AVALIAGAO DO EFEITO DA RADIAGAO LASER DE BAIXA POTENCIA
SOBRE A PROLIFERACAO DE LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS COM
CISPLATINA

Renata Lazari Sandoval

Dissertacao apresentada ao Programa de Péds-Graduacao em Ciéncias Médicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, como requisito parcial para
a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias Médicas, Area de Concentragio

Imunologia.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Eduardo Tosta

Brasilia
2007



Dedicatoria

Dedico este trabalho a todos 0s meus pacientes, que compartilham comigo suas
dores, seus medos, sua vontade de viver...e que sem saberem preenchem os

meus dias com o verdadeiro sentido da vida.

O prtcipicio 16 anithronis agueles gut pie Tomm asas’.

CET



Agradecimentos

Aos meus queridos pais, Clovis e lzilda, pela educagao proporcionada, imenso
amor dedicado e eterno apoio.

Ao meu marido, Leonardo, pelo apoio, paciéncia, orientacdo, compreensao e

enorme companheirismo.

Ao meu orientador, professor e amigo, Carlos Eduardo Tosta, pela amizade,
dedicacao, orientacdo, paciéncia e apoio incondicional, tanto profissional como

espiritual.
Ao amigo e professor, Luciano Lauria Dib, que me acompanhou desde a
graduacdo, despertou 0 meu interesse pela pesquisa e contribuiu para a

construcao de grande parte dos meus alicerces profissionais.

Ao Nelson e ao Felicio, pelos inumeros ensinamentos técnico-laboratoriais, pela

paciéncia, amizade e apoio constante.
A Claudia e a Ana, por estarem sempre prontas a me ajudar.

Aos amigos, colegas e voluntarios que de algum modo se dispuseram a participar

deste trabalho.

A Deus, por ser tdo generoso comigo, iluminando o meu caminho com tantas

pessoas especiais.



Prefacio

Eu, Renata Lazari Sandoval, sou dentista, estomatologista e trabalho com
pacientes com cancer. A grande motivacdo do presente estudo foi a busca de
ferramentas terapéuticas que pudessem amenizar o sofrimento dos pacientes que
ja fragilizados pela prépria doenca ainda manifestam efeitos colaterais
extremamente debilitantes, decorrentes do tratamento quimioterapico e/ou
radioterapico, como é o caso da mucosite oral.

Em 2003, durante meu segundo ano de residéncia no Hospital do Cancer
de Sao Paulo, tive 0 meu primeiro contato com a laserterapia de baixa poténcia
para o tratamento da mucosite oral. A grande aceitacdo pelos pacientes, tanto
adultos como criancgas, principalmente devido a melhora da dor, fez com que logo
fossem instituidos protocolos de irradiacdo com o laser na instituicdo. A escassa
literatura cientifica disponivel sobre o assunto na época incentivou a realizacao de
um projeto de pesquisa que resultou em um periodo de aprendizado no Centro
Antoine-Lacassagne (Nice, Franca), onde pude aprofundar meus conhecimentos
sobre o laser com o querido Dr. Gaston Ciais.

Atualmente, a laserterapia faz parte da minha rotina profissional diaria,
porém ainda existe uma série de lacunas a serem preenchidas no que diz respeito
ao embasamento cientifico do método. Tendo isso em vista, este trabalho reflete
uma fagulha rumo a incessante busca de conhecimento, visando a melhora da

pratica clinica através da pesquisa cientifica.
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Resumo

A radiagao laser de baixa poténcia tem sido utilizada com sucesso na prevengao e
no tratamento de ulceragdes orais causadas por terapias citotdxicas (radioterapia e
quimioterapia), empregadas no tratamento oncoldgico. Sabe-se que o efeito curativo da
radiacao laser decorre, principalmente, da inducdo da proliferacdo de células que
participam do processo de cicatrizacao tecidual. No entanto, ainda pouco se sabe sobre o
seu efeito preventivo, devido as limitagdes investigacionais inerentes aos estudos clinicos
envolvendo pacientes em tratamento oncolégico. Sendo assim, faz-se necessario o
desenvolvimento de um modelo de estudo in vitro que possibilite investigacdes mais
aprofundadas sem que haja o comprometimento do bem estar dos pacientes.

Tendo isso em vista, 0 objetivo da presente investigacdo foi desenvolver um
modelo de estudo in vitro capaz de reproduzir fendbmenos observados na pratica clinica,
tais como inducdo de citotoxicidade associada ao uso de quimioterapia, neste caso a
cisplatina, observagao de variagcdes de resposta entre diferentes individuos, estimulagao
da proliferagao celular e indugéo de citoprotecdo a partir da irradiacdo com laser de baixa
poténcia.

O modelo desenvolvido teve como indicador dos fendmenos investigados a
proliferacao linfocitaria, e mostrou-se adequado para o cumprimento de todos os objetivos
apresentados. A radiagdo laser induziu aumento da proliferacdo linfocitaria e reduziu a
citotoxicidade causada pela cisplatina. Nao foi possivel observar relacdo de dose-
resposta, pois houve grande variabilidade de resposta entre os individuos investigados.
Essa variagdo de resposta interindividual ocorreu também em relacdo a agao téxica da
cisplatina. Esses dados corroboram uma nova tendéncia da area médica: a necessidade
de individualizacao dos tratamentos com o auxilio de técnicas laboratoriais que possam
predizer padrdes de resposta, orientando assim ajustes de doses e consequente
otimizacdo dos esquemas terapéuticos. O presente modelo de estudo pode ser utilizado
em pesquisas futuras com esse proposito.

Palavras-chave: laser de baixa poténcia, mucosite oral, proliferacao celular, citoprotecao.

11



Abstract

Low energy laser radiation has been successfully used for the prevention and
treatment of oral ulcerations induced by cytotoxic therapies (radiotherapy and
chemotherapy), during oncologic treatment. The healing effect of laser radiation is a
consequence of its potential to induce cell proliferation, including the cells that participate
in tissue repair. In spite of its wide use, its role in the prevention of oral ulcerations is not
completely understood, owing to investigational limitations. These limitations exist due to
special aspects associated to the oncologic patient, including myelosupression and higher
risk of infection.

The development of an in vitro model that is capable of reproducing in vivo
situations is mandatory to evaluate the effects caused by laser irradiation and to elucidate
its mechanisms of action. With this purpose, we developed a model that was able to
reproduce cytotoxicity caused by chemotherapeutic agents, cisplatin in this case, as well
as interindividual response variations, stimulatory effect on cell proliferation and
cytoprotection induced by low energy laser radiation.

In the present model, lymphocyte proliferation was the biological marker used to
study the aforementioned circumstances. Laser radiation increased the lymphocyte
proliferative response and promoted cytoprotection when the cells were exposed to
cisplatin. It was not possible to show any relation between energy density of laser radiation
and the obtained proliferative responses because of interindividual variations. These
variations were also noted in the cytotoxicity assay induced by cisplatin. Esses dados
corroboram uma nova tendéncia da area médica: a necessidade de individualizacdo dos
tratamentos com o auxilio de técnicas laboratoriais que possam predizer padrdes de
resposta, orientando assim ajustes de doses e consequiente otimizacdo dos esquemas
terapéuticos. O presente modelo de estudo pode ser utilizado em pesquisas futuras com
esse proposito.

Palavras-chave: laser de baixa poténcia, mucosite oral, proliferacao celular, citoprotecao.
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1. Introducao

A cada ano, mais de 10 milhdes de pessoas sdo submetidas a terapias
citotéxicas (quimioterapia e/ou radioterapia) para tratamento de cancer
(BLIUJLEVENS 2005). No Brasil, esse numero se aproxima a 500.000 pessoas ao
ano (estimativa do INCA para o ano de 2006). Infelizmente, as terapias
citototdéxicas nao atingiram ainda um nivel maximo de especificidade para células
tumorais, o que resulta em toxicidade também para células normais que possuem
alta taxa de proliferacao, tais como células do sangue e da mucosa oral (KEEFE e
GIBSON 2006). A toxicidade provocada nas células do sangue se manifesta
clinicamente como citopenia, enquanto que na mucosa oral ocorrem ulceracoes
extremamente dolorosas, que interferem com a qualidade de vida do paciente
durante o tratamento e aumentam o risco de infeccdes (OHRN e cols. 2001). O
aparecimento de ulceracdes orais além de aumentar o uso de opidides para
controle da dor, determina a necessidade de nutricdo parenteral e de dias
adicionais de internacao hospitalar. Em muitos casos, pode acarretar na
interrupgé@o do tratamento devido a gravidade das lesées (VERA-LLONCH e cols.
2006). Em pacientes imunocomprometidos, como é o caso daqueles submetidos a
quimioterapia de altas doses no preparo para transplante de medula éssea, essas
lesbes estdo associadas ao aumento do risco de mortalidade (RAPOPORT e cols.
1999, SONIS e cols. 2001, GABRIEL e cols. 2003).

Apesar das importantes implicacées decorrentes do aparecimento dessas
ulceracdes orais, SA0 poucos 0s recursos terapéuticos eficazes na prevencao e no
tratamento delas (WORTHINGTON e cols. 2006). O tratamento € basicamente
paliativo, consistindo em cuidados locais e medicagdo sintomatica. Em relacédo a
prevencao, algumas substancias tém sido investigadas, tais como a amifostina
(BUENTZEL e cols. 2006) e certos fatores de crescimento celular (MCDONNELL e
LENZ 2007). Uma alternativa que tem sido empregada com sucesso tanto no
tratamento como na prevencao dessas lesdes é a laserterapia de baixa poténcia
(LBP) (BENSADOUN e cols 1999, BENSADOUN 2002, GENOT e KLASTERSKY
2005, BENSADOUN e cols 2006). O nivel de evidéncia cientifica em relacédo a
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essa terapia pode ser considerado nivel |, pois existem estudos publicados
recentemente; aleatorizados, duplo cegos e controlados com placebo, que
demonstraram a efetividade da laserterapia de baixa poténcia (LBP)
(BENSADOUN e cols. 1999, ANTUNES e cols. 2007, SCHUBERT e cols. 2007).

A LBP é conhecida principalmente pela sua capacidade de estimular o
processo de cicatrizacdo tecidual (WOODRUFF e cols. 2004, HAWKINS e cols.
2005, BAYAT e cols. 2006, GAL e cols. 2006), pois promove aumento da
proliferacdo de fibroblastos (POURREAU-SCHNEIDER e cols. 1989,
POURZARANDIAN e cols. 2005) e de ceratindcitos (YU e cols. 1997,
GROSSMAN e cols. 1998), além de aumentar a produgdo de colageno
(YAMAMOTO e cols. 1996, PUGLIESE e cols. 2003). Com base nesses achados,
Pourreau-Schneider e cols. (1992) foram os primeiros a utilizarem a LBP no
tratamento e na prevencao das ulceragdes orais decorrentes de quimioterapia. Foi
observada reducédo do tempo na resolugéo das lesées de 19 para 8 dias. O efeito
preventivo foi constatado através da diminuicdo da freqiéncia das lesbes de 43
para 7%.

