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RESUMO

Introducdo: Farmacos antineoplésicos como o docetaxel causam alteracbes neurais e estruturais
sobre botdes gustativos levando a perda de paladar durante a quimioterapia. Objetivo: Uma vez
que vias inflamatorias parecem estar envolvidas nesse processo este estudo objetiva avaliar a
influéncia de diferentes protocolos de fotobiomodulagdo nas alteracGes histomorfométricas de
botBes gustativos de camundongos tratados com docetaxel. Métodos: 160 camundongos fémeas
Swiss foram aleatoriamente divididos em um grupo controle (GC), tratado com solucdo diluente
do farmaco base (docetaxel), um grupo tratado Docetaxel (10mg/kg) e seis grupos tratados com a
mesma dose de docetaxel e submetidos a aplicacdo de um ponto de laser infravermelho ou
vermelho no dorso lingual nas doses de 0.2, 0.5 J e 1.0 J, totalizando oito grupos experimentais
(n=10/grupo). As aplicacOes de laser ocorreram trés vezes por semana e ap0s eutanasias 7 e 14 dias
apos infusdo do farmaco, os animais foram pesados e seus botdes gustativos foram submetidos a
histomorfometria (mensuracao da area) e imuno-histoquimica (para Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a) e seus receptores TNFR1, TNFR2 e TNFR3 e para Oxido Nitrico Sintase Neuronal
(nNOS)). Resultados: o tratamento com docetaxel reduziu o ganho de massa corporal (p<0.001) e
a area média dos botdes gustativos (p<0.001) e o tratamento dom 0.2 J de laser vermelho durante
sete dias (p<0.001) reverteu esse processo. O tratamento com laser infravermelho nédo trouxe
beneficio e todos os protocolos de fotobiomodulacdo pioraram ambos os parametros ap6s 14 dias
de tratamento (seis aplicacdes de laser). O tratamento com 0.2 J de laser vermelho por sete dias
reduziu significantemente a expressdo de TNF-o causada pelo docetaxel (p=0.043), mas nao
atenuou o aumento na expressdo de nNOS (p=0.015). A imunoexpressdo para TNFR1 (p<0.001)
foi aumentada com a fotobiomodulagéo e n&o houve impacto na expresséo de TNFR2 (p=0.020) e
TNFR (p=0.001). Conclusdo: PBMT com baixa dose de laser vermelho reduziu a expressédo de
TNF-a e atenuou as alteracdes histomorfométricas dos botdes gustativos e a perda de peso de

camundongos tratados com docetaxel.

Palavras-chave (DeCS): antineoplasicos; disgeusia; disturbios do paladar; percepcao gustatoria;

fotobiomodulagéo.



ABSTRACT

Introduction: Antineoplastic drugs such as docetaxel cause neural and structural alterations in
taste buds, leading to taste loss during chemotherapy. Objective: Since inflammatory pathways
appear to be involved in this process, this study aims to evaluate the influence of different
photobiomodulation protocols on the histomorphometric changes of taste buds in mice treated with
docetaxel. Methods: 160 female Swiss mice were randomly divided into a control group (CG),
treated with the drug diluent solution (placebo), a group treated with docetaxel (10 mg/kg), and six
groups treated with the same dose of docetaxel and subjected to application of an infrared or red
laser point on the dorsal tongue at doses of 0.2, 0.5, and 1.0 J, totaling eight experimental groups
(n=10 per group). Laser applications occurred three times a week, and after euthanasia at 7 and 14
days post-drug infusion, the animals were weighed, and their taste buds were subjected to
histomorphometry (area measurement) and immunohistochemistry (for Tumor Necrosis Factor-
alpha (TNF-a) and its receptors TNFR1, TNFR2, and TNFR3, as well as for Neuronal Nitric Oxide
Synthase (nNOS)). Results: Treatment with docetaxel reduced body weight gain (p<0.001) and
the average area of taste buds (p<0.001), and treatment with 0.2 J of red laser for seven days
(p<0.001) reversed this process. Infrared laser treatment did not provide benefits, and all
photobiomodulation protocols worsened both parameters after 14 days of treatment (six laser
applications). The treatment with 0.2 J of red laser for seven days significantly reduced the
expression of TNF-a caused by docetaxel (p=0.043), but did not attenuate the increase in nNOS
expression (p=0.015). Immunoexpression of TNFR1 (p<0.001) was increased with
photobiomodulation, and there was no impact on the expression of TNFR2 (p=0.020) and TNFR3
(p=0.001). Conclusion: PBMT with low-dose red laser reduced TNF-a expression and attenuated

