controle positivo 4-NQO; (C) 4-NQO + LV
por 20 semanas; (D) 4-NQO + LIV por 20 semanas; (E) 4-NQO + LV por 8 semanas; (F) 4-NQO
+ LIV por 8 semanas; (G) 4-NQO + LV por 4 semanas; (H) 4-NQO + LIV por 4 semanas (400x,

Imuno-histoquimica). Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 8: Fotomicrografias de reacdo por imuno-histoquimica para Ki-67 do epitélio de dorso
de lingua de camundongos Swiss submetidos a modelo de carcinogénese por aplicagéo topica

de 4-NQO e tratados com laser vermelho ou infravermelho durante 20, 8 e 4 semanas.

Ki -67

(A) GCN = grupo controle negativo; (B) GCP = grupo controle positivo 4-NQO; (C) 4-NQO + LV
por 20 semanas; (D) 4-NQO + LIV por 20 semanas; (E) 4-NQO + LV por 8 semanas; (F) 4-NQO
+ LIV por 8 semanas; (G) 4-NQO + LV por 4 semanas; (H) 4-NQO + LIV por 4 semanas (400x,

Imuno-histoquimica). Fonte: Elaborada pelo autor.
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6.3. Laserterapia de baixa intensidade (com laser vermelho e infravermelho)
diminui  os niveis de células inflamatérias em  lesbes
malignas/potencialmente malignas em modelo de carcinogénese oral com
4-NQO

No ensaio de mieloperoxidase (MPO) o grupo que recebeu
admistragcédo de 4-NQO apresentou aumento dos niveis de MPO (14,00+1,03) e
todos os grupos tratados com laser, independente se vermelho ou
infravermelho, apresentaram menores niveis de MPO comparados com o 4-
NQO apenas (p<0,001). Os grupos que receberam tratamento com laser
vermelho/infravermelho por 4 (7,31+0,75/ 7,69+0,26), 8 (7,21+0,32/ 7,50+0,56)
e 20 (5,93+0,40/ 6,10+£0,49) semanas nao apresentaram diferenca estatistica

entre si (figura 6).
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Figura 9: Niveis teciduais de MPO em amostras de lingua submetidas a modelo de
carcinogénese por 4-NQO e tratados por 4, 8 ou 20 semanas com laserterapia de baixa
intensidade em comprimentos de onda vermelho e infravermelho.

*p<0,05 versus DMSO; p<0,05 versus 4-NQO; Teste ANOVA/Bonferroni (médiatEPM)

No ensaio n-acetil-B-d-glicosaminidase (n-AG), o grupo submetido a
administracao de 4-NQO apresentou aumento dos niveis de n-AG (12,10+0,93)
e todos os grupos tratados com laser, independente se vermelho ou

infravermelho, apresentaram menores niveis de n-AG comparados com o 4-



51

NQO apenas (p<0,001). Os grupos que receberam tratamento com laser
vermelho/infravermelho por 4 (6,97+1,03/ 7,18+0,29), 8 (7,09+0,36/ 7,16+0,67)
e 20 (6,90+0,29/ 6,95+0,62) semanas nao apresentaram diferenga estatistica

entre si (figura 7).
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Figura 10: Niveis teciduais de n-AG em amostras de lingua submetidas a modelo de
carcinogénese por 4-NQO e tratados por 4, 8 ou 20 semanas com laserterapia de baixa
intensidade em comprimentos de onda vermelho e infravermelho.

*p<0,05 versus DMSO; 1p<0,05 versus 4-NQO; Teste ANOVA/Bonferroni (médiatEPM)

6.4. Laserterapia de baixa intensidade (com laser vermelho e infravermelho)
diminui os niveis de citocinas em modelo de carcinogénese oral com 4-
NQO