A capacidade de estimulacdo da cicatrizacdo tecidual vem sendo
amplamente investigada em modelos in vitro e in vivo ha mais de 40 anos (KLEIN
e cols. 1965, RICEVUTI e cols. 1989). Por esse motivo, € um fenbmeno mais
compreendido, com aplicagdes clinicas consolidadas principalmente na area da
dermatologia. Por outro lado, a protecéo induzida pela radiacéo laser € um achado
ainda pouco difundido. Os primeiros estudos in vitro realizados neste sentido
tinham como objetivo a investigacao da influéncia da radiacao laser sobre o efeito
citotoxico causado pela radiacdo ionizante (KARU e cols. 1994) e pela radiacao
ultravioleta (DUBE e cols. 2001). Recentemente, foram conduzidos estudos com
outros agentes promotores de citotoxicidade, tais como o metanol (EELLS e cols.
2003) e o cianeto de potassio (WONG-RILEY e cols. 2005, LIANG e cols. 2006).
Em todos eles foi possivel observar aumento da sobrevivéncia celular (efeito
citoprotetor) a partir da pré-irradiacdo com radiacao laser. Ao contrario do que
acontece no processo de estimulagcédo cicatricial, no qual ja existe uma injaria

tecidual, e desta forma, pode-se observar de forma objetiva a melhora dos
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parametros cicatriciais, 0s mecanismos envolvidos na citoprotecdo sao mais
dificeis de serem observados, pois neste caso, as alteragdes causadas pela
radiacao laser sdo menos evidentes, ja que ocorrem antes da injuria. Por exemplo,
no caso de uma ulceracao oral tratada com radiacdo laser de baixa poténcia, é
possivel, através da anadlise histopatolégica do tecido, investigar a reorganizacao
da arquitetura tecidual. Por outro lado, no caso da irradiacdo de uma mucosa
integra, a arquitetura tecidual estara inalterada, mas isso ndo quer dizer que a
radiacdo laser ndao produziu efeito, e sim que, talvez, este efeito possa ser
observado apenas no plano molecular. Portanto, embora alguns autores tenham
realizado investigagbes in vivo em relagdo ao efeito preventivo da LBP sobre
ulceracOes orais causadas por terapias citotoxicas, essas investigacbes sao
limitadas a observacdes clinicas relacionadas ao aparecimento das lesdes e ao
tempo de resolugdo das mesmas, pois ndo é admissivel a realizacdo de bidpsias,
variagdes do esquema de aplicacdo da radiacdo laser ou variagdes das terapias
citotdxicas, ja que essas abordagens podem causar danos aos pacientes. Sendo
assim, ainda pouco se sabe sobre padrbes de resposta, adequacéo e otimizacao
de protocolos de irradiacdo, mecanismos de acado envolvidos, dentre outros
aspectos importantes no embasamento cientifico de uma intervengéo terapéutica.

Antes do inicio da descricdo dos possiveis mecanismos gerais envolvidos
na acao da LBP, é importante o esclarecimento de alguns conceitos fisicos sobre
a radiacao laser, pois eles serdo facilitadores do entendimento da diferenca entre
esta e outras fontes de luz, de suas propriedades fisicas e da sua interagdo com
células ou tecidos.

Tanto a radiacao laser como a luz emitida pelo sol ou por uma lampada
elétrica sdo tipos de radiacdes eletromagnéticas que consistem em ondas
eletromagnéticas criadas por particulas carregadas em movimento. Do ponto de
vista da fisica, a luz pode comportar-se ou ter propriedades tanto de particulas
como de ondas. Durante a sua propagac¢ao comporta-se como onda, e durante a
interacdo com a matéria comporta-se como particula (RATZ 1995). A propagacao
€ caracterizada por uma grandeza fisica denominada freqtiéncia que corresponde

ao numero de oscilagbes da onda realizadas em um segundo (Anexo 1). A
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freqUéncia € inversamente proporcional ao comprimento de onda, ou seja, quanto
menor a freqiéncia maior é o comprimento de onda (Figura 1). Por sua vez, o
comprimento de onda esta relacionado a energia contida na particula de luz, que é
denominada féton. A luz branca convencional € composta por fétons de diferentes
comprimentos de onda que constituem uma faixa do espectro eletromagnético
conhecida como luz visivel. Se a luz branca convencional for decomposta com o
auxilio de um prisma sera possivel observar as cores: vermelho, laranja, amarelo,
verde, azul e violeta; que correspondem aos fétons de diferentes comprimentos de
onda que a compdem (Figura 2). No caso da radiacéo laser, ela é composta por
fétons de um Unico comprimento de onda, e por isso, € monocromatica (Figura 2).
Essa diferengca entre a luz branca convencional e a radiagdo laser esta
relacionada ao processo envolvido na emissao de fétons durante a producao de

cada uma.
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Figura 1. Espectro das radia¢des eletromagnéticas, em relagao a freqiiéncia (f) e ao comprimento
de onda (A). (hitp://www.fisica.net/einsteinjr/9/ondas_eletromagneticas.html, acesso em
15/01/2007)
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Figura 2. Propriedade de monocromaticidade da radiagao laser. (Neves e cols. 2005)

Na natureza, quando atomos sao excitados através da absorcdao de
energia, elétrons passam de uma Orbita para outra mais afastada do nucleo, e em
fracoes de segundos, eles retornam espontaneamente a sua Orbita de origem,
podendo haver emissdo de fotons. Esse fendmeno é conhecido como emissao
espontdnea de radiacdo (Figura 3) e da origem a fotons com diferentes
freqUéncias, emitidos em diversas direcdes (ANDERSEN 2003). Processo similar
ocorre em lampadas elétricas. Por outro lado, o fenbmeno envolvido na producao
de radiacdo laser € a emissdo estimulada de radiacdo (Figura 4), que ocorre
quando os elétrons de um atomo ja excitado, ao absorver energia decaem para
um nivel menos energético, e neste processo emitem o dobro de fétons daqueles
emitidos na emissdo espontanea. Neste caso, sdo emitidos fétons de mesma
energia, freqiiéncia, comprimento de onda, e ainda, com a mesma direcao de
propagacao. Por esse motivo, além da propriedade de monocromaticidade, a
radiacao laser possui colimacado (as ondas eletromagnéticas propagam-se de
forma paralela, como um feixe) (Figura 5) e coeréncia (propagacao dos fétons na

mesma direcdo e com mesma freqiéncia) (Figura 6). (RATZ 1995)
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Figura 4. Fenébmeno de emissao estimulada de radiagédo. (Ratz 1995).
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Figura 5. Propriedade de colimacao da radiacao laser. (Neves e cols. 2005)
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Figura 6. Ondas coerentes (A) e ndo-coerentes (B). (Neves e cols. 2005)
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O comprimento de onda da radiacao laser varia de acordo com a natureza
quimica do meio utilizado como emissor de radiacdo. Existem meios gasosos
(hélio-nebnio 632,8nm, gas carbbnico 10.600nm), sélidos (rubi 694nm) e liquidos
(corantes orgénicos dissolvidos em solventes) (CARROLL e HUMPHREYS 2006).
Dentre o grupo dos meios sélidos existem os semicondutores, onde os lasers
diodo estao incluidos: arseneto de galio (904nm), arseneto de galio-aluminio (660,
820, 870, 880nm), aluminio-gdlio-indio-fésforo (660, 780nm) (BABAPOUR e
cols.1995). Dependendo do comprimento de onda da radiacdo, os lasers sao
classificados em baixa e alta poténcia. Comprimentos de onda contidos no
espectro eletromagnético entre 488 e 904nm, isto é, entre a faixa de luz visivel e
proximo ao infravermelho, caracterizam os lasers de baixa poténcia (BABAPOUR
e cols.1995). Acima dessa faixa, estdo os lasers de alta poténcia. Essa
caracteristica fisica ira influenciar o efeito bioldégico produzido por cada radiacao
(RATZ 1995, WALSH 1997).

O efeito biolégico depende, sobretudo, da capacidade de absorcdo da
radiacao laser pelo tecido ou célula. Essa absorcdo ocorre de maneira seletiva
apenas por certas moléculas que sado sensiveis a determinados comprimentos de
onda (WELCH e cols. 1989, CARROLL e HUMPHREYS 2006). Essas moléculas sao
denominadas cromoforos. Para comprimentos de onda do espectro da LBP, os
cromoforos sdo tipicamente metais ou moléculas que contém atomos metalicos
em sua estrutura, como por exemplo, o grupo heme das globinas (hemoglobina,
mioglobina) e dos citocromos (KARU 1999). No espectro dos lasers de alta
poténcia, a radiagdo é absorvida principalmente pelas moléculas de agua do
tecido. O fato da radiacao laser de alta poténcia ser absorvida por moléculas de
agua, aliado a alta concentracao de energia emitida, ha conversao da energia em
calor, o que confere a esse tipo de laser aplicacdes na area cirlrgica para o corte
e a coagulacao de tecidos. No caso da radiacao laser de baixa poténcia, a energia
emitida é tao baixa que nao ha evento térmico, as elevacboes de temperatura do
tecido ndo ultrapassam 0,5°C (BABAPOUR e cols. 1995). Portanto pode-se dizer
que os efeitos bioldégicos dos lasers de alta poténcia dependem de reacdes
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fototérmicas, enquanto que para os lasers de baixa poténcia ocorrem reacdes
fotoquimicas, como sera discutido adiante (BABAPOUR e cols.1995).

A partir da absorcao de radiacao laser de baixa poténcia por croméforos
celulares ocorre fotobiomodulacdo, isto é, a modulacdo de certas funcdes
celulares através da inducao de reagdes fotoquimicas (BABAPOUR e cols.1995).
Embora os mecanismos envolvidos ndo estejam completamente elucidados, ha
indicios de que o principal mecanismo seja 0 aumento do metabolismo oxidativo
através da foto-oxidacao do citocromo ¢, uma proteina da membrana mitocondrial
de mamiferos que participa do transporte de elétrons durante a sintese de ATP
(KARU e cols. 2004, EELLS e cols. 2004, KARU e cols. 2005, WINTERLE e
EINARSDOTTIR 2006). Tanto que Pastore e cols. (2000) observaram aumento do
transporte de elétrons e Karu e cols. (1995) observaram aumento da sintese de
ATP, em decorréncia da irradiacao com laser de baixa poténcia.

O citocromo ¢ possui centros redox (grupos que sofrem oxidagao-reducao)
constituidos por dois grupos heme (ferro), atomos de cobre, zinco e magnésio.
Durante o transporte de elétrons os grupos heme se alternam em estados de
oxidacdo Fe?* e de reducdo Fe** devido perda ou ganho de elétrons (VOET e cols.
2002). O aumento do metabolismo oxidativo tem como consequiéncia o aumento
da producdo de radicais livres (oxigénio nascente, ion superéxido, hidroxila,
peréxido de hidrogénio, 6xido nitrico), que sao produtos da reducao parcial do
oxigénio molecular. Lavi e cols (2003) demonstraram aumento da produgdo de
peréxido de hidrogénio em células cardiacas irradiadas com comprimentos de
onda na faixa da LBP. A quantidade de radicais livres produzidos pode influenciar
o comportamento celular. Altas concentracbes podem levar a morte celular
(FRAIKIN e cols. 1996), enquanto que baixas concentracbes podem estimular a
proliferacao (VLADIMIROQOV e cols. 2004). De fato, Wiese e cols. (1995) mostraram
qgue concentragdes extremamente baixas de peroxido de hidrogénio (de 3 a 15uM)
promovem aumento de 25 a 45% da proliferacdo celular, concentracbes médias
(de 250 a 400uM) causam perda permanente do potencial de replicacdo celular,

enguanto que altas concentragdes (=1 mM) causam morte celular por necrose.
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O efeito citotdxico dos radicais livres advém da producdo de lesbes
oxidativas em sitios celulares vitais, por exemplo, a oxidacao lipidica causa
rompimento de membranas biolégicas (GIROTTI 2001) e as lesbes oxidativas no
DNA podem promover mutacgdes pontuais (POULSEN 2005). Todavia, o efeito
proliferativo ou citotoxico ndo depende apenas da intensidade do estresse
oxidativo, mas também da eficacia de mecanismos citoprotetores endégenos, tais
como mecanismos antioxidantes e de reparo de DNA (FRAIKIN e cols. 2000).

