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“In the middle of difficulty lies opportunity.” Albert Einstein
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Resumo

A patobiologia da mucosite oral ¢ complexa existindo, ainda, pouca informagao
sobre os eventos que levam ao dano da mucosa oral durante o tratamento oncolégico. O
tratamento deste tecido lesionado continua a ser um desafio para os varios profissionais
de satide. No entanto, novas op¢des de terapia conseguiram reduzir a taxa de
morbilidade e mortalidade, sendo o laser um dos métodos cada vez mais utilizados para
acelerar e otimizar o processo de reparacao tecidual.

A elaboragdo desta tese objetivou clarificar os mecanismos de acdo e os efeitos
génicos da aplicagao de laserterapia de baixa poténcia nas lesdes orais decorrentes da
quimioterapia. Para a realizagdo desta revisao bibliografica recorreu-se as bases de
PubMed® e OMIM®™ empregando palavras-chave especificas associadas a esta tematica.

E reconhecido que a radiagdo com certos comprimentos de onda pode ser
benéfico para os tecidos e células, porém, existem incertezas sobre o seu mecanismo de
accdo. A fotobiomodulacdo, incluindo a Light Level Laser Therapy (LLLT), ¢ baseada
na interacdo da luz de baixa poténcia com tecidos e cé€lulas sem um efeito térmico
associado. Estudos sobre os efeitos da LLLT, isoladamente ou em combinagdo com
outras terapias, mostraram que esta terapia promove uma reducdo da intensidade da dor,
diminui¢ao da gravidade de mucosite, aceleracdo da cicatrizacdo de feridas, efeito de
analgesia e um aumento da taxa de fluxo salivar, sem efeitos colaterais.

Os lasers mais utilizados para o efeito de cicatrizagdo incluem os lasers de hélio-
néon, os lasers de diodo incluindo o gélio-aluminio-arsénico (Ga-Al-As), os lasers de
arsénio-galio (As-Ga) e o de indio-gélio-aluminio-fosforeto (In-Ga-Al-P).

Apesar de existir alguns estudos ja realizados, que recomendam a aplicagao
desta laserterapia no tratamento de lesdes orais em pacientes submetidos a
quimioterapia, existe uma escassez de informagdo sobre os seus efeitos génicos na
mucosa, nomeadamente na expressao génica, tornando emergente o desenvolvimento de
estudos adicionais.

Palavras-chave: Laserterapia de baixa poténcia; LLLT; mucosite oral; quimioterapia;
gene
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Abstract

The pathobiology of oral mucositis is complex and there is still slight
information about the events that lead to oral mucosal damage during cancer treatment.
The treatment of this injured tissue continues to be a challenge for the various health
professionals. Therapy options were able to reduce the morbidity and mortality rate,
with laser being one of the increasingly used methods to accelerate and optimize the
tissue repair process.

The elaboration of this thesis aimed to clarify the mechanisms of action and the
gene effects of the application of low power laser therapy in oral lesions due to
chemotherapy. In order to perform this bibliographic review were used the bases of
PubMed® and OMIM" using specific keywords associated to this themelt is recognized
that radiation with certain wavelengths may be beneficial to tissues and cells, but there
are uncertainties about its mechanism of action. Photobiomodulation, including Light
Level Laser Therapy (LLLT), is based on the interaction of low-power light with tissues
and cells without an associated thermal effect. Studies on the effects of LLLT, alone or
in combination with other therapies, have shown that this therapy promotes a reduction
in pain intensity, decreased mucositis severity, accelerated wound healing, analgesic
effect and increased salivary flow rate , without side effects.

The most used lasers for the healing effect include helium-neon lasers, diode
lasers such as gallium-aluminum-arsenic (Ga-Al-As), arsenic-gallium lasers (As-Ga),
and indium-gallium-aluminum-phosphide (In-Ga-Al-P).

Although some studies have already been carried out recommending the application of
this laser therapy in the treatment of oral lesions in patients undergoing chemotherapy,
there is a lack of information about its gene effects on the mucosa, particularly gene
expression, making the development of additional studies.

Keywords: Low level light therapy, LLLT, oral mucositis, chemotherapy, gene
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Abreviaturas

Laser Light amplification by stimulated emission of

radiation

LLLT Laser de baixa poténcia

HILT Laser de alta poténcia

PKC Proteina quinase C

ROS Espécies reativas de oxigénio

NF-kB Fator nuclear Kappa B

AP1 Proteina 1

MMP Matriz metalloproteinase

COX-2 Cicloxigenase-2

miRNA microRNA

MSC Célula tronco mesenquimal

CDK2 Cinase 2 dependente de ciclina

siRNA RNA interferente

Rb Proteina retinoblastoma

MSC’s C¢lulas estaminais mesenquimatosas

B-PDGFR Fator de crecimento das células endoteliais

ATX-1 Proteina antioxidante

HSP70 Gene da proteina de choque térmico
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1. Introducao

Nos tltimos anos tém-se assistido a um aumento do numero de casos de cancro em
Portugal muito semelhante ao que acontece no resto da Europa. Esta taxa de incidéncia
ronda os 3%. Como consequéncia deste aumento na incidéncia de cancro existiu
proporcionalmente uma crescente complexidade da intensidade dos tratamentos por
radioterapia e quimioterapia o que levou a um aumento de efeitos adversos, em
particular na cavidade oral.(1)

Geralmente, a abordagem terapéutica oncologica pode incluir a cirurgia, a
radioterapia e/ou a quimioterapia. A quimioterapia representa uma opg¢ao em que ¢é
reconhecido a ndo especificacdo tecidular. Embora possua uma agdo rapida sobre os
mecanismos de divisdo celular, como nao existe diferenciagdo entre as células
cancerigenas e as células normais, apresenta efeitos colaterais muitas vezes graves.(1)