histomorphometric alterations of taste buds and weight loss in mice treated with docetaxel.

Keywords (DeCS): antineoplasic agents; dysgeusia, taste disorders; gustatory perception;

photobiomodulation.
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1. INTRODUCAO

O Cancer € caracterizado por um crescimento desordenado de células, podendo invadir
tecidos e 6rgdos. Como forma de tratamento para essa neoplasia tem-se a cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. A quimioterapia € um dos tratamentos mais comuns e eficazes e devido ao uso de
substancias citotdxicas atingem células malignas. (MANIGLIA et al., 2021).

Essa forma terapéutica utiliza a administracdo de farmacos que atuam em células de alta
proliferacdo. Um dos medicamentos utilizados é o docetaxel, que leva a liberacéo sistémica de
citocinas pré-inflamatorias, causando danos nas papilas gustativas e inibindo as células que foram
0s botbes gustativos. (CONH, 2010; WANG, 2010). Devemos destacar que essa forma de
tratamento causa diversos efeitos adversos, como a disgeusia, levando ao comprometimento da
qualidade de vida dos pacientes. (MANIGLIA et.al., 2021).

A disgeusia se caracteriza como uma distor¢édo da percepcao do paladar para algum ou todos
os sabores. (PONTICELLI et al.,, 2017). A percep¢do do paladar € mediada por células
neuroepiteliais especializadas, estruturadas em botdes gustativos. (HOVAN et al., 2010). Os
neurossensores gustativos possuem altas taxas de renovacdo, que sdo destruidos por agentes
quimioterapicos durante o tratamento antineoplasico. Os medicamentos utilizados no tratamento
de quimioterapia danificam as células neuronais e modificam a percep¢do do sabor. (HOVAN et
al., 2010; ESMO, 2015).

Estudos descrevem que os botdes gustativos sdo produtores do Fator de Necrose Tumoral
(TNF-a), citocina que possui papel fundamental na fisiopatologia da gustacdo e que ¢
superexpressa apés o uso de docetaxel. (FENG et al., 2012; PUGNALONI et al., 2020). Com isso,
a neuroinflamagdo ocasionada pela acdo dessa citocina pode atuar diretamente na disgeusia
induzida por esse farmaco.

A terapia com laser de baixa poténcia tem se mostrado muito eficaz no tratamento dessas
condigdes, estimulando a regeneracao tecidual, reduzindo a inflamacéo e controlando a dor. O laser
¢ uma radiacdo ndo-ionizante, que quando estd em contato com diferentes tecidos leva a efeitos
térmicos e fotoquimicos. (ZECHA et al., 2016). Ao mesmo tempo que o laser estimula a atividade
mitocondrial, atua como anti-inflamatério, analgésico e cicatrizador. (ZANIN et al., 2010; ZECHA
et al., 2016). Os efeitos biologicos da fotobiomodulagéo levam a regeneracéo celular, reducao do
processo inflamatorio e possibilita o estimulo da fungédo nervosa. (EL MOBADDER et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia de diferentes protocolos de fotobiomodulacdo nas alteracdes

histomorfométricas de botdes gustativos de camundongos submetidos a tratamento com docetaxel.