Sugere-se que a LBP induza estresse oxidativo de baixa intensidade, e
assim ative os mecanismos citoprotetores, auxiliando a célula a responder mais
prontamente e de maneira mais eficaz a um dano sequencial causado por agentes
citotéxicos (KOHLI e GUPTA 2003). De fato, Karu e cols (1994) demonstraram
que a pré-irradiagdo com laser de baixa poténcia aumenta em 30 a 40% a
viabilidade de células HelLa submetidas a radiacao gama. De acordo com Joyce e
cols. (1999), isso decorre da reducdo da freqiéncia de aberracbes
cromossbémicas, provavelmente, devido a ativacao dos mecanismos citoprotetores
pela LBP. Uma via possivel de ativagdo desses mecanismos seria através da
producéo de radicais livres. Foi demonstrado por Wiese e cols. (1995) que o pré-
tratamento de células com baixas concentragbes de perdxido de hidrogénio (120 a
150 uM), seguido de altas concentragdes, promove aumento da sobrevivéncia
celular de 1,9% para 76,5%.

Além das evidéncias do envolvimento da foto-oxidacao do citocromo ¢, da
inducéo de estresse oxidativo de baixa intensidade, da ativagdo de mecanismos
antioxidantes e de reparo de DNA, é possivel que varias outras vias também
estejam envolvidas nas alteracbes provocadas pela radiacdao laser. Como
mostrado por Eells e cols. (2004), uma série de genes sofre regulacao pela acéo
da LBP, incluindo genes que codificam proteinas envolvidas no reparo de DNA,
enzimas antioxidantes, moléculas transportadoras, genes da familia oxidase do
citocromo ¢ e genes envolvidos no crescimento e manutencgao celular. Isso explica
a diversidade de achados relatados na literatura cientifica, dentre eles, reducéao do
tecido cicatricial apos infarto do miocardio (GATSURA e cols. 2004), diminuicao da

toxicidade induzida por metanol em células da retina (EELLS e cols. 2003),
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aumento da capacidade de fertilizacao de espermatozéides (CORRAL-BAQUES e
cols. 2005) e regeneracao de tecidos com baixo potencial cicatricial (CARVALHO
e cols. 2006).

Tendo em vista o impacto negativo dos efeitos colaterais causados por
terapias citotoxicas no tratamento do cancer e a evidéncia de citoprotecao
induzida pela LBP, é imprescindivel a elaboracao de estudos que investiguem de
forma mais aprofundada a interferéncia da LBP sobre a acdo de agentes
citotoxicos. Para que isso ocorra é indispensavel o desenvolvimento de um
modelo de estudo in vitro capaz de reproduzir o fendbmeno de proliferagao celular,
citotoxicidade, citoprotecao, relacdes de dose-resposta, variagdes interindividuais,
dentre outros fenbmenos observados in vivo. Uma vez que nao é possivel, do
ponto de vista ético, realizar investigagcdes que coloquem em risco o bem-estar
dos pacientes ja fragilizados pela doengca, e pelo tratamento oncol6gico
(radioterapia e/ou quimioterapia).

Sendo assim, a presente investigacao teve como objetivo desenvolver um
modelo in vitro capaz de reproduzir esses fenémenos bioldgicos observados na
pratica clinica, e com isso possibilitar a investigacao dos mecanismos de acao da
LBP, das variagbes de dose-resposta, permitindo o delineamento, o
aprimoramento e a otimizacdo de protocolos de aplicacdo da radiacao laser. Foi
utilizado como marcador bioldégico dos fendmenos investigados a proliferacao
linfocitaria devido ao fato dos linfocitos participarem do processo de reparacao
tecidual e de serem sensiveis a radiagédo laser de baixa poténcia (FUNK e cols.
1993, AGAIBY e cols. 2000, NOVOSELOVA e cols. 2006). Funk e cols. (1993)
observaram aumento da producao de interleucinas 1 e 2, fator de necrose tumoral
alfa e interferon gama em culturas de células mononucleares irradiadas com laser
de baixa poténcia. Agaiby e cols. (2000) também observaram aumento da
producéo de fatores angiogénicos por linfécitos T apds irradiacao.

No modelo desenvolvido para inducdo de citotoxicidade, optou-se pelo uso
da cisplatina, um quimioterapico amplamente utilizado no tratamento de diversos
tipos de cancer (ovario, testiculo, cabeca e pescoc¢o, pulmao), e que apresenta
importantes efeitos colaterais, tais como nefrotoxicidade, neurotoxicidade,
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ototoxicidade, toxicidade oral e mielossupressdao (BOULIKAS e VOUGIOUKA
2003, WANG e LIPPARD 2005). Tais efeitos advém do fato da cisplatina inibir a
sintese de DNA pela producao de ligacées cruzadas inter e intrafitas no DNA. As
sinteses de proteinas e RNA também sao inibidas, porém em menor extensao. Os

dados farmacolégicos da droga serdo citados mais adiante.
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2. Objetivos

2.1. Geral
Desenvolver um modelo in vitro para avaliar o efeito protetor da radiagéo
laser de baixa poténcia sobre a citotoxicidade induzida por agentes
quimioterapicos.

2.2. Especificos

Avaliar o efeito da radiacado laser de baixa poténcia sobre a proliferacdo

linfocitaria.

Avaliar a atividade citotéxica da cisplatina sobre a proliferacao linfocitaria.

Avaliar a interferéncia da radiacao laser de baixa poténcia sobre a atividade

citotoxica da cisplatina.

24



3. Materiais e Métodos

3.1. Caracterizacao do grupo de estudo

Esta investigagdo foi conduzida no Laboratério de Imunologia Celular da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. O grupo de estudo constou
de seis individuos sadios, tendo sido adotados como critérios de inclusao: pessoas
de ambos os sexos, de 21 a 50 anos de idade, que ndo estivessem fazendo uso
de qualquer medicacdo e que nao tivessem estado doentes nos ultimos 30 dias.
As caracteristicas dos componentes do grupo de estudo e os resultados de seus

leucogramas estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas dos doadores e dados hematoldgicos

Leucometria . .. . . e -
Doador Sexo Idade total LInfSCI'[OS Mon;)cnos Bastgnetes Segmsntados EosToflIos Basoofllos
3 Yo Yo Yo Yo Yo Yo
/mm

1 M 42 4125 25 10 0 62 2 1

2 F 27 7100 35 8 0 56 1 0

3 F 27 11000 44 10 0 44 1 1

4 M 28 6100 55 8 0 36 1 0

5 F 36 7900 31 9 0 56 4 0

6 M 45 6000 49 8 0 40 2 1

3.2.Consideracoes éticas

Todos os individuos que participaram da pesquisa foram voluntarios e
consentiram com a coleta de sangue para o estudo desenvolvido apés leitura e
assinatura do termo de consentimento (Anexo 2).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia (Anexo 3).
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3.3. Fluxograma

l Coleta da amostra de sangue J.
L i L Separacgao das células
eucometria eucograma mononucleares (CMN) em
meio gradiente de
l densidade (Percoll)
Inducao da

Isolamento das . A .
CMN L » | proliferagéo por fito-

hemaglutinina (PHA)

A 4

1% aplicacéo de laser

A 4

2% aplicagéo de laser Adicéo de cisplatina

A 4 A 4

Sim l Nao

3%aplicacao de laser

\ 4
Adigéo de timidina

A 4

Coleta das células e leitura dos resultados

v
Andlise estatistica

Obtencao de células mononucleares e 1% Aplicacéo de laser

2% Aplicagao de laser (intervalo de 24 horas entre as aplicacdes) e adicdo de cisplatina

3% Aplicagao de laser

Adigao de timidina triciada

\

DO

D+1

D+2

D+3
D -1
DO
D +1
D +2
D +3

Coleta das células 18 horas ap6s a colocacao de timidina e leitura da radioatividade
em cintilador beta
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3.4. Coleta de sangue

Foi coletada amostra de 10 mL de sangue venoso de cada doador. Para a
coleta, foram utilizados tubos estéreis Vacutainer (BD, Juiz de Fora, MG),
contendo EDTA, 0,05 mL de solucdo a 15%. Apos a coleta, o volume de sangue
total era duplicado com solucdo gelada de salina tamponada com fosfato (STF)
0,15M e pH 7,2 em tubo estéril de 50 mL.

3.5. Separacao das células mononucleares

As células mononucleares do sangue periférico (mondcitos e linfécitos)
foram separadas do sangue total por centrifugacdo em suspensdo de Percoll
(Pharmacia, Uppsala, Suécia), densidade 1,077 g/mL, segundo a técnica de Ulmer
e Flad (1979). A primeira centrifugagao era realizada a 750xG, por 15 minutos a
4°C, em centrifuga com cagamba moével. As células mononucleares (CMN) eram
coletadas da interface, ressuspensas em STF gelado 0,15M e pH 7,2, e
centrifugadas uma segunda vez a 400xG por 10 minutos a 4°C para remogéo do
Percoll. Apds a segunda centrifugacdo, as CMN eram ressuspensas em meio
RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, EUA) completo, ou seja, suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, SP), previamente inativado a 56°C por 1
hora, mais 20 mM Hepes, 2 mM glutamina, 2 mM Na;HCO3; e 40 mg/mL de
gentamicina. Uma terceira centrifugacdo era entdo realizada com o intuito de
reduzir a contaminagdo com plaquetas (200xG, por 10 minutos a 4°C). O
sobrenadante era desprezado e as CMN ressuspensas em meio RPMI 1640
completo gelado. As CMN separadas eram imediatamente quantificadas em
hematocitdmetro. A viabilidade celular era determinada pela exclusdo de nigrosina
a 0,5% em STF pH 7,2 (diluicao 1:5), sendo sempre superior a 95%. Para
determinar o grau de contaminacao da suspensao de CMN com outras células do
sangue periférico eram realizadas distensdes ap6s a separacao, coradas por
solucdo de Giemsa a 10%, sendo a contaminacdo sempre inferior a 5%. A
recuperacado das CMN apods a separacao era sempre maior que 70%.
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3.6. Avaliacao da proliferacao linfocitaria

Amostras de 10° CMN, em meio RPMI 1640 completo, eram distribuidas em
triplicatas, em placas de microcultivo de 96 escavacoes, fundo chato (Costar,
modelo 3596, New York, EUA) e incubadas em camara Umida, com atmosfera de
5% de CO, em ar, a 37°C, por 96 horas, na presenca de 1ug de fito-hemaglutinina
por escavacdao (PHA-P, Sigma, St Louis, EUA). A solucdo estoque de fito-
hemaglutinina (PHA) foi preparada a partir de 3mg diluidos em 15 mL de meio
RPMI 1640 completo e filtrada em membrana de acetato de celulose de 0,2 um de
porosidade.

Dezoito horas antes do término do cultivo, era adicionada 0,5 uCi de
timidina triciada (Amersham Biosciences, Inglaterra, atividade especifica de
16Ci/mmol) por escavagado. A proliferacdo dos linfocitos era avaliada através da
quantificacdo da radioatividade por cintilografia (Beckman Coulter Inc., EUA) e os

resultados expressos em contagens por minuto (cpm).