As células da mucosa oral possuem uma taxa mitdtica elevada, bem como, uma
equivalente taxa de renovagdo ¢ maturagdo epitelial. Esta mucosa €, assim, vulneravel
aos efeitos nocivos da quimioterapia. Os efeitos ndo especificos de medicamentos
citotoxicos t€ém como consequéncia a reducdo da taxa de renovagdo celular epitelial
resultando, por isso, em atrofia muscular, aparecimento de ulceras dolorosas
(localizadas ou difusas) e em sinais de inflama¢do da mucosa.(1) A quimioterapia nao
sO altera a integridade da mucosa, mas também altera a populagdo microbiana, o que
terd como efeito a alteracdo da qualidade e quantidade salivar. Este efeito representa um
aumento do risco de infecdo devido ao desequilibrio do sistema imunitario. Assim, a
fun¢do da mucosa oral como mecanismo de barreira ¢ comprometida constituindo
consequentemente, um fator de risco para a morbilidade e mortalidade destes pacientes
imunossuprimidos pelo tratamento instituido.(1)

A frequéncia de lesdes orais em pacientes sujeitos a quimioterapia ¢ muito variavel,
podendo estar relacionadas com o paciente ou com o tratamento. Como fatores
relacionados com o paciente destacam-se a idade, o diagnostico e o estado de satde oral
antes e durante o tratamento. Relativamente aos fatores associados ao tratamento, o tipo
de medicamento usado, a dose e a frequéncia terapéutica sdo os mais evidenciados.(1)
As complicagdes orais pOs-quimioterapia, tais como o desenvolvimento de mucosite
oral, de hemorragias orais, de infe¢des ou a xerostomia, podem ser graves para o
paciente por condicionarem a interrup¢ao da quimioterapia e, por isso, resultarem num
adiamento da possibilidade de cura.(2)

Existe uma vasta série de procedimentos e produtos para aliviar os efeitos das lesdes
orais, como protetores de mucosa, crioterapia, analgésicos topicos e, mais recentemente,
uma nova terapia com laser de baixa poténcia (LLLT). O mecanismo de interacdes do
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proprio laser com os tecidos bioldgicos ¢ compreendido apenas parcialmente, no
entanto, ¢ descrito como um fendémeno fotobioldgico no qual os fotorecetores primarios
(como o citocromo ¢ oxidase) absorvem certos comprimentos de onda, causando efeitos
na cadeia respiratoria. Para que o laser seja efetivo ¢ necessario que seja absorvido pelos
tecidos sendo que no caso dos lasers de baixa poténcia (LLLT) este deve ser absorvido e
estimular um efeito biomodulador. J4 os lasers de alta poténcia (HILT), usados no
campo cirurgico, agem através da produgdo de calor. Embora os tecidos bioldgicos
sejam heterogéneos, do ponto de vista 6tico, a escolha do tipo de laser deve ser feita em
funcdo de sua interagdo com o tecido alvo, seja esse tecido mole ou duro.(3)

O uso de lasers de baixa poténcia (Low-Level Light Therapy) tem aumentado na area
da medicina com aplicagdes especificas na aceleragdo do processo de cicatrizagdo, no
tratamento de disturbios musculares e no controlo da dor. Esta terapéutica inovadora
tem demonstrado bons resultados, constituindo uma alternativa clinicamente
promissora.(4) Os lasers sdo dispositivos médicos de produgdo de calor, que convertem
a energia eletromagnética em energia térmica. Em termos praticos, o laser consiste
numa aplicacao local de uma fonte de luz monocromatica sendo, por isso, atraumatico,
simples e ndo invasivo.(5) Os lasers usados na pratica clinica médico-dentaria podem
ser classificados de acordo com varias categorias, entre as quais o comprimento de
onda, o meio fisico do laser (laser de gas ou laser solido), a sua penetracdo no tecido
(tecido mole ou tecido duro), o risco relacionado com a sua aplicagdo e os seus
potenciais perigos. A sua caracteristica mais significante € o seu comprimento de onda,
cuja variacdo permite uma classificagdo de acordo com a constante no espetro
eletromagnético. O comprimento de onda usado, tanto em medicina como em medicina
dentaria, ronda os 193 aos 10.600 nm, representando no espetro eletromagnético da
zona correspondente ao ultravioleta até ao infravermelho.(6) De acordo com esta
caracteristica, os lasers de baixa poténcia podem ser divididos em dois grupos: em
vermelho, com comprimentos de onda de 600 a 700nm e, em infravermelho de 750 a
1000nm. Para cada um destes tipos os fotorrecetores tecidulares podem apresentar uma
maior ou menor afinidade de absor¢do da luz emitida, gerando por isso cascatas de
alteragoes tecidulares diferentes.(7)

O desenvolvimento do primeiro laser, um laser de rubi, baseado na teoria espontanea
e emissao estimulada de Albert Einstein, foi introduzido pelo fisico Theodore Maiman
em 1960. Rapidamente, a aplicacdo deste tipo de dispositivo em varias areas do
cientificas, em especial na medicina, ganhou interese, principalmente apds a criagdo de
um segundo tipo de laser a base de Hélio-Néon (He-Ne), por Javan, Bennet e Herriot,
em 1961. No entanto, a primeira aplicagcdo do laser na Medicina Dentaria so foi relatada
anos mais tarde por Goldman.(6) Em 1961, Snitzer publicou um protétipo do laser de
Nd: YAG, no entanto, s6 em 1985, Myers descreveu a remog¢do in vivo de uma lesdo
cariogénica com a aplicagdo de um laser modificado de ND:YAG de uso em
oftalmologia.(6) Posteriormente, foram usados lasers de diodos semicondutores como o
arsenieto de galio-aluminio (Ga-Al-As). O laser de diodo, que apresenta um
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comprimento de onda entre os 800nm e os 980nm, ¢ um laser ativado em meio s6lido
que inclui cristais semi-condutores com combinacdo de aluminio ou indio, arsénio e
galio. Estes lasers funcionam em modo pulsado, sendo este modo alcancado
eletronicamente ligando e desligando o dispositivo. O laser de baixa intensidade com
fonte de luz vermelha mais usada ¢ o de He-Ne, que emite luz no comprimento de onda
de 632,8 nm. O laser ¢ frequentemente substituido por laser de diodo. Estudos
anteriores (Karu, 1987; Young et al, 1989), em culturas celulares mostraram que nao
existem diferengas significativas na resposta bioldgica a irradiacdo com os diferentes
lasers.(8-10).