2.2 Objetivos especificos

o Caracterizar as alteragdes microscépicas nos botdes gustativos de camundongos tratados com
docetaxel;

o Caracterizar as alteracdes microscopicas nos botbes gustativos de camundongos tratados com
docetaxel e submetidos diferentes protocolos de fotobiomodulacéo;

o Avaliar avariacdo de massa corpérea em camundongos tratados com docetaxel e diferentes
protocolos de fotobiomodulagao;

o Correlacionar as alteragdes microscopicas ocorridas nos botdes gustativos de camundongos

tratados com docetaxel e diferentes protocolos de fotobiomodulacéo.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Quimioterapia

Anualmente, cerca de 12,7 bilhdes de pessoas no mundo sdo diagnosticadas com
cancer. O céancer se caracteriza por um crescimento desordenado de células, sendo também
denominado de neoplasia maligna, podendo invadir tecidos e 6rgaos, causando diversos efeitos ao
paciente. O tratamento utilizado sdo cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Essas formas de
tratamento podem ou ndo estarem associadas. A quimioterapia se d& pelo uso de substancias
citotoxicas, que possui como objetivo atingir as células malignas (MANIGLIA, et al., 2021).

Essa modalidade terapéutica € um dos tratamentos mais comuns e eficazes, que consiste
na administracdo de farmacos, podendo ser utilizados sozinhos ou em combinacdo com outros
medicamentos ou tratamentos (LOPEZ, 2014). Esses quimioterapicos atuam sistemicamente em
células que possuem alta proliferacdo, considerados nao seletivos, atuando tanto em células doentes
guanto em células normais (MALTA et al., 2021).

Essa forma de tratamento pode provocar dano direto as células dos botdes gustativos
ou alterar de forma indireta regides do cérebro que sdo responsaveis pela percepcdo dos sabores,
por meio da acdo de citocinas inflamatdrias. Durante a quimioterapia, as citocinas aumentam e
atuam em regides do cérebro que realizam a percep¢do do sabor e olfato. (PONTICELLI et al.,
2017).

Alguns estudos mostraram que ha uma correlacdo entre o processo inflamatério agudo
e a perda da sensacdo gustativa, devido a superexpressdo de citocinas pré-inflamatérias gerarem
danos nas papilas gustativas e inibicdo de células que forma os botdes gustativos (CONH, 2010;
WANG, 2010). Medicamentos citotéxicos como o docetaxel levam & liberagdo sistémica dessas
citocinas, desempenhando fungdo na patologia dos danos nervosos induzidos por drogas
neurotoxicas (SCHAFERS, 2008; HU, 2019).

A quimioterapia ocorre em nivel celular e sdo utilizadas substancias quimicas, seja de
forma isolada ou em associagéo a outras modalidades para o tratamento de canceres. Devido a ndo
seletividade celular, durante a quimioterapia € comum o surgimento de efeitos adversos. (CRUZ,
2020). Essa forma de tratamento causa diversos efeitos adversos, que levam ao comprometimento
da qualidade de vida do paciente, como nauseas, vomitos e alteragdo do paladar, conhecida como
disgeusia (MANIGLIA, et al., 2021).
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3.2 Disgeusia associada a quimioterapia

A disgeusia é definida como uma alteracdo no sentido do paladar. O paladar é um
sentido do corpo que realiza o reconhecimento dos sabores. Sua funcéo esta relacionada as papilas
gustativas. (PONTICELLI, et al.,, 2017). A percepcdo do paladar é mediada por células
neuroepiteliais especializadas, estruturadas em botdes gustativos. (HOVAN et al., 2010; ESMO,
2015).

A diminuicdo do numero de papilas gustativas e de enzimas digestivas aumentam a
disgeusia e comprometem a ingestéo alimentar (MANIGLIA et al., 2021). O impacto da disgeusia
na populacdo leva a diminuicdo na procura por alimentos, na ingestdo oral e causa
comprometimento nutricional e perda de peso (YOSHIMOTO et al., 2020).

A alteracdo da percepgéo dos sabores na disgeusia acontece na percepcao alterada de
estimulos gustativos, nos quais se ddo como sabores azedo, amargo, doce e salgado. (BRESSAN
et al., 2016; PONTICELLLI et. al., 2017). Essa condicdo esta diretamente ligada a alteracGes no
olfato, tendo em vista que tanto o paladar como o olfato possuem relac¢do na producdo da sensacao
de sabor e que ambos fornecem informacdo e prazer sensorial (HOVAN et al., 2010).