3.7. Interferéncia da cisplatina sobre a proliferacao linfocitaria

Com o objetivo de induzir acao téxica sobre os linfécitos e a conseqliente
reducao na proliferacao linfocitaria, utilizamos a cisplatina. A cisplatina utilizada foi
fabricada pela Mayne Pharma, Mulgrave, Australia, nome comercial Fauldcispla,
solugéo injetavel 50mg/ 50mL, peso molecular 300,05. Apds infusdo intravenosa, a
meia vida plasmatica da cisplatina é de aproximadamente 30 minutos. A cisplatina
nao se liga instantaneamente de forma reversivel as proteinas plasmaticas.
Todavia, a platina presente na composicdo da cisplatina mantém-se ligada as
proteinas plasmaticas. Estes complexos sao lentamente eliminados, com uma
meia-vida de 5 dias ou mais. Com doses de 20 a 120 mg/m? de cisplatina, as
concentracdes de platina sdo mais altas no figado, préstata, rins, um pouco mais
baixas na bexiga, musculos, testiculos, pancreas e baco. A platina permanece nos
tecidos por até 180 dias da ultima administracdo. A excrecdo da droga é
predominantemente renal.

A concentracdo de cisplatina usada no presente estudo foi definida com
base nos dados de Kosmider e cols. (2004). Foram utilizadas concentracoes
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determinadas a partir de curvas de toxicidade representadas por fracbes de 1Cs
(1/8, 1/4 e 1), sendo considerado 1 ICsp a concentracdo de cisplatina que induz
50% de inibicdo da proliferacao linfocitaria apos 72 horas de exposicao a droga.
As fracbes de ICsy corresponderam a 6,1uM (1 1Csp), 1,525uM (1/4 1Cs) €
0,7625uM (1/8 1Csp). Antes dos experimentos, a cisplatina era diluida em STF
(diluicdo 1:20). O desenho contendo a disposicdo das triplicatas de cada
concentracdo de cisplatina utilizadas nas placas de cultivo dos experimentos
realizados estd ilustrado no Anexo 4. A cisplatina era adicionada uma horas apds

o término da segunda irradiacao com laser.

3.8. Irradiacao com laser de baixa poténcia

As irradiacbes foram realizadas com o equipamento Twin Laser da MM
Optics (Sao Carlos, SP), comprimento de onda 660nm, poténcia 40mW, meio ativo
semicondutor AlGalnP (mistura de aluminio, galio, indio e fésforo). A férmula
empregada para o calculo da energia liberada (Joules/cm?) foi:

Dose de radiagéo laser=P_x T .
A

Sendo P a poténcia do aparelho expressa em Watts, T o tempo de
irradiacao expresso em segundos e A a area da ponta da caneta de aplicacao
expressa em centimetros quadrados (0,04 cm?). Considerando a poténcia 40mW
(0,04 W), tivemos os seguintes tempos de aplicacao por escavacgao:

Dose de radiacéo laser (J/ cm?) Tempo de aplicagao por escavagao (s)
5 5
10 10
20 20
40 40
80 80

Era realizada uma irradiacdo diaria em cada placa, durante trés dias
consecutivos (D-1, D 0 e D+1), com intervalo de 24 horas. Para cada doador
foram utilizadas duas placas de cultivo. O esquema de dose de radiacao,
combinado ou nao a adicao de cisplatina, encontra-se ilustrado no Anexo 3.
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3.9. Parametros utilizados para a analise dos dados
Para comparacao da proliferacao linfocitaria entre os doadores utilizamos
como parametro o indice de estimulacao (IE), calculado segundo a equacéo:

IE= valor em cpm da proliferacdo apds a intervencao (laser e/ou cisplatina)
valor em cpm da proliferagdo sem intervengéao

3.10. Analise estatistica

Primeiramente, cada variavel do estudo foi analisada quanto ao seu padréao
de distribuicdo amostral, visando a caracterizagdo da normalidade ou ndo da
mesma, com base no teste de Kolmogorov-Smirnov e outros parametros
descritivos (igualdade de variancia e coeficientes de skewness e kurtosis),
empregando-se o programa SigmaStat 3.1 (Jandel Scientific, San Rafael, EUA,
2004).

Como as variaveis apresentaram distribuicdo normal foram utilizados os
seguintes testes paramétricos: andlise de variancia para comparacao entre varias
amostras com relacdo a uma variavel, andlise de comparacées mdltiplas de
Student-Newman-Keuls, analise de regressao linear e correlagcdo de Pearson para
verificar a existéncia ou nao de relacao entre as variaveis.

A representacao gréafica dos resultados foi elaborada a partir do programa
SigmaPlot 3.1 (Jandel Scientific, San Rafael, EUA, 2004).

Foram consideradas estatisticamente significantes as diferengas entre

variaveis quando p < 0,05. As correlacdes efetuadas também foram consideradas

significantes ao nivel de 5% (p < 0,05).
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4. Resultados

4.1. Validacao da técnica de proliferacao linfocitaria por fito-
hemaglutinina (PHA)

Como mostrado na Figura 7, foi obtida intensa proliferagao linfocitaria em
todos os experimentos, com baixa variabilidade entre as réplicas, o que indica que
os mesmos foram realizados em condigbes 6étimas. Obtivemos uma grande
variabilidade dos niveis de proliferacao linfocitaria entre os individuos analisados,
variando de 32.107 a 103.028 cpm, com uma média de 69.450.

Validagéo da técnica de linfoproliferagéo

Doador

0 20x10° 40x103 60x10°3 80x10° 100x10° 120x10°  140x10°

Proliferacao linfocitaria (CPM)

Figura 7 — Proliferacdo de linfocitos de individuos sadios, apd6s 96 horas de incubacdo com
5 ug/mL de PHA, avaliada pela incorporacéo de timidina triciada (0,5uCi/ 10° CMN) e representada
por contagens por minuto (cpm). Cada coluna representa a média de cpm e respectivo desvio-
padréo de trés réplicas de cada doador.
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4.2. Efeito da radiacao laser de baixa poténcia sobre a proliferacao
linfocitaria

A radiacao laser aumentou a proliferacao linfocitaria em alguns individuos,
mas em outros nédo (Tabela 2). No doador 1 houve aumento estatisticamente
significante da proliferagdo de linfécitos com as doses de 5 (p=0,012) e 20 J/cm?
(p< 0,001). No doador 2, houve aumento com a dose de 40 J/cm? (p=0,020),
enquanto que no doador 3 houve aumento com a dose de 10 J/cm? (p=0,032) e
reducdo de 30% com as doses de 40 e 80 J/cm?® (ndo houve significancia
estatistica). Nao houve alteracao significativa da proliferacdo nos doadores 4, 5 e
6.

Tabela 2 — Proliferacao linfocitaria com diferentes doses de radiacao laser

Dose de radiagao

Doadores 5 0 (Joules/cm?) 20 80
20
1 *1,31 1,06 *1,63 1,15 1,20
2 1,15 1,05 1,13 *1,25 1,13
3 1,06 *1,32 0,83 0,70 0,69
4 1,03 1,03 0,96 0,99 0,99
5 1,02 0,92 1,21 1,17 1,12
6 1,02 1,04 1,01 0,97 0,91

A proliferacao linfocitaria foi representada pelo indice de estimulacao (IE), sendo:
|IE= valor em cpm da proliferacéo apds a intervencéo (laser e/ou cisplatina)
valor em cpm da proliferagdo sem intervengao

*p< 0,05, andlise de varidncia com comparagées multiplas de Student-Newman-Keuls entre a
proliferagé@o de linfocitos irradiados e n&o irradiados com laser.

Como pbde ser observado, houve grande variabilidade do efeito da
radiacao laser (Figura 8). Nota-se que ndao houve aumento da proliferacédo apenas
com a dose de 80 J/cm? (Figura 9).
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Figura 8 — Influéncia de diferentes doses de radiagdo laser sobre a proliferacao linfocitaria. A
proliferacéo linfocitaria esta expressa em cpm. Os resultados representam as médias e desvios-
padrdo obtidos conforme a variacdo da dose de laser. Cada grafico de barras representa os
resultados de um doador, sendo A (doador 1), B (doador 2), C (doador 3), D (doador 4), E (doador
5) e F (doador 6).

*#%pn < 0,05, andlise de varidncia com comparacoes multiplas de Student-Newman-Keuls entre a
proliferagé@o de linfocitos irradiados e néo irradiados com laser.
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Figura 9 — Efeito de diferentes doses de radiacdo laser sobre a proliferacao linfocitaria. A

proliferacéo linfocitéria esta representada pelo indice de estimulagéo (IE), sendo:
|IE= valor em cpm da proliferacéo apds a intervencéo (laser e/ou cisplatina)
valor em cpm da proliferagdo sem intervengéao

*p < 0,05, analise de varidncia com comparag¢des mdltiplas de Student-Newman-Keuls entre a
proliferagé@o de linfocitos irradiados e néo irradiados com laser.
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4.3. Efeito da cisplatina sobre a proliferacao linfocitaria

A cisplatina promoveu diminuicdo da proliferacado linfocitaria de maneira
dose-dependente (Figura 10), ou seja, quanto maior a concentragdo de
cisplatina utilizada menor a proliferagdo linfocitaria obtida (Figura 11). Foi
observada grande variabilidade de resposta a cisplatina entre os individuos
investigados (Figura 12). A menor variabilidade ocorreu com a maior

concentragao de cisplatina (1 1Csp).

120x10°

100x10%

80x10°

60x103

40x103

Proliferacao de linfécitos (cpm)

20x103

0 1/8 1/4 1
Concentragéo da cisplatina (IC,,)

Figura 10 — Interferéncia de diferentes concentragdes de cisplatina, incubada por 72 horas, sobre a
proliferagédo de linfécitos estimulados por PHA. Os resultados séo representados em contagens por
minuto (cpm), apo6s incorporagédo de timidina triciada, e expressos em média e desvio-padrao.
Cada ponto representa a média dos seis individuos analisados.

*p <0,05, andlise de variancia com comparacdes multiplas de Student-Newman-Keuls.
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Regressao linear: efeito citotdxico dose-dependente da cisplatina

Percentual de redugao da proliferagéo linfocitaria (%)

Concentragao de cisplatina (IC50)

Figura 11 — Correlag@o negativa entre a concentragao de cisplatina e o percentual de redugéo da
proliferagao linfocitaria (p <0,001, R= —0,904, correlagéo de Pearson). Cada ponto representa um
individuo.

Doador

-100 -80 -60 -40 -20 0

Percentual de reducao(%)

Figura 12 — Redugédo da proliferagdo linfocitaria induzida por diferentes concentragbes de

cisplatina, 1/8 ICso ([]), V2 1Cso (Il ), 1 1Cso (Il )- A proliferagao linfocitéaria esta representada como
percentual de reducao.
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4.4. Influéncia da radiacao laser de baixa poténcia sobre o efeito citotéxico
da cisplatina

A radiacao laser promoveu acao citoprotetora nos linfécitos tratados com
cisplatina em 25,5% das observacodes realizadas. Esse fenébmeno de citoprotecao
foi representado pelo aumento da proliferagéo linfocitaria mesmo sob efeito da
cisplatina. A freqiéncia e a intensidade do fenbmeno variaram bastante entre os
individuos avaliados (Figura 13). O aumento da proliferacdo induzido pela
radiacdo laser oscilou entre 19,1 e 120,6%, dependendo da dose de energia
utilizada durante a irradiacéo.