Quando avaliado o perfil imuno-inflamatério por meio de dosagens
de citocinas/ELISA, o grupo que recebeu admistracdo de 4-NQO apresentou
aumento dos niveis de TNF-a (166,10+10,24) e todos os grupos tratados com
laser, independente se vermelho ou infravermelho, apresentaram menores
niveis de TNF-a comparados com o0 4-NQO apenas (p<0,001). Os grupos que
receberam tratamento com laser vermelho/infravermelho por 4 (50,47+6,58/
50,60+1,95), 8 (51,92+2,69/ 55,83+5,78) e 20 (68,27+2,09/ 70,13+3,61)

semanas nao apresentaram diferencga estatistica entre si (figura 8).
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Figura 11: Niveis teciduais de TNF-a em amostras de lingua submetidas a modelo de
carcinogénese por 4-NQO e tratados por 4, 8 ou 20 semanas com laserterapia de baixa
intensidade em comprimentos de onda vermelho e infravermelho.

*p<0,05 versus DMSO; 1p<0,05 versus 4-NQO; Teste ANOVA/Bonferroni (médiatEPM)

O grupo submetido a administragdo de 4-NQO apresentou ainda
aumento dos niveis de IL-1B (124,90+7,73) e todos os grupos tratados com
laser, independente se vermelho ou infravermelho, apresentaram menores
niveis de IL-1B3 comparados com o 4-NQO apenas (p<0,001). Os grupos que
receberam tratamento com laser vermelho/infravermelho por 4 (52,5214,42/
48,17+1,80), 8 (48,47+1,37/ 49,82+3,34) e 20 (60,15+1,53/ 61,13+2,92)

semanas também nao apresentaram diferenca estatistica entre si (figura 9).
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Figura 12: Niveis teciduais de IL-18 em amostras de lingua submetidas a modelo de
carcinogénese por 4-NQO e tratados por 4, 8 ou 20 semanas com laserterapia de baixa
intensidade em comprimentos de onda vermelho e infravermelho.

*p<0,05 versus DMSO; 1p<0,05 versus 4-NQO; Teste ANOVA/Bonferroni (médiatEPM)
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Além disso, o grupo 4-NQO também apresentou aumento dos niveis
de IL-6 (78,10+4,29) e todos os grupos tratados com laser, independente se
vermelho ou infravermelho, apresentaram menores niveis de IL-6 comparados
com o 4-NQO apenas (p<0,001). Assim como nas dosagens anteriormente
demonstradas, o0s grupos que receberam tratamento com laser
vermelho/infravermelho por 4 (41,40+2,01/ 42,13+1,58), 8 (42,37+1,72/
44,17+3,56) e 20 (39,98+1,24/ 40,48+2,63) semanas n&o apresentaram

diferenga estatistica entre si (figura 10).
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Figura 13: Niveis teciduais de IL-6 em amostras de lingua submetidas a modelo de
carcinogénese por 4-NQO e tratados por 4, 8 ou 20 semanas com laserterapia de baixa
intensidade em comprimentos de onda vermelho e infravermelho.

*p<0,05 versus DMSO; 1p<0,05 versus 4-NQO; Teste ANOVA/Bonferroni (médiatEPM)

6.5. Laserterapia de baixa intensidade (com laser vermelho e infravermelho)

melhora o equilibrio redox em modelo de carcinogénese oral com 4-NQO

Através da determinacdo da producdo de substancias acidas
reativas com o acido tiobarbiturico (TBARS), esse ensaio avaliou o produto final
malondialdeido (MDA) formado pela peroxidagéo lipidica da membrana. O
grupo 4-NQO apresentou aumento dos niveis de MDA (9,96+0,97) e todos os
grupos tratados com laser, independente se vermelho ou infravermelho,
apresentaram menores niveis de MDA comparados com o 4-NQO apenas

(p<0,001). Os grupos que receberam tratamento com laser
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vermelho/infravermelho por 4 (7,87+1,01/ 6,73%1,28), 8 (7,73+0,72/ 6,67+0,96)
e 20 (7,54+0,84/ 6,43+0,83) semanas n&o apresentaram diferenga estatistica

entre si (figura 11).
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Figura 14: Niveis teciduais de Malondialdeido (MDA) em amostras de lingua submetidas a
modelo de carcinogénese por 4-NQO e tratados por 4, 8 ou 20 semanas com laserterapia de
baixa intensidade em comprimentos de onda vermelho e infravermelho.