A maioria dos trabalhos iniciais na LLLT usou o laser He-Ne, que emite luz de
comprimento de onda de 632,8 nm. Enquanto atualmente os lasers de diodo
semicondutores, como os lasers de galio-arsenicto (GaAs), aumentaram a sua
popularidade. Acreditava-se originalmente que a coeréncia da luz laser era crucial para
alcangar os efeitos terapéuticos da LLLT, mas recentemente essa nocdo tem sido
contrariada pelo uso de LEDs, que emitem luz nao-coerente numa faixa mais ampla de
comprimentos de onda do que os lasers. Contudo, ainda ndo foi determinado se existe
uma diferenca real entre o laser e o LED, e se de facto existe se a diferenca resulta da
coeréncia ou da monocromacidade, em oposicdo a ndo-coeréncia e largura de banda
mais ampla da luz LED. (11)

A introducdo dos lasers especificamente na area da cirurgia oral substituiu muitas
técnicas cirurgicas de rotina tendo como resultado o desenvolvimento de produtos
sofisticados para a melhoria da qualidade de tratamentos. Atualmente, o laser, para
muitos procedimentos cirargicos de tecidos intraorais, ¢ a alternativa mais viavel em
substitui¢do do uso de bisturi. Os lasers que t€ém demonstrado mais eficacia neste tipo
de procedimento sdo os lasers de CO,, Nd: YAG e diodo.(6)

Os tipos de laser mais utilizados, em estudos in vivo e in vitro, para cicatrizacao de
feridas e tecidos na medicina regenerativa sdo os lasers de hélio-néon (He-Ne) e lasers
de diodo, incluindo o gélio-aluminio-arsénico (Ga-Al-As), lasers de arsénico-galio (As-
Ga) e de indio-galio-aluminio-fosfeto (In-Ga-Al-P).(12)

Neste ambito, a presente revisdo bibliografica pretende clarificar os mecanismos de
acao e os efeitos génicos da aplicagdo de laserterapia de baixa poténcia nas lesdes orais
decorrentes da quimioterapia.
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2. Material e Métodos

Para a realizacdo desta revisao bibliografica procedeu-se a uma pesquisa inicial na
base de dados PubMed® (Arquivo digital de literatura biomédicas e de ciéncias da vida
do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos), tendo a mesma sido
complementada com uma pesquisa mais direcionada através da base de dados OMIM®
(Online Mendelian Inheritance in Man).

Os termos MeSH pesquisados na PubMed® incluiram: “Low level light therapy”;
“oral mucositis”; “chemotherapy” ¢ “gene”. Na pesquisa efetuada na OMIM® foi
utilizada a palavra-chave “LLLT” e “gene”.

Os critérios de inclusdo considerados para esta monografia compreenderam a
sele¢dao de documentos do tipo ensaio clinico e de revisdo, realizados em humanos, com
disponibilidade do texto integral, e, com o idioma portugués, inglés, francés e espanhol.
Nao foi feito qualquer limite temporal a pesquisa referida devido a informacgao de
extrema pertinéncia contida em alguns artigos. Devido a escassez de artigos obtidos foi,
adicionalmente, realizada uma pesquisa na bibliografia selecionada como forma de
artigo citado com o objetivo de obter outros artigos de interesse para o estudo.

Como critérios de exclusdo foram considerados documentos com resumo
incompleto, documentos cujo texto integral tivesse restrigdes de acessibilidade e artigos
repetidos.

Apos classificagdo, de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo,
selecionaram-se 28 artigos com interesse para o estudo do tema e elaboragado da tese.
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3. Desenvolvimento

No sentido de abordar a tematica em questdo de forma mais clara procedeu-se a
uma subdivisdo da mesma em propriedades relativas aos lasers de baixa poténcia, nos
aspetos associados a patogenia da mucosite oral e, por ultimo, no tipo de interacdo entre
a laserterapia de baixa poténcia e os miRNA.

3.1. Propriedades do laser de baixa poténcia

O laser ¢ um dispositivo que permite a amplificacdo de luz por emissao
estimulada de radiacdo eletromagnética, sendo o feixe de luz relativamente uniforme
quer em comprimento de onda, quer em polariza¢do. Esta tecnologia foi originalmente
descrita por Maiman, em 1960, na forma de um laser de rubi. As propriedades inerentes
aos lasers permitiram numerosas aplicagdes médicas, incluindo a sua utilizagdo em
cirurgia, ativacdo de agentes fotodindmicos e varias terapias ablativas em cosméticos,
todas baseadas no calor gerado pelo raio laser, em alguns casos, levando a destrui¢do
tecidual. Estas aplicagdes de lasers sao consideradas de alta energia, devido as suas
intensidades, que variam de cerca de 1 a 100 watts (W) / cm”. (12)

Os lasers de baixa intensidade (LLLT) exercem os seus efeitos através de meios
ndo térmicos. Este novo campo foi iniciado através do trabalho de Mester et al. que em
1967 relataram efeitos ndo térmicos do laser no crescimento de pelo de rato. Num
estudo seguinte, 0 mesmo grupo relatou a capacidade de aceleracdo na cicatrizacdo de
feridas e melhoria na regeneragdo pos-operatoria. Os estudos in vivo e in vitro desta
terapia, no contexto de medicina regenerativa, demonstraram uma ampla variedade de
efeitos terapéuticos, tais como, a reducdo da dor, efeitos anti-inflamatérios e na
cicatrizagdo de feridas. Os lasers mais utilizados para o efeito de cicatrizagdo incluem os
lasers de hélio-néon e os lasers de diodo, tais como o de galio-aluminio-arsénico (Ga-
Al-As), o de arsénio-galio (As-Ga) e o de indio-galio-aluminio-fosforeto (In-Ga-Al-
P).(12)