O paladar interage com outros sentidos, como o olfato e tato. As informacoes
transmitidas nos 6rgdos sensoriais sao avaliadas pelo Sistema Nervoso Central (SNC) (Gamper, et
al., 2012). O SNC recebe e capta essas informac@es e transmite pelas vias nervosas aferentes, a
qual é reconhecida e captada pelo Sistema Nervoso Periférico (SNP) dos botbes gustativos, por
intermédio das células receptoras gustativas (SOROKOWSKA et al., 2018).

O tratamento do cancer também afeta atividades neuronais, como as células receptoras.
A sensibilizacdo anormal do nervo da corda do timpano pode acarretar em sensagdes gustativas
especificas sem o estimulo dos receptores gustativos. Medicamentos usados na quimioterapia
podem causar danos as células neuronais, alterando as vias gustativas aferentes (HOVAN et al.,
2010).

Durante a inflamacao que ocorre no tratamento quimioterapico, os receptores Toll-like
(TLRs) séo sinalizados, induzindo a expressao de citocinas, como a interferon (INF). De acordo
com estudos, é provavel que a ativacdo dos Toll-like e receptores de INF possam interromper a
transdug@o normal do sabor ou a regeneracao celular das papilas gustativas (WANG et al., 2010).

O dano celular pode ocorrer de trés maneiras: uma diminui¢cdo no nimero de células receptoras
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normais; alteracdo da estrutura celular ou alteracbes na superficie do receptor e interrupgdo da
codificacdo neural (HOVAN et al., 2010).

Quando disfuncdes de paladar e olfato diminuem ou sdo distorcidas, o sabor e o cheiro
dos alimentos podem tornar-se aversivos, levando a uma diminuicdo na ingestdo alimentar e
comprometendo o estado nutricional e influenciando na qualidade de vida dos pacientes, podendo
trazer o surgimento de desnutricdo e anorexia (GAMPER et al., 2012; SOROKOWSKA et al.,
2018).

3.3 Laser de baixa poténcia para disgeusia

A laserterapia de baixa intensidade (LLT, do inglés, Low Level Laser Therapy)
também denominada de Terapia de Fotobiomodulacdo (PBMT - Photobiomodulation Therapy) é
utilizada com o objetivo de trazer alteragdes fotoquimicas nos tecidos-alvo, sem que haja perda
estrutural. Essas alteracfes acontecem devido a absorcdo da luz emitida pela PBMT pelo tecido
alvo (FREITAS et al., 2015).

A terapia com laser de baixa poténcia tem se mostrado muito promissora. A LLT refere-
se a fototerapia que estimula a regeneracdo tecidual, reduzindo a inflamacéo e controlando a dor
(ZECHA et al., 2016). As diferencas em efeitos do laser séo resultantes diferenca dos meio- ativos,
que determinam o comprimento de onda da radiacdo emitida (BOLTONG et al., 2015;
BENSADOUN et al., 2020).

A medida que estimula a atividade mitocondrial, o laser atua como anti-inflamatdrio,
analgesico e cicatrizador (ZANIN et al., 2010; ZECHA et al., 2016). Em pacientes submetidos ao
tratamento oncoldgico a laserterapia provoca efeitos bioldgicos, aumentando o metabolismo
celular e prevenindo os efeitos adversos presentes na cavidade oral (DE OLIVEIRA et al., 2015;
MOBADDER et al., 2019).

Propriedades do laser, como comprimento de onda, densidade de forca, densidade de
energia ou poténcia determinam a quantidade de luz que poderd ser absorvida pelo tecido
(PUGNALONI et.al, 2020).

Devido a sua atuacdo em nivel celular, o LLT ocasiona modifica¢fes bioquimicas,

bioelétricas e bioenergéticas, atuando tanto no metabolismo, como na proliferacdo e maturacdo
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celular e na diminuicdo de mediadores inflamatdrios, levando a inducéo do processo de cicatrizagdo
(PAGLIONI et al., 2019).