*p<0,05 versus DMSO; 1p<0,05 versus 4-NQO; Teste ANOVA/Bonferroni (médiatEPM)

Realizou-se ainda um ensaio de glutationa reduzida (GSH) com a
finalidade de avaliar estresse oxidativo nessas amostras. Os grupos tratados
com laserterapia de baixa poténcia com laser infravermelho durante 4, 8 e 20
semanas (309,64 + 5,54; 315,67 £ 7,43; 303,03 +15,67), independente da
quantidade de semanas do tratamento, apresentaram aumento significativo de
glutationa reduzida quando comparados ao grupo que recebeu apenas 4-NQO
(256,25£13,17) (p<0,001). Essa diferenca ndo foi vista nos grupos que

receberam laserterapia com laser vermelho (figura 12).
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Figura 15: Niveis teciduais de Glutationa Reduzida em amostras de lingua submetidas a
modelo de carcinogénese por 4-NQO e tratados por 4, 8 ou 20 semanas com laserterapia de
baixa intensidade em comprimentos de onda vermelho e infravermelho.

*p<0,05 versus DMSO; **p<0,05 versus 4-NQO; Teste ANOVA/Bonferroni (médiatEPM)

6.6. Laserterapia de baixa intensidade (com laser vermelho e infravermelho)
reduz a dosagem de proteinas totais em modelo de carcinogénese oral
com 4-NQO

Por fim, as mesmas amostras foram ainda utilizadas para a
quantificacdo de proteinas totais em lesbées. O grupo submetido a
administracdo de 4-NQO apresentou aumento dos niveis de proteinas totais
(202,91+22,54) e todos os grupos tratados com laser, independente se
vermelho ou infravermelho, apresentaram menores niveis de proteinas totais
comparados com o 4-NQO apenas (p<0,001). Os grupos que receberam
tratamento com laser vermelho/infravermelho por 4 (155,50+10,01/
165,67+25,14), 8 (158,58+24,72/ 164,70+20,96) e 20 (153,81+18,84/
159,64+15,83) semanas nao apresentaram diferenga estatistica entre si (figura
13).
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Figura 16: Niveis teciduais de Proteinas Totais em amostras de lingua submetidas a modelo
de carcinogénese por 4-NQO e tratados por 4, 8 ou 20 semanas com laserterapia de baixa
intensidade em comprimentos de onda vermelho e infravermelho.

*p<0,05 versus DMSO; 1p<0,05 versus 4-NQO; Teste ANOVA/Bonferroni (médiatEPM)
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7. DISCUSSAO

O ensaio da carcinogénese em lingua de animais com 4-NQO tem
se mostrado um modelo fiel e confiavel na realizacdo desses estudos. Este
carcindbgeno exerce potente estresse oxidativo intracelular e os produtos
metabodlicos que se ligam ao DNA sao predominantemente residuos de
guanina. Essas injurias parecem ser semelhantes ao dano imposto por outros
carcindgenos presentes no tabaco, o qual € um importante fator de risco para o
cancer oral (VERED et al., 2008). Exposicdes ao 4-NQO apresentam
alteragbes moleculares e histoldégicas extremamente semelhantes a
carcinogénese oral humana, com o aparecimento de hiperplasias e displasias
epiteliais leve e moderada apds 12 semanas de indugao e displasias severas e
CECs sendo observadas apos 16 semanas de inducao (FRACALOSSI et al.,
2010).

O presente estudo avaliou os efeitos do laser de baixa poténcia em
desordens potencilamente malignas e nos carcinomas espinocelulares orais
em um modelo de carcinogénese induzida por 4-NQO. O laser com ambos o0s
parametros de energia, 2J e 4J, influenciou positivamente na diminuigdo da
frequéncia de tumores detectaveis histologicamente e redugdo de

pleomorfismo celular ao final do experimento.