A caracteristica mais distintiva da LLLT em relacdo as outras terapias ¢ a
mediacdo dos seus efeitos através de um processo ainda pouco definido chamado
fotobioestimulacao e nao através da indugdo de efeitos térmicos. Até a data, varios
mecanismos biologicos foram propostos, embora nenhum tenha sido claramente
estabelecido. Estes incluem o aumento de niveis celulares de ATP; a manipulacdo da
atividade indutivel da sintase do 6xido nitrico (iNOS); a supressdo de citoquinas
inflamatoérias, como o TNF-alfa, a IL-1beta, a IL-6 ¢ a IL-8; o aumento de fatores de
crescimento, como o PDGF, o IGF-1, o NGF e o FGF-2; e, a alteracdo do potencial de
membrana mitocondrial devido a cromoéforos encontrados na cadeia respiratéria
mitocondrial. Para além destes, também ¢ mencionado a estimulagdo da ativagdo da
cinase da proteina C (PKC); a manipulacdo da ativagao do NF-kappa B, a indugao de



Efeitos génicos da aplicacdo de laserterapia em lesoes orais PORTO

FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

nos pacientes submetidos a quimioterapia @) [NERsIDADE 00 PORTO

espécies reativas de oxigénio (ROS), a modificagio de componentes da matriz
extracelular, a inibicdo da apoptose, a estimulacdo da desgranulagcdo celular e a
regulacdo positiva de proteinas de choque térmico. (12)

Estes lasers induzem a conversdo de miofibroblastos, a sintese de DNA, a
producdo de energia na regido mitocondrial, e, finalmente um aumento da
vascularizagdo e re-epitelizagdo dos tecidos danificados. Os efeitos anti-inflamatorios e
analgésicos podem dever-se a diminuicao de citoquinas pro-inflamatorias, bem como, a
diminui¢do dos radicais livres de oxigénio e a alteracdes na conduc¢dao do impulso
nervoso.(13)

Embora a fotobioestimulagao de tecidos biologicos, pela LLLT, parega depender
do uso de pardmetros apropriados, aspeto que ainda estd sob investigacdo, desde a
década de 1960 tem sido publicado evidéncia indicativa do potencial da LLLT para
acelerar o processo de cicatrizagdo. Este tipo de laserterapia aumenta a microcirculagao,
melhora a drenagem linfatica, promove o alivio da dor, e, aumenta a proliferacio e
mobilidade das células epiteliais. Paralelamente, existe um aumento significativo na
produgdo e atividade de fibroblastos que aceleram a sintese de colagénio. (3)

A LLLT consiste na aplicacdo de luz monocromatica com um baixo nivel de
energia, mas a suficiente para que a elevacdo da temperatura do tecido seja inferior a
0.1°C. Esta luz ¢ emitida continuamente numa faixa de 1 a 500mW sendo o
comprimento de onda utilizado na zona do infravermelho (600-1000nm). Nesta
tipologia, o laser de diodo ¢ o mais frequentemente usado. A densidade de energia
aplicada na mucosa apresenta-se numa gama entre os 1.8 a 10 J/em® sendo administrado
uma ou varias vezes em dias consecutivos ou com intervalos de dias. Geralmente, é
irradiado entre 9 a 12 pontos em diferentes locais na mucosa em contacto direto ou com
uma distancia de aproximadamente 1 cm. (14)

Os efeitos da laserterapia nos tecidos expostos dependem de varios pardmetros:
tipo de célula, estado oxirredugdo da célula, parametros de irradia¢do (incluindo
comprimento de onda e poténcia) e o tempo de exposi¢ao. (15)

3.2. Patogenia da mucosite oral

Os primeiros € mais importantes pré-requisitos para a utilizacdo de agentes
potenciadores na prevencdo de complicagdes relacionadas com o cancro ¢ a
neutralidade relacionada com o tumor, isto é, ndo afetar adversamente o risco de
desenvolvimento, do comportamento e da resposta do tumor ao tratamento. E conhecido
que o efeito modelador do laser ativa uma vasta gama de vias e consequentemente de
mediadores que estdo implicados no desenvolvimento do tumor.(15)
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Quase todos os pacientes oncologicos, em particular, da cabeca e pescoco
sofrem complicagdes do tratamento com quimioterapia. Um aumento na frequéncia e na
gravidade dos efeitos colaterais ¢ particularmente observado quando a quimioterapia ¢é
combinada com regimes de radioterapia acelerados ou hiperfracionados.(15) Entre as
complicagdes agudas inclui-se a mucosite oral, dor, disfagia, infegdes, alteragdes
salivares, disguesia e dermatite. As complicagdes cronicas incluem hipossalivagao,
xerostomia, infegdes de mucosa, atrofia da mucosa, neuropatias que incluem dor,
disguesia, desmineralizagcdo dentaria e carie, progressao da doenca periodontal, necrose
de tecido mole ¢ /ou 6ssea, fibrose muscular e mucocutanea, trismo ¢ alteragdes de voz
e fala. Estas complicagdes estdo associadas a morbilidade e mortalidade, bem como, ao
aumento do uso de recursos e custos de assisténcia de satide podendo comprometer a
adesdo do paciente ao protocolo de tratamento. (15)

Embora existem constantemente avangos na tecnologia médica de forma a
melhorar a especificidade de tratamentos de células cancerigenas de modo a limitar os
efeitos toxicos nos tecidos circundantes, ambas as terapias (radioterapia e
quimioterapia) levam, num elevado numero de casos, a efeitos colaterais debilitantes
como nauseas, vomitos e lesoes orais. Entre as lesOes orais, a mucosite oral destaca-se,
correspondendo a uma inflamacdo grave na mucosa da cavidade oral e orofaringea,
condicionando o desenvolvimento de eritema extenso e ulceragdes. Esta inflamagado
limita de forma relevante a qualidade de vida dos pacientes por causar dor, disguesia,
disfagia e, comumente, incapacidade de nutricdo auténoma com a consequente
necessidade de alimentagdo parenteral e analgesia narcotica (16). Entre 80 a 100% dos
pacientes, submetidos a quimioterapia, apresentam mucosite oral classificada em
diferentes graus (Tabela 1).