Foi observada citoprotecdo com maior freqiiéncia utilizando-se 20 J/cm?
(26% das observacdes), sendo que o aumento da proliferacdo variou entre 29,5 e
120,6%. Com 40 J/cm?, observou-se aumento da proliferacdo de 21,1 a 54,5%,
em 21,7% das observagdes. As doses 5, 10 e 80 J/cm? promoveram aumento de
19,1 a 72,5%. Cada uma dessas doses promoveu citoprotecdo em 17,3% das
observacdes. Devido a diversidade de doses de radiacdo laser capazes de
promover citoprotecdo, nao foi possivel delinear um padrdao de resposta dose-
dependente.

O fenbmeno de citoprotecado induzido pela radiacéo laser foi mais evidente
nos cultivos de linfécitos incubados com as concentracbes mais elevadas de
cisplatina, sendo 47,8% das observagdes de citoprotegdo associadas a 1 [Csyo,
34,7% associadas a 1/4 1Csp e 17,3% associadas a 1/8 1Csp.
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Figura 13 - Influéncia de diferentes doses de radiacdo laser sobre a proliferagcdo de linfécitos
tratados com as seguintes concentracdes de cisplatina:

1/8 1Cso ([ ), 1/4 1Cso ( I ), 1 1Cso (I )- A proliferacéo linfocitaria esta expressa como
porcentagem de variagao da proliferacéo, sendo que o aumento da proliferacao esta representado
pelos valores positivos e a diminuicao pelos valores negativos. Cada trés barras representam os
resultados de um doador.
**pn < 0,05, andlise de varidncia com comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls entre a
proliferacédo de linfocitos irradiados e nao irradiados com o laser.
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4.5. Influéncia da radiacao laser de baixa poténcia em relacao as diferentes
concentracoes de cisplatina

4.5.1. Concentracao de cisplatina 1/8 ICs

No doador 1, foi observado aumento da proliferacéao linfocitaria com todas
as doses de radiacdo empregadas, sendo o maior incremento com 20 J/cm?
(p=0,013), tendo sido obtida proliferacdo duas vezes maior que o controle. Nos
doadores 2, 4, 5 e 6, ndo foi observada alteracao significativa da proliferagcdo com
nenhuma das doses de radiacdo laser. No doador 3, houve aumento da
proliferacdo com 5 (p=0,022) e 10 J/cm? (p=0,010), e diminuicdo com 20, 40 e 80
Jiem? (p=0,028) (Tabela 3).

Tabela 3 — Proliferacao linfocitaria com a presenga de 1/8 1Cs, de cisplatina associada as diferentes
doses de radiacdo laser

Dose de radiagao

Doadores (Joules/cm?)
5 10 20 40 80
1 1,69 1,27 *2,20 1,71 1,69
2 1,23 0,96 1,23 1,01 1,05
3 *1,29 *1,40 0,71 0,72 *0,63
4 0,99 0,97 0,96 1,02 0,95
5 1,09 1,09 1,15 1,21 1,14
6 0,99 1,07 1,08 1,00 1,00

A proliferacao linfocitaria esta representada pelo indice de estimulacao (IE), sendo:
|IE= valor em cpm da proliferacéo apés a intervencéo (laser e/ou cisplatina)
valor em cpm da proliferagéo sem intervencao

*p < 0,05, andlise de varidncia com comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls entre a
proliferacédo de linfécitos irradiados e nao irradiados com laser.

Como pode ser observado na Figura 14, houve grande variabilidade de respostas
interindividuos frente a radiacdo laser. Entre os seis individuos analisados, em

apenas dois houve aumento significativo da proliferagéo.
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Figura 14 - Influéncia de diferentes doses de radiagéo laser sobre a proliferagdo de linfdcitos
tratados com a concentragdo 1/8 ICs, de cisplatina. A proliferagéo linfocitaria esta expressa em
cpm. Os resultados representam as médias e desvios-padrdo obtidos conforme a variagdo da dose
de radiacdo. Cada gréfico de barras representa os resultados de um doador, sendo A (doador 1), B
(doador 2), C (doador 3), D (doador 4), E (doador 5) e F (doador 6).

*kkp < 0,05, analise de variancia com comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls entre a
proliferacédo de linfocitos irradiados e nao irradiados com laser.
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4.5.2. Concentracao de cisplatina 1/4 ICs

Houve aumento significativo da proliferacéao linfocitaria no doador 1 com a
dose 20 J/cm? (p=0,001). No doador 2, o aumento ocorreu com as doses 5
(p=0,035), 10 (p=0,015), 40 (p=0,021) e 80 J/cm? (p=0,036). No doador 3, houve
aumento da proliferagdo com 5 (p=0,001) e 10 J/cm? (p=0,003), e diminuicdo com
20, 40 e 80 J/cm? (p< 0,001). Nos doadores 4 e 5, ndo foi observada alteragdo
significativa da proliferacdo com nenhuma das doses de laser. No doador 6, 0
incremento da proliferagdo ocorreu com 20 (p=0,013), 40 (p=0,012) e 80 J/cm?
(p=0,011) (Tabela 4).

Tabela 4 — Proliferacao linfocitaria com a presenca de 1/4 IC5, de cisplatina associada as diferentes
doses de radiacao laser

Dose de radiagao

Doadores (Joules/cm?)
5 10 20 40 80
1 0,74 0,85 *1,55 1,09 1,08
2 *1,21 *1,19 0,95 *1,24 *1,19
3 *1,27 *1,29 *0,58 *0,71 *0,68
4 0,93 0,88 1,02 1,18 1,03
5 0,99 1,10 1,10 1,14 1,21
6 0,99 1,13 *1,21 *1,21 *1,19

A proliferacao linfocitaria esta representada pelo indice de estimulacao (IE), sendo:
IE= valor em cpm da proliferacdo apés a intervencéo (laser e/ou cisplatina)
valor em cpm da proliferagao sem intervengéao

*p < 0,05, andlise de variancia com comparagées mudltiplas de Student-Newman-Keuls entre a
proliferacédo de linfocitos irradiados e nao irradiados com laser.

Como pode ser observado na Figura 15, houve grande variabilidade de resposta
interindividuos frente a radiacdo laser. Entre os seis individuos analisados, em

quatro houve aumento significativo da proliferagéo.
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Figura 15 - Influéncia de diferentes doses de radiagdo laser sobre a proliferacdo de linfécitos
tratados com a concentragdo 1/4 ICsq de cisplatina. A proliferacédo linfocitaria esta expressa em
cpm. Os resultados representam as médias e desvios-padrao obtidos conforme a variagdo da dose
de radiagao. Cada grafico de barras representa os resultados de um doador, sendo A (doador 1), B
(doador 2), C (doador 3), D (doador 4), E (doador 5) e F (doador 6).

*#%p < 0,05, andlise de varidncia com comparacoes multiplas de Student-Newman-Keuls entre a
proliferacédo de linfocitos irradiados e nao irradiados.
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4.5.3. Concentracao de cisplatina 1 ICs

Houve aumento significativo da proliferacéo linfocitaria no doador 1 com as
doses 20 (p=0,036), 40 (p=0,046) e 80 J/cm? (p=0,045). No doador 2, 0 aumento
ocorreu com as doses 5 (p=0,004), 20 (p=0,003), 40 (p=0,001) e 80 J/cm?
(p<0,001). No doador 3, houve aumento da proliferagdo com 10 J/cm? (p=0,009), e
diminuicdo de 50% com 20, 40 e 80 J/cm? (ndo houve significancia estatistica).
Nos doadores 4 e 6, ndo foi observada alteragao significativa da proliferagdo com
nenhuma das doses. No doador 5, o incremento da proliferagcdo ocorreu com 20
(p< 0,001) e 40 J/cm? (p=0,035) (Tabela 5).

Tabela 5 — Proliferacéo linfocitaria com a presenca de 1 I1C5, de cisplatina associada as diferentes
doses de radiacao laser

Dose de radiagéo

Doadores (Joules/cm?)
5 10 20 40 80
1 0,75 0,75 *1,32 *1,25 *1,34
2 *1,40 1,22 *1,45 *1,54 *1,72
3 1,23 *1,50 0,69 0,66 0,67
4 1,08 1,14 1,20 1,36 0,97
5 0,92 1,07 *1,45 *1,25 1,12
6 1,11 1,07 1,34 1,20 1,25

A proliferacao linfocitaria esta representada pelo indice de estimulacao (IE), sendo:
IE= valor em cpm da proliferacdo apés a intervencao (laser e/ou cisplatina)
valor em cpm da proliferagao sem intervengéao
*p < 0,05, andlise de variancia com comparagées mudltiplas de Student-Newman-Keuls entre a

proliferacédo de linfocitos irradiados e nao irradiados com laser.

Como pode ser observado na Figura 16, houve grande variabilidade de resposta
interindividuos frente a radiacdo laser. Entre os seis individuos analisados, em
quatro houve aumento significativo da proliferagéo.
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Figura 16 - Influéncia de diferentes doses de radiagdo laser sobre a proliferacdo de linfécitos
tratados com a concentracdo 1 ICs, de cisplatina. A proliferagao linfocitaria esta expressa em cpm.
Os resultados representam as médias e desvios-padrao obtidos conforme a variagdo da dose de
radiagao. Cada grafico de barras representa os resultados de um doador, sendo A (doador 1), B
(doador 2), C (doador 3), D (doador 4), E (doador 5) e F (doador 6).

*kkp < 0,05, analise de variancia com comparagdes multiplas de Student-Newman-Keuls entre a
proliferacédo de linfocitos irradiados e nao irradiados com laser.
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5. Discussao

A ocorréncia e a gravidade das ulceracbGes orais causadas por terapias
citotoxicas utilizadas no tratamento oncoldgico apresentam ampla variagdo. De
modo geral, dependem do tipo histopatolégico, localizacdo e estadiamento do
tumor, terapia instituida, esquema terapéutico, idade e estado geral do paciente,
dentre outros fatores (OHRN e cols. 2001, BLIJLEVENS 2005). No entanto,
existem terapias que conferem risco de quase 100% para o desenvolvimento
dessas lesdes, como é o caso do uso de quimioterapia em altas doses no preparo
para transplante de medula éssea (MCGUIRE e cols. 1993, WOO e cols. 1993,
VERA-LLONCH e cols. 2006), de radioterapia com doses acima de 60 Gy (VERA-
LLONCH e cols. 2006) e de radioterapia associada a quimioterapia para
tratamento de tumores de cabeca e pescoco (NUMICO e cols. 2006). Nesses
casos, a ocorréncia de ulceragdes orais gera um grande impacto em termos de
piora na qualidade de vida do paciente, aumento do risco de infecgdes, aumento
de custos (internacbes adicionais, uso de opidides, instalacdo de sondas naso-
gastricas), necessidade de reducdo da dose terapéutica ou até interrupcdo do
tratamento (ROSE-PED e cols. 2002, NAIDU e cols. 2004, PETERSON e
CARIELLO 2004, SONIS e cols. 2004, BLIJLEVENS 2005). Com o auxilio de
algumas medidas curativas é possivel amenizar a sintomatologia dolorosa e
diminuir o tempo de resolucdo dessas lesbes (WORTHINGTON e cols. 2004),
porém, medidas preventivas eficazes proporcionariam maiores beneficios.