Os dados deste estudo s&o promissores e os estudos in vivo mais
recentes de laserterapia em modelo de carcinogénese fornecem suporte para
0s nossos achados. Zacchinga et al. (2015) testaram fotobiomodulagdo a
660nm (3J/cm?) e 970nm (180J/cm?) em modelo de camundongos com
tumores de melanoma. Todos os experimentos mostraram efeitos benéficos
nos tecidos tumorais consistindo em menor disseminacdo e infiltracdo do
cancer nos animais tratados. Ottaviani et al. (2016) estudaram os efeitos de
trés protocolos de LTBI (660nm, 3J/cm?; 800nm, 6J/cm?; e 970nm, 6J/cm?) em
modelos de camundongos com cancer oral e melanoma. Os autores relatam a
diminuicdo do crescimento do tumor em todos os animais expostos ao laser em

comparagao com os grupos controles. Os parametros de LTBI utilizados foram
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semelhantes aos que usamos no presente estudo, e os resultados corroboram

entre si.

Neculqueo et al. (2022) também constataram que a LTBI € um
procedimento seguro em lesdes displasicas e neoplasicas, visto que nao
observaram alteragbes clinicas/histolégicas significativas em desordens
potencialmente malignas e malignas quando realizaram protocolos de LTBI
(1,5J e 9J).

Em contraste, Monteiro et al. (2011) observaram aumento do grau
histologico do carcinoma de células escamosas com LTBI. No entanto, em seu
estudo, carcinomas orais foram induzidos na bolsa jugal de hamsters sirios
dourados em modelo experimental com 9,10-dimetil 1,2- benzantraceno
(DMBA). O laser foi aplicado por 133s, com energia de 4J, durante quatro
semanas, em dias alternados. Este modelo carcinogénico, induzido em bolsa
bucal de hamster, ndo representa as influéncias ambientais ocorridas na
cavidade oral. O epitélio dessa regidao anatdmica é mais fino quando
comparado ao epitélio da cavidade oral em humanos, o que pode justificar os
resultados contrastantes. Além disso, o 4-NQO apresenta vantagens sobre
outros produtos quimicos como o DMBA, por ser hidrossoluvel, permitindo a
administragcao por pincelamento ou na agua de bebida, causando menos

estresse ao animal durante o experimento (OTTAVIANI et al., 2016).

Em muitos estudos como os de Thomson et al. (2008), Humayun e
Prasad (2011) e Kumar, Kane e Rathod (2012), a expressdo aumentada do Ki-
67 foi relacionada com alto indice de proliferacéo celular ou aumento do grau
de displasia. Freudlsperger et al. (2012) citam que tumores com alta
proliferagdo tem maior indice de marcagao de Ki-67. Ja Wangsa et al. (2008)
relacionaram a alta expressdo de Ki-67 com alta atividade proliferativa e
aumento do risco de recorréncia loco-regional. Turatti et al. (2005) relatam alta
expressdao da Ciclina D1 nos carcinomas relacionados a maior grau de
alteracao do epitélio. Em lesdes cancerizaveis, Kovesi e Szende (2006) e Vieira
et al. (2012) relacionaram um aumento na expressdo de Ciclina D1 em lesdes
com displasia quando comparado as lesdes sem displasia e quanto maior o

grau de displasia, maior foi a expressédo da Ciclina D1 encontrada. Tal como
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Marsit et al. (2008) que encontraram relagcdo da Ciclina D1 com pobres
progndsticos especialmente em tumores T3 e T4 quando comparados com T1
e T2 e Fuijii et al. (2001) que consideraram a expressao da Ciclina D1 como um

fator chave na agressividade dos tumores de lingua.

O presente estudo identificou aumento da marcagao nuclear positiva
para estes dois marcadores (Ciclina D1 e Ki-67) no grupo 4-NQO,
acompanhado de uma redugao concomitante da expressao destes marcadores
nos grupos tratados com LTBI, em relagdo ao grupo 4-NQO. Além disso,
quando comparados entre si, os grupos tratados com LV e LIV durante 20
semanas apresentaram reducdo maior de Ciclina D1 em relagdo aos grupos
tratados por 4 e 8 semanas; e os grupos tratados com LV e LIV durante 20 e 8
semanas apresentaram maior redugao da expressédo de Ki-67 que os grupos
tratados apenas por 4 semanas. Sendo assim, o laser de baixa poténcia, tanto
vermelho como infravermelho, parece atuar no processo de iniciagcdo e
progressdo de desordens potencialmente malignas, reduzindo o
desenvolvimento dos tumores. Em relacdo aos marcadores de proliferacéo
celular, a quantidade de semanas de tratamento com laserterapia parece ser
um fator dose-tempo resposta de influéncia na imunoexpressao positiva, tanto

para Ciclina D1 como para Ki-67.