Tabela 1: Escala sumaria dos varios graus da mucosite oral segundo a WHO (World Health Organization) Fonte:
Journal of the National Comprehensive Cancer Network 2008 (adaptado, sem autorizagdo do autor).

Escala WHO Clinica Funcional
Grau 1 Dor, eritema Eritema Sintomas minimos ou
ausentes, dieta normal;
sintomas respiratorios mas
nao interferem com a fungao
Grau 2 Ulceras mas Ulceragdo com bordos Sintomas mas com alguma
alimentacao solida irregulares ou alimentacao modificada,
pseudomembranas sintomas respiratorios que
interferem com a fun¢do mas
ndo na atividade normal
Grau 3 Ulceras orais, mas Ulceragoes confluentes ou  Sintomas e incapacidade de
somente alimentagdo pseudomembranas, alimentagdo adequada,
liquida sangramento com menor sintomas respiratorios que
trauma interferem com a atividade
diaria normal
Grau 4 Impossibilidade de Tecido necrosado, Sintomas associados com a

alimentagao oral

significante sangramento
espontaneo e consequéncias
na qualidade de vida

diminui¢do da qualidade de
vida




Efeitos génicos da aplicacdo de laserterapia em lesoes orais PORTO

FACULDADE DE MEDICINA DENTARIA

nos pacientes submetidos a quimioterapia UNNERSIDAGE DO PORTO

A mucosite oral grave (grau 3 a 4) esta associada ao aumento de morbilidade do
paciente (dor, disfagia, perda de peso, redugdo a adesdo do tratamento), ma qualidade de
vida e ao maior custo hospitalar devido a necessidade de medicagdo, alimentagdo
intravenosa e ao agendamento de consultas mais frequentes, para acompanhamento da
evolugdo. Além disso, a mucosite oral grave pode levar a interrupgdo do tratamento, o
que pode comprometer o controlo local da doenca e a sobrevida do paciente. (17)

A compreensao atual da patogenia da mucosite oral baseia-se principalmente em
modelos animais que documentam a natureza multifactorial desta condi¢do inflamatéria
e a sua implicacdo numa cascata de eventos bioldgicos inter-relacionados com tecido
epitelial e tecido conjuntivo. Estas observagdes relataram um modelo de cinco fases
baseado na sequéncia de eventos apds o tratamento citotoxico. A inflamagdo induzida
pela formagdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e a ativagao do fator nuclear
kappa B (NF-kB) sdo os fatores chaves na patobiologia da mucosite oral. Estudos
posteriores relataram implicagdes de lesdo microvascular, formagdo de citoquinas pro-
inflamatorias, interacdes hospedeiro-microbioma e alteragdo da matriz extracelular na
patogenia da mucosite.(18)

Clinicamente, a mucosite ¢ classificada em varios estadios que vao desde
sintomas minimos de lesdes eritematosas, até graves com o aparecimento de ulceracdo e
dor, que podem exigir que o tratamento oncologico seja descontinuado, levando assim a
uma redu¢do na qualidade de vida e / ou sobrevida. Além disso, a mucosite grave pode
conduzir ao internamento prolongado e, por isso, a requisicdo de cuidados especiais,
como a infusdo intravenosa de barbittricos ou a administragdo de outros farmacos, e, a
nutri¢ao parenteral.(19)

Em pacientes irradiados, os primeiros sinais do aparecimento de mucosite sao
circunscritos a sensagdo de irritacdo da mucosa cerca de 3 a 4 dias apds o tratamento
que ¢ acompanhada com o desenvolvimento de tlceras. Estas ulceras ndo apresentam o
componente inflamatdério caracteristico, logo, ndo sdo constituidos por um anel
periférico de edema. Neste caso, as Ulceras podem ser focais e localizadas ou

consolidadas e difusas. As suas margens ndo sdo bem delimitadas, dando um aspeto de
bordos mal definidos. (20)

A medida que a intensidade da terapia aumenta, o mesmo acontece com o risco
de desenvolvimento da mucosite oral. Entre os agentes citotoxicos com maior risco de
desenvolvimento desta patologia ¢ incluido a cisplatina, o 5-FU, o metotrexato e a
ciclofosfamida. O risco desta patologia também varia entre os ciclos de quimioterapia,
ou seja, ciclos quimioterapia com efeito mielossupressivo podem ter um efeito
cumulativo e, por isso, aumentar o risco de desenvolvimento de mucosite oral.(21)