Alguns ensaios clinicos mostraram que a laserterapia de baixa poténcia
(LBP) pode ser utilizada com sucesso tanto no tratamento como na prevengéo das
ulceragdes orais (PORREAU-SCHNEIDER e cols. 1992, BARASCH e cols. 1995,
BENSADOUN e cols. 1999, ANTUNES e cols. 2007). Entretanto, faltam modelos
experimentais que permitam estudos mais aprofundados, haja vista as limitagdes
éticas das investigacdes in vivo. Em virtude disso, foi proposto no presente
trabalho um modelo de estudo in vitro para melhor investigacao dos efeitos que

permeiam a LBP.
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O modelo proposto foi capaz de reproduzir situagdes da pratica clinica, tais
como proliferacdo celular induzida pela radiacdo laser, toxicidade causada pela
cisplatina, variacdo de resposta interindividuos em ambas as situacdes, além de
demonstrar o fendbmeno de citoprotecdao. O indicador dos fendbmenos bioldgicos
investigados foi a proliferacdo linfocitaria, tendo em vista a utilizagdo deste como
marcador bioldgico da eficacia da quimioterapia (POIKONEN e cols. 1999) e como
fator prognostico (WILTSCHKE e cols. 1995, COSISKI MARANA e cols. 2000).

Estudos com enfoque no efeito da LBP sobre a proliferagao linfocitaria,
além de escassos, apresentam protocolos de irradiagdo distintos e resultados,
muitas vezes, divergentes em relagdo a dose-resposta (STADLER e cols. 2000,
EL BATANOUNY e cols. 2002, GULSOY e cols. 2006). Estudos envolvendo outros
tipos de células, tais como fibroblastos (POURREAU-SCHNEIDER e cols. 1989,
POURZARANDIAN e cols. 2005) e células epiteliais (YU e cols. 1997,
GROSSMAN e cols. 1998), apesar de serem mais freqlentes, também
compartilham essas caracteristicas. Muitos desses trabalhos mencionam a relagao
entre doses baixas e a estimulagdo da proliferacdo, assim como, entre doses
elevadas e a inibicdo da proliferacdo, porém essa conceituacdo é pouco
esclarecedora ja que o referencial de dose baixa ou elevada varia de acordo com
o autor. Por esses motivos, utilizamos ampla variacdo de dose de radiacao laser
(5, 10, 20, 40 e 80 J/cm?), incluindo a maioria das doses referidas na literatura
cientifica.

Em relacdo ao protocolo de irradiagdo, seguimos o esquema empregado
em ensaios clinicos sobre a prevencdo de ulceracbes orais induzidas por
quimioterapia de altas doses para transplante de medula éssea (BARASCH e cols.
1995, COWEN e cols. 1997). Por esse motivo, a irradiagao teve inicio um dia
antes da adicdo de cisplatina e término um dia depois, tendo sido realizadas ao
todo trés irradiacbes com intervalos de 24 horas. O segundo dia de irradiacao
coincidiu com a adi¢ao de cisplatina, sendo definido, com base em outros estudos,
intervalo de 60 minutos entre os procedimentos (KARU e cols 1994; KHOLI e cols.
2003; DUBE e cols 2001).
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A avaliagdo da proliferagéo linfocitaria foi realizada através da incorporagao
de timidina triciada. Essa técnica permite a quantificacdo de timidina radioativa
incorporada ao DNA das células que proliferaram durante o periodo de incubacao.
Na etapa de padronizacdo dos experimentos, foi realizada investigacao inicial do
efeito da LBP sobre a proliferacdo linfocitaria sem a adicdo de mitdégeno
(resultados nao apresentados), no entanto a proliferagdo alcancada foi
extremamente baixa, tanto no grupo controle como também nos grupos
submetidos as diferentes doses de radiacdo laser. Esses dados estdo em
concordancia com aqueles encontrados por Gulsoy e cols. (2006). Por esse
motivo, nos demais experimentos utilizou-se fito-hemaglutinina (PHA), uma lectina
com atividade mitogénica. A PHA liga-se a glicoproteinas presentes na superficie
da membrana celular de linfécitos, causando a transdugao de sinais que culminam
em ativacao e inducao de proliferacdo (ASHRAF e KHAN 2003). Dessa forma, foi
possivel uniformizar o ciclo celular dos linfécitos, aumentando assim a
sensibilidade do nosso modelo de estudo tanto para a acdo da radiacao laser,
como também para a cisplatina.

Outro aspecto considerado no delineamento do modelo foi a existéncia de
variagdo de resposta interindividuos. Esse fato é observado tanto em estudos
sobre a incidéncia de ulceragdes orais causadas por terapias citotdxicas (OHRN e
cols. 2001, SONIS e cols. 2004), como também em estudos que investigam a
acao da LBP (POURREAU-SCHNEIDER e cols. 1992, BENSADOUN e cols. 1999)
ou da cisplatina (NADIN e cols 2006). Na verdade, pode-se afirmar que, de modo
geral, essa variacao de resposta é observada em todos os estudos que investigam
fendbmenos bioldgicos. Em vista disso, utilizamos amostras de sangue de seis
individuos diferentes.

Tendo sido discutidas as particularidades inerentes ao modelo de estudo
utilizado, iniciaremos a discussao de cada aspecto envolvido na interpretacdo dos
resultados. Primeiramente, em relagcdo a técnica de proliferacao linfocitaria por
PHA, foi obtida intensa proliferacdo, com baixa variabilidade entre as réplicas de
cada experimento. Entretanto, houve variacédo da proliferacdo (32.107 a 103.028

cpm) entre as amostras dos individuos investigados. Isso esta em concordancia
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com achados de outros estudos (WILSON e cols. 1978, RAPPOCCIOLO e cols.
1992, PINZON-CHARRY e cols. 2003). Pinzén-Charry e cols. (2003) relatam que
além da heterogeneidade de resposta entre diferentes individuos, ha também
diferenga entre amostras de um mesmo individuo obtidas em momentos
diferentes. Essas variagées podem estar relacionadas ao nivel de ativacao celular.
Duas situacdes podem contribuir para a ativacao dos linfécitos. A primeira pode
ocorrer antes da coleta de sangue, e estar associada ao contato dos linfécitos com
antigenos ou outros fatores capazes de ativa-los. Uma outra possibilidade pode
ser a ativacdo decorrente da manipulacdo das células durante o experimento.
Além disso, apds a adicao do mitégeno, a intensidade da proliferacao pode variar
de acordo com a quantidade de receptores da superficie celular com afinidade
pela PHA, que influenciara a magnitude do sinal transduzido para o nucleo
(ASHRAF e KHAN 2003).

A radiacdo laser promoveu aumento da proliferacao induzida por PHA em
alguns individuos, enquanto que em outros ndo foi observada alteragao
significativa. Nos casos em que houve aumento, ndao foi possivel definir uma
relacdo de dose-resposta, pois cada individuo respondeu a uma dose diferente.
Dentre as doses que influenciaram positivamente a proliferagdo tivemos: 5, 10, 20
e 40 J/cm?. Para alguns autores (OHTA e cols 1987, BATANOUNY e cols. 2002,
GULSOY e cols. 2006) doses de 1 a 10 J/cm? causaram efeito inibitério ou nao
causaram qualquer efeito. Por outro lado, em estudos com fibroblastos e
ceratinécitos, foi observado efeito proliferativo com doses de 1 a 5 J/cm?
(POURREAU-SCHNEIDER e cols. 1989, GROSSMAN e cols. 1998,
POURZARANDIAN e cols. 2005, HAWKINS e ABRAHAMSE 2006) e efeito
inibitério com doses acima de 16 J/cm? (HAWKINS e ABRAHAMSE 2006). Essa
variedade de dose-resposta pode ser decorrente, principalmente, de variagcbes
metodologicas. Como deve ser também considerada a limitagdo de muitas
investigacdes que sao baseadas na utilizacdo de células provenientes de um
Unico doador.

Outro aspecto a ser considerado seria a existéncia de uma relagdo entre o
efeito da radiagdo laser e o estado funcional das células. Tanto que, segundo Karu
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(1999), a resposta a LBP é determinada principalmente pelo potencial de
oxidacao-reducao (redox) da célula no momento da irradiacdo. Células com pH
abaixo do normal apresentam maior potencial de reducdo, ou seja, maior
tendéncia a aceitar elétrons, com isso, seriam mais sensiveis a acao da radiacao
laser (KARU 1999). Outro fato a ser considerado € que, mesmo havendo
sensibilizacdo celular, a resposta proliferativa dependerd também da
disponibilidade de substratos, produtos e enzimas envolvidas no processo (AMAT
e cols. 2006).

No presente modelo de estudo, a cisplatina foi utilizada como agente
promotor de citotoxicidade. As concentragdes de cisplatina empregadas foram
definidas com base nos dados de Kosmider e cols. (2004), sendo 1 ICs
correspondente a 6,1uM que é a concentracdo necessaria para reducao de 50%
da proliferagao linfocitaria apés 72 horas de incubacdo. Foram ainda testadas
concentracdes correspondentes a 1/4 e 1/8 de 1Cs,. Como esperado, foi
observada reducdo da proliferacdo linfocitaria de maneira dose-dependente.
Segundo Lieberthal e cols. (1996), essas concentracées provocam morte celular
por apoptose. A inducdo de apoptose ocorre provavelmente a partir de lesdes
oxidativas na membrana mitocondrial, responsaveis pela liberacdo de citocromo ¢
no citosol e consequente ativagcdo das caspases. Concentragcdes em torno de
800uM causam morte celular por necrose devido a lesdes oxidativas na
membrana plasmatica (LIEBERTHAL e cols. 1996).

Demonstramos variacdo de resposta a cisplatina entre os individuos
investigados, o que esta de acordo com dados da literatura cientifica. Houve
menor variabilidade com a maior concentracao de cisplatina (1 ICso). Para Nadin e
cols. (2006), a variacao de resposta a cisplatina é, de modo geral, decorrente do
polimorfismo genético que delimita a capacidade de reparo do DNA de cada
individuo. Além disso, o envolvimento de mecanismos de reparo do DNA pode
explicar a menor variabilidade de resposta observada com a maior concentragao
de cisplatina, ou seja, os danos causados por concentracdes mais baixas

poderiam ser revertidos, permitindo maior sobrevivéncia celular, enquanto que os
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danos causados por concentracdes mais elevadas seriam, de qualquer forma,
letais para a maioria das células.

A radiacado laser foi capaz de reduzir a citotoxicidade produzida pela
cisplatina. Isso foi representado pelo aumento da proliferacao linfocitaria mesmo
sob a influéncia negativa da cisplatina, o que configurou o fenémeno de
citoprotecdo. Sendo assim, foi constatada citoprotecdo em 25,5% das
observacdes. O aumento da proliferacao variou de 19,1 a 120,6%. Como no caso
do aumento da proliferacao pela radiacao laser na auséncia de cisplatina, houve
variabilidade interindividual em relacdo a ocorréncia do fenébmeno e a dose de
radiacao promotora de resposta.

O fenbmeno de citoprotecdo ocorreu com maior freqliéncia com as
concentracdes mais elevadas de cisplatina, sendo que 34,7% das observagdes de
citoprotecdo ocorreram com 1/4 ICso € 47,8% com 1 1Cso. Tanto Karu e cols.
(1994) como Liang e cols. (2006) observaram citoprotecao de forma mais evidente
com concentragcdes mais elevadas do agente citotdéxico. Uma explicacdo para
esse fato seria que a protecao causada pela LBP teria maior impacto em situacoes
de alto risco de mortalidade celular, j& que no caso de baixo risco os préprios
mecanismos protetores enddgenos seriam suficientes para promover
sobrevivéncia celular.