Este estudo também demonstrou reducdo significativa de células
inflamatdrias polimorfonucleares e macrofagos, além de menor expressédo de
citocinas e interleucinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1B8 e IL-6) em modelo de
carcinogénese oral induzido por 4-NQO e tratado com laserterapia de baixa
intensidade.

Embora existam divergéncias quanto ao papel da inflamagao na
carcinogénese oral, € sabido que o infiltrado inflamatério esta presente nas
desordens potencialmente malignas e nos CECs. Segundo Agarwal (2006), a
acao intermitente ou descontrolada de citocinas que participam do processo
inflamatorio sdo capazes, ndo so6 de transformar, como de induzir a progressao,
invasdo e metastase das células neoplasicas. Estudos na literatura tentam
demonstrar que a inflamagao pode desempenhar papéis diferenciados nas

etapas da carcinogénese, atuando como fator protetor nos estagios iniciais
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(PIVA et al., 2011), mas assumindo carater inverso e favorecendo a progressao
tumoral e metastases com o avanco da lesdo (ALLAVENA et al., 2011;
BALKWILL et al., 2005; PARK et al., 2014). Entretanto, ressalta-se que neste

estudo nao foi realizada a avaliagao de lesbes em estadio avancado.

Sica et al. (2008) fizeram um levantamento de varios estudos que
tentaram ligar o cancer a inflamagao e afirmaram que existem duas vias que
promovem essa conexao: a via intrinseca e a via extrinseca. A via intrinseca é
ativada por eventos genéticos que causam neoplasias. Estes eventos incluem
a ativagao de oncogenes, mutacao, rearranjo cromossémico ou de amplificacéo
e a inativagdo de genes supressores tumorais. As células que séo
transformadas desta forma produzem mediadores inflamatorios, gerando assim
um microambiente inflamatorio em tumores para os quais n&o existe qualquer
condicao inflamatéria subjacente. Por contraste, na via extrinseca, condigdes
inflamatorias ou infecciosas aumentam o risco de desenvolvimento de cancer
em determinados locais anatdmicos. As duas vias convergem, resultando na
ativacdo de fatores de transcrigdo (NF-kB) e fator de transcricdo 3 (STAT3).
Estes fatores coordenam a producdo de mediadores inflamatodrios, incluindo
citocinas e quimiocinas, bem como a producdo de cicloxigenase 2 (COX-2),
além de participar do recrutamento e ativagao de varios leucdcitos. As citocinas
ativam os mesmos fatores de transcricdo em células inflamatdrias, células do
estroma e células tumorais, resultando na produgdao de mais mediadores
inflamatorios e um ambiente relacionado ao cancer. Com isso, uma inflamacao

persistente poderia levar a progressao do tumor.

As citocinas inflamatérias tém um papel significativo na patogénese
e na regulagao fisiolégica do crescimento tumoral e progressao de CEC. O
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e numerosas interleucinas, como a IL-13
e a IL-6 estdo associadas a ativagao do ciclo celular, levando a progressao
tumoral e ao desenvolvimento de metastases, além do aumento do influxo de

células inflamatérias no microambiente tumoral (EIRO et al., 2012).

Jinno et al. (2015) avaliram bidpsia tecidual e imuno-histoquimica de
78 pacientes com diagndstico confirmado de CEC e observaram que niveis

elevados de IL-6 estavam relacionados com pior progndstico, além do aumento
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da expressdao de IL-6 nas células cancerosas estar significativamente

associado a uma resposta fraca a quimiorradioterapia pré-operatoria.