Claramente, a mucosite desenvolve-se como consequéncia de uma sequéncia de
eventos biologicos relacionados e interativos, culminando numa lesdo e apoptose de
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células epiteliais basais, o que resulta na perda de renovagdo epitelial, atrofia e
ulceragdo. Como os eventos que desencadeiam o processo ocorrem quase
imediatamente ap6s a administracdo da quimioterapia, a inibicdo dos eventos
moleculares precoces pode ter um impacto profundo na intensidade da mucosite oral.
Embora a perda do epitélio resulte nas manifestacdes clinicas da condicao, os eventos
que ocorrem na submucosa podem fornecer os alvos mais poderosos para a terapia
medicamentosa dirigida. O modelo a seguir descreve a sequéncia de eventos que
ocorrem a medida que a lesdo da mucosa progride numa resposta primaria ao dano,
amplificacdo do sinal, ulceragdo e, por ultimo, cicatrizagdo. (22) A iniciagdo ocorre
imediatamente apos a administragdo da radioterapia ou quimioterapia e acontece como
um evento Unico em pacientes que recebem esta terapia. Nos pacientes que recebem
terapia de radiacdo em dose fracionada, os eventos de iniciacdo sdo cronicamente
recorrentes, uma vez que, a cadeia de eventos que levam a mucosite oral ¢ desencadeada
cada vez que o paciente recebe irradiacdo subsequente. O dano direto inicial ao DNA
pode levar a morte celular imediata no epitélio basal e nas células da submucosa, mas a
morte clonogénica das células é responsavel apenas por um pequeno nimero de células
lesadas e ndo ¢ de magnitude suficiente para resultar na lesdo extensa que caracteriza a
apresentagdo clinica da mucosite. E importante salientar que os quimioterapicos e a
radiagdo ionizante geram espécies reativas de oxigénio (ROS) que danificam o tecido
conjuntivo, o DNA e as membranas celulares; estimulam macréfagos; e, desencadeiam
uma cascata de mecanismos bioldgicos criticos, como a inerente a proteina de controlo
do retinoblastoma relacionada a SP1, ao p53, ao fator nuclear kappa-B (NF-kB) e a via
da ceramida. Como resposta primaria ao dano e ao ativar uma série de vias de
sinalizacdo, a quimioterapia, a radiacdo e as células ROS (diretamente) danificadas e
seu DNA danificado (indiretamente) precipita o inicio do processo biologico que resulta
na lesdo da mucosa. A detecdo, no sangue periférico, de alteragdes da expressao génica
fornecem informacgdes sobre os mecanismos biologicos associados a toxicidade inerente
ao regime de tratamento do cancro da cabeca e pescogo, principalmente. Os fatores de
transcricdo intervém tanto na expressdo génica, quer como, na sintese e libertagdo de
mediadores biologicamente ativos que influenciam a viabilidade do epitélio basal. Entre
os fatores de transcri¢do mais importantes no desenvolvimento da mucosite, destaca-se
o NF-«xB. (22)

O NF-«kB regula a expressdo de aproximadamente 200 genes, muitos dos quais
podem desempenhar papéis na patogénese da mucosite. A este respeito, pode-se
salientar o papel importante do NF-kB como regulador de citoquinas pré-inflamatorias,
tais como o TNF, a IL-6 e a IL -1p. Estas proteinas sao mediadores eficazes da lesdo, e
niveis aumentados no tecido e no sangue periférico correlacionam-se com toxicidades
nao-hematolédgicas induzidas pela radiagdo e quimioterapia. Além disso, o NF-kB
também afeta os genes da familia BCL2, fornecendo um mecanismo pelo qual a indugao
de NF-kB pode promover diretamente a apoptose. Para além disso, a radiagdo direta ou
a quimioterapia causa danos diretamente nos fibroblastos ou indiretamente pela ativagao
da proteina 1 (AP1) que estimula a secre¢do de metaloproteinases da matriz (MMP).
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Este grupo de enzimas produz lesdes nos tecidos da submucosa e perturba a integridade
da interface entre o epitélio e a submucosa na membrana basal. (22)

Nos dois primeiros estaddios (iniciagdo e a resposta primdria ao dano), multiplas
fontes de danos levam a geracdo de sinais que ativam os mecanismos normais de
resposta aos mesmos. Muitas das proteinas produzidas durante a resposta primaria a
estes danos servem para produzir e acelerar a lesdo tecidular por meio de um
mecanismo de feedback positivo. Este mecanismo aumenta a resposta na lesao inicial
amplificando e potencializando os sinais bioldgicos originais, ndo apenas inicialmente,
mas também prolongando os danos, continuando a emitir sinais varios dias apos o ciclo
inicial terminar. (22)

Clinicamente, a fase ulcerativa ¢ a mais significativa. As ulcera¢gdes da mucosite
sdo geralmente profundas, amplas e dolorosas, comummente cobertas por uma
pseudomembrana composta por células mortas e fibrina, criando um ambiente desejavel
para a colonizag@o bacteriana secunddria. Na maioria dos casos, as ulceras de mucosite
resolvem-se espontaneamente dentro de duas a trés semanas apds a conclusido do
tratamento. De todos os estadios da mucosite, a fase de cura ¢ provavelmente a menos
compreendida. A ciclooxigenase-2 (COX-2), expressa em fibroblastos e endotélio
vascular, pode desempenhar um papel na reconstrucao da submucosa, por potencializar
a angiogénese. A matriz extracelular também detém um papel relevante nesta fase por
fornecer sinais ao epitélio que afetam na migragao, proliferag¢do e diferenciacdo. Um dos
aspetos significativos a salientar no término desta fase ¢ que mesmo apds a completa
reposi¢do do epitélio, a estrutura da submucosa reconstituida ndo ¢ idéntica ao seu
estado anterior ao dano. (22)

3.3.Interacio entre a laserterapia de baixa poténcia e as moléculas de
miRNA

As moléculas de microRNA (miRNA) podem potencialmente regular todos os
aspetos da atividade celular.(23) Estudos recentes indicam que certos microRNAs
(miRNAs) desempenham um papel fundamental na maioria dos eventos, incluindo
desenvolvimento, proliferagdo, diferenciagdo, determinacdo do destino celular,
apoptose, sinal de transducdo, desenvolvimento de orgdos, diferenciacdo da linhagem
hematopoiética, interacdes hospedeiro-viral e oncogénese.(24)