Embora ndo seja objetivo da presente investigacao elucidar os mecanismos
envolvidos na agao da LBP, é importante especular sobre possiveis vias comuns
de acado da radiacédo laser e da cisplatina. Tendo isso em vista, teoricamente, a
radiacao laser pode interferir sobre a acao da cisplatina de varias maneiras. Uma
dessas maneiras seria através da estimulacdo da oxidase do citocromo c. A
inibicdo dessa enzima por agentes citotdéxicos resulta em alteragcdo da
homeostasia i6nica mitocondrial levando a ruptura de sua membrana e
consequente inducao de apoptose devido a liberagdo de citocromo ¢ no citosol
(LIM e cols. 2002). De forma similar, a indugcdo de apoptose pela cisplatina
depende da liberacao de citocromo ¢ pela mitocéndria (WANG e LIPPARD 2005).
De acordo com Eells e cols. (2003), a pré-irradiacdo de células da retina com
radiacao laser de baixa poténcia reduz as alteracées provocadas pela agao toxica

50



do acido férmico, um inibidor da oxidase do citocromo ¢. Wong-Riley e cols. (2005)
observaram reducdo da morte de neurdnios causada por cianeto de potassio,
outro inibidor da oxidase do citicromo c. Portanto, em nosso estudo, a radiacéo
laser pode ter interferido com o processo apoptético induzido pela cisplatina
impedindo a liberagdo de citocromo ¢ a partir da estimulagdo da enzima oxidase
deste citocromo.

Outro possivel mecanismo capaz de impedir a liberacdo de citocromo ¢
seria através da estimulacdo da expressao de proteinas anti-apoptéticas, como
por exemplo, a Bcl-2. De fato, Liang e cols. (2006) observaram aumento da
expressao de Bcl-2 pela radiacdo laser. Essa proteina esta presente na membrana
mitocondrial e 0 aumento de sua expressdo confere protecdo celular contra a
apoptose (LIM e cols. 2002). Parte dessa atividade anti-apoptética ocorre a partir
da interacdo direta com proteinas pro-apoptéticas, inativando-as (YANG e cols.
1997).

As enzimas antioxidantes (dismutase do ion superdxido, catalase,
peroxidase) também devem ser consideradas como participantes do fenémeno de
citoprotecdo, ja que sdo pecas fundamentais da defesa celular frente a agentes
citotéxicos. Dentro desta perspectiva, Wangila e cols. (2006) demonstraram
inibicdo da inducao de apoptose pela cisplatina em células epiteliais de rim pré-
tratadas com uma substancia mimética a dismutase do fon superéxido. E de se
salientar que Klebanov e cols. (2005) observaram aumento da atividade da
dismutase do ion superéxido apds irradiacdo com laser de baixa poténcia. Esse
achado pode acontecer como mera conseqiiéncia do aumento do metabolismo
oxidativo causado pela radiagao laser, ou talvez, pela atuacéo direta da radiacéao
sobre a enzima, ja que ela contém ions metalicos em sua estrutura.

Em relacdo a ativacdo dos mecanismos de reparo do DNA, Koberle e cols.
(1999) constataram a existéncia de relacédo entre defeitos nesses mecanismos e
maior sensibilidade a cisplatina. Portanto, o inverso também pode ocorrer, ou seja,
mecanismos de reparo eficientes poderiam conferir resisténcia a droga. Neste
contexto, vale mencionar que existem enzimas de reparo de DNA ativadas pela
luz, como por exemplo, as fotoliases presentes em E. coli (ESSEN e KLAR 2006).
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Embora ndo tenham sido ainda identificadas em células de mamiferos, sabe-se
que elas sdo capazes de reconhecer e reverter lesdes induzidas por radiacao
ultravioleta (ESSEN e KLAR 2006). Enfim, ha indicios que, de alguma forma, a
LBP interfira com os mecanismos de reparo de DNA, pois Joyce e cols. (1999)
observaram reducéo da frequiéncia das aberracbes cromossdmicas induzidas por
radiacdo ionizante a partir da pré-irradiacdo com laser de baixa poténcia.
Conseglentemente, é plausivel pensar que possa existir em mamiferos uma
enzima de reparo com propriedades semelhantes as das fotoliases.

Outro dado interessante vem da descoberta da utilizagdo de
transportadores de cobre como via comum de entrada e saida na célula, tanto
para os ions cobre como também para a cisplatina (WANG e LIPPARD 2005),
pois, até pouco tempo atras, acreditava-se que a entrada de cisplatina na célula
era decorrente, principalmente, de difusdo passiva (WANG e LIPPARD 2005). No
entanto, estudos recentes tém demonstrado uma relagéo direta entre moléculas
transportadoras de cobre e a concentragao intracelular de cisplatina (SAFAEI
2006, ZISOWSKY e cols. 2007). Por exemplo, foi demonstrada protecdo de
linhagens tumorais contra o efeito citotoxico da cisplatina através do pré-
tratamento com sais de cobre (ZELAZOWSKI e cols. 1984; BONGERS e cols.
1988; BOOGAARD e cols. 1991). Deste modo, a radiacdo laser poderia, de
alguma forma, aumentar o transporte de cobre que, por sua vez, competiria com a
cisplatina diminuindo sua entrada na célula, e com isso, contribuiria para a
diminui¢do de sua toxicidade.

Existe ainda uma outra via comum de acdo que merece ser mencionada.
Tanto a LBP como a cisplatina causam estresse oxidativo devido a producao de
radicais livres, porém com intensidades diferentes. A LBP causa estresse oxidativo
de baixa intensidade (LAVI e cols. 2003, LUBART e cols. 2005), enquanto que no
caso da cisplatina o estresse oxidativo € de alta intensidade (KAWAI e cols. 2006,
SIOMEK e cols. 2006). O estresse de baixa intensidade pode desencadear
respostas celulares adaptativas, o que resulta em maior resisténcia celular aos
agentes estressantes (WIESE e cols. 1995, ROTHFUSS e cols. 2001, CHIUEH e
cols. 2005, KOYELI e cols. 2005, TAPIA 2006). Como mostrado por Wiese e cols.
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(1995), o pré-tratamento de células com baixas concentracées de perdxido de
hidrogénio, seguido de altas concentracdes, aumenta a viabilidade das células de
1,9% para 76,5%.

Pesquisas futuras devem ser direcionadas para a investigacdo de cada
uma dessas possiveis vias comuns a acao da LBP e da cisplatina. Outro dado que
merece ser investigado de forma mais aprofundada é a aparente independéncia
entre os fendbmenos de estimulagéo da proliferacao e indugéo de citoprotecao pela
acao da LBP, pois, no presente trabalho, foi possivel observar efeito citoprotetor
apesar da auséncia de efeito proliferativo inicial nas amostras de um mesmo
individuo. Porém, o inverso nao foi observado, isto €, ndo foram observados casos
de presenca de efeito proliferativo na auséncia de efeito citoprotetor.

Finalmente, tendo em vista as variagcdes de resposta entre diferentes
individuos, € indispensavel o desenvolvimento de ferramentas capazes de
predizer comportamentos biolégicos para que, com isso, seja possivel propor
tratamentos de maneira individualizada. A farmacogenémica é um exemplo de
ferramenta moderna capaz de identificar as diferencas genéticas entre individuos
que condicionam diferentes padrées de resposta aos medicamentos (MOREIRA-
FILHO e OKAMOTO 2004). A tendéncia € que este tipo de analise molecular
venha a ser incorporada aos procedimentos rotineiros para a escolha de
abordagens terapéuticas mais adequadas a cada caso, aumentando assim a
eficacia dos tratamentos (MOREIRA-FILHO e OKAMOTO 2004). O modelo
utilizado na presente investigacdo pode ser aplicado em estudos futuros com o
objetivo de predizer a sensibilidade do paciente a cisplatina, e assim, orientar
ajustes de dose. Além disso, pode-se investigar a correlacao entre a sensibilidade
in vitro, a incidéncia e a intensidade dos efeitos colaterais provocados pela
cisplatina in vivo. Através deste modelo, também é possivel identificar de maneira
individualizada a melhor dose de radiacao laser necesséaria para a inducao de
proliferagcdo celular ou citoprotecdo, e com isso, verificar a aplicacdo desta
individualizacdo de dose no tratamento e na prevencdo de ulceracdes orais

induzidas por radioterapia e/ou quimioterapia em pacientes com cancer.

53



. Conclusoes

. O modelo de estudo desenvolvido foi capaz de reproduzir situacées
observadas in vivo, tais como inducdo de aumento da proliferacao
celular e inducéo de citoprotecéo decorrente da irradiagdo com laser de
baixa poténcia, promog¢ao de citotoxicidade devido ao uso de cisplatina,
e variabilidade de resposta interindividual em todos estes casos.

. A radiagao laser induziu aumento da proliferacao linfocitaria, porém nao

foi observada relacao de dose-resposta.

. A cisplatina promoveu redugédo da proliferacao linfocitaria de maneira
dose-dependente.

. A radiacdo laser reduziu a citotoxicidade causada pela cisplatina,
caracterizando o fenébmeno de citoprotecao, o qual foi representado pelo
aumento da proliferagao linfocitaria mesmo sob a influéncia negativa da

cisplatina.
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Anexo 1- Glossario de conceitos fisicos

Amplitude é uma medida escalar da magnitude de oscilacdo de uma onda. A
unidade de medida da amplitude depende do tipo da onda. Por exemplo, a
amplitude de ondas de som e sinais de audio costumam ser expressas em
decibéis (dB).

Coeréncia refere-se a ondas eletromagnéticas com mesma freqiiéncia e mesmo

comprimento de onda.

Colimacao € o nome que se da para o processo de tornar paralelas, com a maior
precisdo possivel, as trajetérias de determinadas particulas de determinados
feixes, estes podem ser eletrbnicos, luminosos, linhas de fluxo eletromagnético,
etc. Na éptica a colimagao € necessaria para tornar paralelos os raios de um feixe

luminoso.

Campo elétrico é o campo de forga provocado por cargas elétricas (elétrons,

prétons ou ions) ou por um sistema de cargas.

Campo magnético é o campo produzido por um ima ou por cargas elétricas em

movimento.
Comprimento de onda ¢é a distancia entre valores repetidos num padrao de onda.
E usualmente representado pela letra grega lambda (A). O comprimento de onda

tem uma relacdo inversa com a freqiéncia.

Freqliéncia é o numero de oscilagbes de uma onda em um segundo. A unidade

de medida da freqUéncia € o hertz (Hz).

Espectro eletromagnético é a distribuicio da intensidade da radiacao

eletromagnética com relacéo ao seu comprimento de onda ou freqiiéncia. Contém
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desde as ondas de radio, o infravermelho, a luz visivel, os raios ultravioletas, o

raio X, até a radiacdo gama.

Féton é a particula elementar mediadora da forca eletromagnética. O féton
também é o quantum da radiacao eletromagnética (incluindo a luz). Em alguns
aspectos um féton atua como uma particula, por exemplo, quando registrado por
um mecanismo sensivel a luz, como no caso de um filme fotografico. Em outras
ocasides, um foéton se comporta como uma onda, tal quando passa através de
uma lente 6tica. De acordo com a conhecida dualidade particula onda da
mecanica quantica, € natural para um féton apresentar ambos aspectos na sua

natureza, de acordo com as circunstancias em que se encontra.

Monocromaticidade é a propriedade da radiacédo laser que esta relacionada a
emissao de fétons de um unico comprimento de onda, isto € representado pela

emissao de luz composta por apenas uma cor do espectro visivel.

Onda é uma perturbacédo oscilante, de alguma grandeza fisica no espacgo e
periddica no tempo. A oscilacdo espacial é caracterizada pelo comprimento de

onda e a periodicidade no tempo é medida pela freqiiéncia da onda.

Particulas elementares da matéria também chamadas de particulas
subatbmicas sdo as menores por¢coes de matéria-energia conhecidas. Particula
subatbmica é a designacdo genérica daquelas cujas dimensdes sao muito

menores que as de um atomo.