Segundo Fang et al. (2017) e Leon et al. (2015), o aumento dos
niveis de TNF-a e IL-1B esta associado ao crescimento tumoral por meio de
mecanismos como 0 aumento da proliferagéo celular dependente da ativagao
do NF-kB; reducado de genes supressores de tumor, indugdo de metastase e
angiogénese; além de aumento das taxas de crescimento tumoral resultando
em um maior estadiamento do tumor que esta ligado a pior prognostico e maior

mortalidade.

Grivennikov et al. (2010), concluiram que a inflamag&o crénica
aumenta o risco de cancer; varios tipos de células imunitarias e inflamatdrias
sao frequentemente encontradas dentro dos tumores; a inflamagao pode agir
em todas as fases da carcinogénese; e a ativagdo do NF-kB em células imunes
induz a producgao de citocinas que ativam o NF-kB em células cancerosas para
induzir a producdo de quimiocinas que, por sua vez, atraem as células

inflamatadrias para o interior do tumor.

Um dos mecanismos que envolvem a atuagao da terapia com laser
de baixa poténcia €& a inibicio de mediadores inflamatérios como
prostaglandinas E2 (LARAIA et al., 2012). A COX-2, ao ser ativada, pode levar
a producgao de outros mediadores inflamatérios como as lipoxinas, as quais séo
importantes na evolugao do processo inflamatério. Num estudo de laserterapia
em modelo animal foi demonstrada a reduc¢ao de edema através da diminuicao
da expressdo do mRNA da COX-2. Adicionalmente, outros autores concluiram
que a laserterapia reduziu de 30 a 40% a expressao génica de medidores
inflamatodrios (IL-2, TNF-a, IL-6, mMRNA) em modelo de edema de pata de ratos
por carragenina (ALBERTINI et al., 2007; XU et al., 2010). Segundo Laraia et
al. (2012), a laserterapia possui um efeito de modulagc&o significativa nos
mediadores inflamatérios, causando uma redugcdo nas citocinas pro-

inflamatoérias bem como um aumento no nivel de citocinas anti-inflamatoérias.

Durante a analise histologica das amostras, o infiltrado inflamatério
esteve presente em todos os grupos. E possivel associar a quantidade deste

com o numero ou tipo de lesbes encontradas, visto que o grupo 4-NQO sem
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laser (com maior quantidade de carcinomas) estava associado
majoritariamente a um infiltrado inflamatério moderado (83%), enquanto os
grupos que receberam laserterapia (com maior quantidade de displasias)
apresentaram um infiltrado inflamatério predominantemente leve (83%-100%).
Dessa forma, esse estudo corrobora a trabalhos anteriores, evidenciando a
participagcdo e influéncia do infiltrado inflamatério no processo de
carcinogénese, dados estes que foram confirmados pela dosagem de MPO e
n-AG. Infere-se, portanto, que a LTBI promova uma possivel modulagdo do
infiltrado inflamatério supostamente associada a reducdo da frequéncia do

desenvolvimento de tumores.

Pacientes com cancer bucal apresentam aumento da oxidacdo de
DNA/proteinas e reducdo de antioxidantes na saliva (BAHAR et al.,, 2007),
indicando um desequilibrio na homeostase redox. Diversos marcadores de
atividade antioxidante foram reduzidos no CCP (SUBAPRIYA et al.,, 2002;
BANERJEE et al., 2017). Varios estudos indicam um aumento do estresse
oxidativo em amostras de CCP e desordens potencialmente malignas (KORDE
et al., 2011; ISHIKAWA, 2016; BANERJEE et al., 2017).

O malondialdeido € um dos produtos secundarios da peroxidacao
lipidica mais utilizados como indicador de injuria da membrana celular
(SALMON et al., 2010). O MDA tem sido medido através de sua reacdo com o
acido tiobarbiturico, o qual produz o complexo MDA-TBA2, detectado por
espectrofotometria, método conhecido como substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS). A produgéo excessiva de MDA contribui para a reagao
inflamatdria por ativagao de citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-a e a IL-1,
entre outras (LORENTE et al., 2013). Ja a Glutationa Reduzida (GSH) € um
tripeptideo antioxidante presente nas células com acdo de protecao e
recuperagcao celular, auxiliando na manutencdo do equilibrio redox. Em
contrapartida, a reducdo dos seus niveis promove o0 envelhecimento celular
(LORENTE et al., 2013).