Os miRNA’s sdo pequenos RNAs regulatorios ndo-codificantes com tamanhos de
17 a 25 nucleotideos. Na formacdo dos miRNA’s uma RNase processa precursores
estruturados (chamados pré-miRNA) em miRNA’s maduros. Os miRNAs reprimem
pos-transcricionalmente a expressdo génica, reconhecendo sitios-alvo complementares
na regido 3'ntranslated (UTR) dos mRNA’s alvo. Desde que o primeiro miRNA foi
relatado por Ambros e Ruvkun, em 1993, passaram oito anos para a identifica¢do de 3
grupos de pequenos RNAs. Durante os ultimos sete anos, quer o nimero de miRNA's
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identificados, quer o nimero de publicagdes relacionadas, expandiram-se enormemente.
(25)

No que respeita a biogénese de um miRNA, esta comeg¢a com a sintese de um
transcrito longo chamado pri-miRNA. Em geral, os pri-miRNA’s sdo transcritos pela
RNA polimerase II e retém caracteristicas de mRNA, como a estrutura 5 " cap e 3 ' poly
(A) tail. No entanto, outras vias geram um conjunto menor de miRNA's, especialmente
a partir de repeticoes genomicas. De seguida, estes pri-mRNA’s sdo desagregados, no
interior do nucleo, pelo microcomplexo Drosha/DGCRS8 resultando em um ou mais
precursores de miRNA'’s, os pré-miRNA. Estes ultimos sao moléculas com cerca de 70
a 90 nucleotidos que sdo transportados para o citoplasma, por acdo da exportina e da
Ran-GTP, onde serd separada em microRNA s de cadeia dupla ou “microRNA duplex”.
Seguidamente, uma das cadeias do microRNA duplex ¢ incorporada num complexo
proteico formando o microRNA maduro. A cadeia que sobrou e que nao ¢ incorporada
no RISC designa-se por “microRNA strand” sendo degradada. (25)

Um dos papéis significativos dos microRNA’s compreende a capacidade de
regular diversos mRNA s associados que, por si so, regulam varios genes intervenientes
no metabolismo celular. Estas pequenas moléculas sdo, portanto, consideradas como
importantes reguladores envolvidos em diversos processos biologicos como a
proliferagdo e diferenciag¢ao celular, desenvolvimento de tecidos e células especificas.
Consequentemente, a sua desregulagdo implica uma falha em variados processos
bioldgicos reguladores. (26)

Wang et al. demonstraram que a LLLT aumenta ndo s6 a migragao, proliferacdo e
viabilidade de células estaminais mesenquimatosas (MSC’s), mas também ativa a
expressdo do miRNA’s. O miRNA mais altamente regulado foi o miR-193. Vérios
estudos de ganho e perda de funcdo, quer em modelo animal, quer em modelo humano,
demonstram que os niveis de miR-193 regulam a proliferacdo de MSC's. Em particular,
constataram que um bloqueio do miR-193 reprimia a proliferacdo de MSC’s induzida
pela LLLT. No entanto, este miRNA aparentemente nao afeta a apoptose ou a
diferencia¢do. Para além disso, Wang et al. constataram que o miR-193 regula a
expressdo da cinase 2 dependente de ciclina (CDK2). Respeitante a esta acdo, andlises
bioinformaticas e ensaios de repdrter de luciferase revelaram que um dos tipos de
inibidores de cinases ciclino dependentes, o INGS5, constitui o mais provavel alvo do
miR-193 para regular funcionalmente a proliferacdo e expressdo de CDK2. De facto, o
mRNA e os niveis de proteina do ING5 sdo regulados pelo miR-193. Além disso, a
inibicdo do ING5 por RNA interferente (siRNA) aumenta a proliferagdo de MSC's ¢ a
expressao de CDK2. O miRNA-193 promove a proliferagdo de MSC’s regulando a via
INGS5-CDK2. O CDK-2 desempenha um papel importante na regula¢do da transi¢ao de
GI/S e pode fosforilar a proteina retinoblastoma (Rb) e outros alvos durante a fase S.
Primeiramente, o INGS5 pode interagir com CDK2 e suprimir a proliferagdo celular.
Seguidamente, o INGS5 pode interagir com o p53, podendo o p53 afetar indiretamente a
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CDK2 A sobre expressao do miR-193 reduziu os niveis proteicos ¢ 0 mRNA do ING5
em MSC'’s. O INGS5 ¢ um membro da familia ING associada a multiplas func¢des, como
a regulacdo do ciclo celular, a apoptose e a reparagdo de DNA. A sobre expressao do
gene INGS suprime a proliferacdo da célula e atrasa a progressao da fase S, com uma
sob regulacdo da atividade da CDK2 O ING5 também ¢ responsavel por diminuir as
populagdes celulares na fase S. A sob expressao do gene INGS5 pode levar a promogao
da proliferacao de MSC's, indicando que o INGS5 ¢ um possivel alvo do miR-193 no
processo de proliferagdo de MSCs. (23)

O modelo proposto da regulagdo do miRNA-193, durante um tratamento com
LLLT, considera que o laser induz a ativacdo deste miR, sendo relacionado com as
células associadas com alteragdes genéticas. Esta ativagdo promove a proliferagdo de
MSC'’s pela inibicdo da INGS, através da via de sinalizacdo INGS5 / CDK2, mas ndo
afeta o nivel de apoptose e diferenciagao (Figura 1).(23)

Laser de baixa poténcia

(radiacao)

I

miR-133

miR-23a miR-15b
miRNA-193 @
m

iR-320 miR-224

miRNA-193 _-_'I:ﬂ:

Figura 1 - Modelo proposto da regulacio do miRNA-193 durante o tratamento com
LLLT. Fonte: Wang Jue et al. (2011). Adaptado, sem autorizagdo dos autores.