Radiacao eletromagnética € uma combinacdo de um campo elétrico e de um
campo magnético que se propagam através do espaco transportando energia. A
luz visivel é uma radiacédo eletromagnética. Dependendo das circunstancias, esta

radiacao pode comportar-se como uma onda ou como uma particula.
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Anexo 2- Termo de consentimento

Eu, abaixo assinado, autorizo a coleta de sangue para uso em pesquisa sobre o efeito do
laser de baixa poténcia sobre células do sangue. O procedimento planejado foi a mim explicado.

Os possiveis riscos associados a este procedimento foram-me esclarecidos e sdo os
seguintes:
1. Aparecimento de hematoma na regido de coleta.
2. Presenga de desconforto local.

Certifico que este formulario me foi explicado e que o li ou que 0 mesmo foi lido para mim e
que entendi o seu conteudo.

Data_/ /| Hora: :

Assinatura do

doador:;
Nome: R.G.
Testemunha: R.G.:

Qualquer duvida entrar em contato com o Dr. Carlos Eduardo Tosta ou com a Dra. Renata
Lazari Sandoval no Laboratério de Imunologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia, ou pelos telefones 9963-7780 e 8172-9089.
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Anexo 3- Parecer CONEP
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Anexo 4 - Desenho das placas de cultivo empregadas nos experimentos.

0J/em? | 0J/em? |0 J/em? |0 Jiem? |0 J/em? |0 J/em? | 0 J/em? |0 J/em? | 0 J/em? |0 J/em? | 0 J/em? |0 J/iem?
0 ICso 0 ICso 0 ICso 1/8 1Cs0 | 1/8 1Cs0 | 1/8 ICs0 | 1/4 1Cs0 | 1/4 1Cs0 | 1/4 1Cs0 | 1 1Cs0 1 1Cs0 1 1Cs0

STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF

STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF

5J/cm? |5J/cm? |5J/cm? | 5J/em? |5 J/icm? | 5 J/iem? |5 J/em? |5 Jd/cm? |5 J/em? |5 J/ecm? |5 Jicm? | 5 J/em?
0 Qt 0 Qt 0 Qt 1/8 1Cs0 | 1/8 ICs0 | 1/8 ICso | 1/4 1Cs0 | 1/4 1Cs0 | 1/4 1Cso | 11Cs0 | 11Cs0 | 1 1Cso

STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF

STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF

10J/ecm? | 10d/em? | 10J/cm? | 10J/ecm? | 10d/em? | 10d/em? | 10d/em? | 10d/em? | 10d/em? | 10J/cm? | 10J/cm? | 10J/cm?
0 ICso 0 ICso 0 ICso 1/8 1Cs0 | 1/8 1Cs0 | 1/8 ICs0 | 1/4 1Cs0 | 1/4 1Cs0 | 1/4 1Cs0 | 1 1Cs0 1 1Cs0 1 1Cs0

STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF
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20J/cm? | 20d/cm? | 20J/cm? | 20d/cm? | 20d/cm? | 20J/ecm? | 20J/cm? | 20J/cm? | 20J/cm? | 20J/cm? | 20J/cm? | 20d/cm?
0 ICso 0 ICso 0 ICso 1/8 1Cs0 | 1/8 1Cs0 | 1/8 1ICs0 | 1/4 1Cs0 | 1/4 1Cs0 | 1/4 1Cs0 | 1 1Cs0 1 1Cs0 1 1Cs0

STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF

STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF

40J/cm? | 40J/cm? | 40d/cm? | 40d/cm? | 40J/cm? | 40J/cm? | 40J/cm? | 40J/cm? | 40J/cm? | 40d/ecm? | 40d/cm? | 40J/cm?
0 ICso 0 ICso 0 ICso 1/8 1ICs0 | 1/8 ICs0 | 1/8 ICs0 | 1/4 1Cs0 | 1/4 1Cs0 | 1/4 1Cs0 | 1 I1Cs0 1 1Cs0 1 1Cs0

STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF

STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF

80J/cm? | 80J/cm? | 80J/cm? | 80J/cm? | 80J/cm? | 80J/cm? | 80J/cm? | 80J/cm? | 80J/cm? | 80J/cm? | 80J/cm? | 80J/cm?
0 ICso 0 ICso 0 ICso 1/8 1Cs0 | 1/8 1ICs0 | 1/8 ICs0 | 1/4 1Cs0 | 1/4 1Cs0 | 1/4 1Cs0 | 1 1Cs0 1 1Cs0 1 1Cs0

STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF STF
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Anexo 5 - Valores absolutos dos resultados obtidos em cada experimento,
expressos em contagens por minuto (cpm).

Doador

1/8

1/8

1/8

1/4

1/4

1/4

1 0 ICs0 01Cso | 01Cso ICso ICso ICso ICso ICso ICso 11Cs0 | 11Cs0 | 11Cs0
0J/cm? 33300 | 32843 | 30179 | 12419 | 12797 | 24699 | 22118 | 20574 | 27601 | 10083 | 9337 12897
5J/cm® | 43403 | 43889 | 39208 | 26817 | 29751 | 26318 | 16114 | 16539 | 19247 | 8122 7762 8230
10J/cm? | 33336 | 33583 | 36937 | 16144 | 21787 | 24396 | 19712 | 20492 | 19211 | 8854 7462 7707
20J/cm? | 49431 | 52828 | 55110 | 38149 | 31877 | 38268 | 33766 | 41089 | 34227 | 15082 | 14911 | 12744
40J/cm? | 31233 | 39686 | 40796 | 27497 | 37631 | 18698 | 29267 | 25336 | 22037 | 12284 | 14050 | 14103
80J/cm? | 37636 | 37114 | 42058 | 26491 | 33132 | 23494 | 23024 | 24388 | 28733 | 11759 | 14842 | 16769
Doador 1/8 1/8 1/8 1/4 1/4 1/4

2 0 ICso 01Cso | 01Cso ICso ICso ICso ICso ICso ICso 11Cs | 11Cs0 | 11Cs0
0J/cm? 69481 | 55467 | 72615 | 47006 | 62218 | 50263 | 46310 | 38728 | 46468 | 16764 | 14529 | 18035
5J/cm? 74794 | 77958 | 75537 | 58020 | 73190 | 66428 | 55088 | 55611 | 49046 | 25265 | 23199 | 20972
10J/cm? | 73625 | 64124 | 70938 | 52032 | 53315 | 46207 | 46793 | 57026 | 52899 | 20863 | 17907 | 21647
20J/cm? | 76259 | 74119 | 74313 | 55027 | 70885 | 70515 | 40990 | 44889 | 38475 | 23489 | 22895 | 25495
40J/cm? | 76729 | 87677 | 84373 | 48889 | 55055 | 58662 | 52351 | 55049 | 56839 | 27336 | 23362 | 25521
80J/cm? | 78362 | 68795 | 77997 | 61816 | 51065 | 54925 | 50125 | 53915 | 52857 | 25490 | 29175 | 30456
Doador 1/8 1/8 1/8 1/4 1/4 1/4

3 0 ICso 01Cso | 01Cs0 ICso ICso ICso ICso ICso ICso 1 1Cs0 1 1Cs0 1 1Cs0
0J/cm? 53956 | 62148 | 67782 | 54361 | 63534 | 62136 | 52900 | 57459 | 53637 | 27721 | 20207 | 20207
5J/cm? 74005 | 60692 | 61949 | 58363 | 86927 | 87751 | 68899 | 68220 | 72260 | 21667 | 28431 | 33617
10J/cm? | 72373 | 95125 | 75909 | 82581 | 82219 | 87615 | 60638 | 75406 | 75522 | 28909 | 38078 | 34957
20J/cm? | 54916 | 56193 | 43120 | 36884 | 49396 | 40057 | 29644 | 35584 | 28357 | 16748 | 15598 | 13896
40J/cm? | 40889 | 45171 | 42674 | 40648 | 48915 | 39086 | 34646 | 38953 | 42438 | 15535 | 16105 | 12931
80J/cm? | 51551 | 44086 | 31095 | 32823 | 41942 | 38627 | 38110 | 37498 | 34489 | 16593 | 16935 | 11813
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Doador 1/8 1/8 1/8 1/4 1/4 1/4

4 01Cso | 01Csp 0 ICsp ICso ICso ICso ICso ICso ICso 11Cs0 | 11Cs0 | 11Cs0
0J/cm? 82717 | 121256 | 105111 | 85953 | 92575 | 87255 | 54284 | 48110 | 43903 | 28610 | 29937 | 27041
5J/cm? 87197 | 125008 | 107755 | 84246 | 91942 | 87348 | 44437 | 46478 | 43677 | 34417 | 27947 | 30451
10J/cm? | 95206 | 112647 | 112146 | 80220 | 89383 | 86609 | 48975 | 42256 | 38125 | 35401 | 32160 | 30724
20J/cm? | 93512 | 92352 110886 | 86272 | 80743 | 86627 | 52305 | 49392 | 49338 | 34748 | 32514 | 35988
40J/cm? | 91164 | 106415 | 108494 | 89677 | 98594 | 83684 | 65584 | 56856 | 50563 | 43471 | 35577 | 31603
80J/cm? | 83069 | 106595 | 114351 | 70905 | 89529 | 89868 | 42811 | 46797 | 48587 | 33396 | 24452 | 24535
Doador 1/8 1/8 1/8 1/4 1/4 1/4

5 0 ICso 0 ICso 0 ICso ICs0 ICso ICso ICso ICso ICso 11Cs0 | 11Cs0 | 11Cs0
0J/cm? 69876 92131 85890 75796 | 78314 76292 67639 | 67639 | 68783 | 21318 | 24637 | 20210
5J/cm? 115468 | 71550 66871 79627 | 83425 83277 61458 | 63959 | 75053 | 17908 | 19672 | 22774
10J/cm? | 62801 80100 87058 83354 | 79744 92285 70091 | 81486 | 73955 | 23914 | 22967 | 24072
20J/cm? | 103359 | 94848 104126 | 81423 | 89278 88102 73746 | 78727 | 73575 | 32293 | 31002 | 32708
40J/cm? | 105732 | 92008 93624 77917 | 102129 | 92648 88147 | 70400 | 74700 | 26635 | 28504 | 27900
80J/cm? | 89793 102808 | 85224 72914 | 87287 100850 | 78282 | 81180 | 89386 | 28349 | 25638 | 20780
Doador 1/8 1/8 1/8 1/4 1/4 1/4

6 0 ICso 01Cso | 01Cso ICso ICso ICso ICso ICso ICso 1 1Csp 11Cs0 | 11Cs
0J/cm? 67760 75777 | 71636 | 49948 | 60666 | 58519 | 38482 | 41579 | 34438 | 13550 | 10699 | 11868
5J/cm? 78617 72320 | 69055 | 56080 | 54682 | 56405 | 36620 | 37742 | 38357 | 12415 | 16212 | 11565
10J/cm? | 75364 77012 | 73076 | 56512 | 66490 | 58075 | 43102 | 42427 | 44092 | 12900 | 12591 | 13169
20J/cm? | 71308 69373 | 78735 | 59193 | 66096 | 58463 | 42208 | 49228 | 47717 | 15821 | 14322 | 18582
40J/cm? | 68031 65991 | 74513 | 58383 | 56813 | 54810 | 48536 | 46166 | 44052 | 14294 | 13609 | 15608
80J/cm? | 62724 64968 | 67331 | 51409 | 55045 | 63289 | 46000 | 42773 | 48256 | 14318 | 12862 | 18079
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