No presente estudo, o laser de baixa poténcia vermelho e
infravermelho reduziu os niveis de malondialdeido enquanto que o laser

infravermelho elevou os niveis de glutationa reduzida. Acredita-se que o



62

aumento de GSH visto apenas com laser infravermelho esteja relacionado a
sua maior densidade de energia e ao maior poder de penetracdo do LIV nos
tecidos (PAGLIONI et al., 2019), sugerindo-se que possivelmente exista uma
dose minima de energia necessaria capaz de ativar essa moeda de potencial
redox. Dessa forma, sugere-se que a laserterapia de baixa poténcia promova
uma reducdo da oxidacdo tecidual, enquanto o laser infravermelho parece
elevar os niveis de moléculas antioxidantes. Com a presenca de enzimas
antioxidantes ativadas tém-se menor estresse tecidual, bem como modulacdo
do processo inflamatério (VLADIMIROV et al, 2004).

E descrito que a LTBI produz um deslocamento no potencial redox
celular total na diregdo de maior oxidagado (STORZ, 2007). Lubart et al. (2005)
mostraram que a iluminagdo com luz vermelha aumentou a produ¢ado de EROs
e também da atividade redox celular (homeostase redox). A agao do laser de
baixa poténcia promove, em curto prazo, aumento das medidas de EROs,
porém, seguido por diminuicdo a medida que moléculas antioxidantes sao
induzidas (EICHLER, 2007). Esta redugdo nos espécimes reativos de oxigénio
final, provavelmente reduz o estresse oxidativo, explicando o efeito antioxidante
global da laserterapia de baixa poténcia, o qual pode modular a cascata
inflamatoria (GARCEZ et al., 2012).

Ademais, observou-se ainda, apds aplicagdo de LTBI, uma reducao
da quantificagdo de proteinas totais em desordens potencialmente malignas e
tumores no modelo de cancer oral com 4-NQO. A quantidade de proteinas
totais possui relagédo direta com o metabolismo celular, a proliferagao celular e
a infiltragdo de células inflamatérias. Quanto mais desenvolvido um tumor,
maior sua quantidade de mitoses e maior sua realizagdo de sintese proteica
(FREITAS, 2019). Acredita-se que a reducdo desses valores tenha sido uma
consequéncia direta dos demais achados ja discutidos, onde a reducdo do
desenvolvimento dos tumores juntamente com a diminuicdo do influxo de
células inflamatdrias causadas pela LTBI teriam uma possivel influéncia na

reducdo dos valores de proteinas totais dessas amostras.

Por fim, é importante ressaltar que este estudo n&o avaliou tumores

estabelecidos em estadio avancado, e que uma proposicdao futura com
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extensao do protocolo para além de 20 semanas seria interessante. Além
disso, apenas uma densidade de energia foi utilizada em cada tipo de laser. A
nao variagao dessas doses torna-se uma limitagdo. Nossos achados reforcam
a necessidade de mais estudos pré-clinicos e clinicos que avaliem o uso desta
terapia como parte da abordagem multidisciplinar de pacientes com céancer
oral, uma vez que estes dados, somados a outras literaturas, sugerem que

LTBI parece ter impacto positivo no desenvolvimento da carcinogénese oral.
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8. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam que a laserterapia de baixa
poténcia (com laser vermelho e infravermelho) reduziu o desenvolvimento de
tumores em modelo de carcinogénese oral induzido por 4-NQO na lingua de
camundongos, e este efeito foi acompanhado por uma diminuigdo da
expressao positiva de marcadores associados a taxas de proliferagcdo e
agressividade (Ciclina D1 e Ki-67), além de reducao de influxo de células
inflamatdrias, de citocinas associadas aos mecanismos de inflamacao e
carcinogénese (TNF-a, IL-1B, IL-6), acompanhados de uma melhora no

equilibrio redox tecidual.
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