O miR-335 foi apontado por outros estudos pela capacidade de regulagcdo da
proliferacdo e migragdo de MSC's, por isso, € provavel que desempenhe, também, um
papel importante na proliferacdo das MSC’s ap6s a LLLT. Além disso, varios estudos
(Kushibiki, 2009; Bouvet- Gerbettaz, 2009) demonstraram que a LLLT também
estimula a diferenciagdo celular de MSC's. (12, 27, 28)

Virios estudos em culturas celulares de MSC’s, com recurso a microscopia
confocal, referem que ap6s a radiagdo com um laser de baixa poténcia existe um
aumento do potencial da membrana mitocondrial no fibroblasto, alcalinizacao celular,
bem como, produ¢do de ROS. Relativamente a avaliagdo da expressdao génica apos
laserterapia, a Unica referéncia cientifica existente obtida em culturas de fibroblastos
humanos pela técnica de cDNA descreve a afetagdo em 111 genes. Os genes referidos
identificados podem-se agrupar em dez categorias de acordo com as suas fungdes.
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Destas categorias, cinco estdo diretamente ou indiretamente envolvidas na proliferagdo
dos fibroblastos(8):

1. Genes relacionados com a proliferaciao celular. A radiagdo com laser de
baixa poténcia, estimula o crescimento celular diretamente através da
regulacdo de genes relacionados com a proliferacao celular, como o p38, o
MAPK e o PDGF, e, indiretamente através da regulacdo de genes responsaveis
pela migracao e remodelacao celular, sintese e reparo de DNA, canais de ides,
potencial de membrana e metabolismo celular. A estimulagdo do PDGF
também pode aumentar a secrecdo do B-PDGFR (fator de crescimento das
células endoteliais) o que pode ser considerado a base para o inicio do
aumento da microcirculagao no local da irradiacao.

2. Genes relacionados com a atividade antioxidante. Estes genes sdo ativados
apos a aplicagdo do laser, tais como, o gene da selenoproteina W e o gene da
proteina antioxidante 1 (ATX 1).

3. Genes relacionados com a apoptose ou a resposta ao stress. Apos a
radiacdo com o laser de baixa poténcia foi observada uma supressdao de
determinados genes, incluindo o gene da proteina de choque térmico
(HSP70), o gene da fosfoproteina I induzida pelo stress, o gene da caspase 6 e
da proteina JAK.

1. Genes relacionados com o metabolismo. Apds a irradiagdo com laser de
baixa poténcia sdo exemplos de genes ativados os seguintes: Desidrogenase
do NADH (ubiquinona), subcomplexo 1 beta; Flavoproteina transportadora
de eletroes (polipeptideo beta), Sintase do ATP (subunidade d, complexo
mitocondrial F0).

4. Genes relacionados com a sintese e reparo de DNA. Apos a difusdo com
laser de baixa poténcia sdo ativados os genes da Glicosilase da N-
metilpurina-DNA, Fosforibosiltrasferase de Adenina, Nudix (nucleosideo
difosfato associado ao cromossoma X-tipo 1) (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema ilustrativo do envolvimento dos diferentes genes expressos durante o
tratamento com laserterapia. Fonte: Yaou Zhang et al. (2002). Adaptado, sem autorizacdo dos

autores.
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4. Conclusao

A mucosite oral ¢ uma complicagdo comum e dolorosa que surge durante o
tratamento oncoldgico sendo resultante da quimioterapia. O aparecimento desta
condi¢do pode limitar a tolerabilidade a terapia levando a limitagdes no tratamento e,
portanto, afetando potencialmente a eficacia do tratamento

Os pacientes submetidos a terapia oncologica, em especial, da cabeca e pescoco
apresentam efeitos colaterais significativos podendo estes afetar negativamente a
qualidade de vida. Um adequado planeamento de cuidados paliativos devem ser
considerados e decididos por uma equipa multidisciplinar.

A LLLT ¢ uma terapia simples e ndo invasiva em que ¢ aplicada luz
monocromatica. A aplicacdo local atraumatica de uma faixa estreita de luz nos tecidos
provoca um efeito curativo pelo principio da biomodulagdo tecidual. O mecanismo de
acao ao nivel molecular e enzimatico consiste na fotobiologia dos tecidos lesionados.
Os beneficios desta laserterapia de baixa poténcia sdo multiplos, destacando-se a
reducdo de inflamacdo, alivio da dor, aumento da proliferagdo e diferenciagdo por
fotobiomodulagao.

Com o aumento da incidéncia do cancro na populagdo, torna-se cada vez mais
importante para os profissionais de saide compreender e gerenciar as complicacdes
orais. A crescente aplicacdo do LLLT incentiva a aplicagdo de cuidados de saude
profissionais para estratégias profilaticas e cuidados médicos apropriados. Efetivamente,
todos os profissionais envolvidos nesta area, respetivamente, clinicos, investigadores e
médicos, devem integrar equipas multidisciplinares com vista a uma melhor
compreensdo e desenvolvimento de estratégias de tratamento eficazes de condicdes
inflamatérias como a mucosite oral em oncologia, reduzindo a sua incidéncia e
recorréncia.

Embora a necessidade de tratamento médico dentério seja discutivel e a criagdo de
diretrizes clinicas empiricas varie, de protocolo para protocolo, a avaliacdo, o
tratamento e a prevencdo de uma condi¢do patoldgica pré-existente constituem um
aspeto muito importante no tratamento global do paciente. De momento, a prioridade
considerada €, na maioria dos casos, o tratamento do cancro, negligenciando-se o estado
de saude oral.

Existe uma variedade de tratamentos possiveis para a mucosite oral. Contudo,
varios estudos indicam a eficdcia da LLLT no seu tratamento. Apesar disso ¢ notoria a
escassez de evidéncia cientifica sobre os possiveis efeitos génicos da laserterapia nestes
pacientes. Como tal, torna-se imperativo o desenvolvimento de estudos adicionais para
compreender o efeito do laser na expressao génica.
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