Em um recente estudo de Malta e colaboradores, foi possivel observar que o uso da
PBMT com laser de baixa poténcia preveniu a perda objetiva e subjetiva de paladar, conseguiu
evitar a perda de peso, a queda na qualidade de vida em relacdo a saude oral e manter estavel o
estado de saude geral das pacientes (MALTA et al., 2021).
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4. METODOLOGIA
4.1 Animais, preceitos éticos e acondicionamento

Foram usados 160 camundongos fémeas da linhagem Swiss mantidos em gaiolas
apropriadas de polipropileno medindo 49x34x16cm, em nimero maximo de 10 animais por caixa,
numerados individualmente através de marcacdo no rabo refeitas quando necessario e mantidos
com racdo comercial balanceada prépria e agua ad libitum, em ciclos de luz-escuro de 12 horas.
Todos os esforgos para reducdo do uso de animais de laboratério, bem como dor e desconforto
serdo tomadas durante todo o experimento.

Esse projeto foi iniciado apenas ap6s aprovacdo na Comissdo Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Unichristus, sendo realizado no biotério desta Institui¢cdo de Ensino Superior, seguindo
as diretrizes internacionais de condutas em pesquisa animal proposta pela ARRIVE guideline
(CEUA 005/24).

4.2 Céalculo amostral

Como proposto pela ARRIVE guideline, seguindo o principio dos 3R (reduction,
refinement and replacement), a fim de garantir o uso minimo de animais em pesquisa foi realizado
um calculo amostral baseado no estudo de PERSOHN et al. que em 2005 verificou que a velocidade
de conducdo nervosa em camundongos tratados com docetaxel é inferior a animais tratados apenas
com o veiculo (35,5+2,6 vs. 40,0+2,5 m/s), sendo estimado nove animais por grupo de estudo a
fim de obter uma amostra que represente com 90% de poder e 95% de confianca a hipétese
alternativa deste estudo. Tendo em vista a possibilidade de perda amostral, acresceu-se 10% sobre

esta, totalizando 10 animais por grupo.

4.3 Grupos de estudos

Foram utilizados oito grupos de estudos e os animais foram aleatoriamente divididos

nos grupos abaixo:
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- Grupo controle (GC): tratado apenas com o diluente, uma solucéo de 13% de etanol
diluida em soro fisioldgico estéril (Almeida, 2018), semanalmente por via subcutanea em volume
de 1ml/kg.

- Grupo docetaxel: tratado com docetaxel 0,25 mg/kg semanalmente por via
subcutanea diluido em solucéo 13% de etanol + soro fisioldgico estéril em volume de 1ml/kg.

- Grupo Docetaxel + Laser Infravermelho 0,2 J: tratado com docetaxel 0,25 mg/kg
semanalmente por via subcutanea diluido em solucdo 13% de etanol + soro fisiologico estéril em
volume de 1ml/kg e laser infravermelho 0,2 J (Thieme et al., 2020).

- Grupo Docetaxel + Laser Vermelho 0,2 J: tratado com docetaxel 0,25 mg/kg
semanalmente por via subcutanea diluido em solucdo 13% de etanol + soro fisioldgico estéril em
volume de 1ml/kg e laser vermelho 0,2 J (Thieme et al., 2020).

- Grupo Docetaxel + Laser Infravermelho 0,5 J: tratado com docetaxel 0,25 mg/kg
semanalmente por via subcutanea diluido em solucdo 13% de etanol + soro fisioldgico estéril em
volume de 1ml/kg e laser infravermelho 0,5 J (Thieme et al., 2020).

- Grupo Docetaxel + Laser Vermelho 0,5 J: tratado com docetaxel 0,25 mg/kg
semanalmente por via subcutanea diluido em solucéo 13% de etanol + soro fisioldgico estéril em
volume de 1ml/kg e laser vermelho 0,5 J (Thieme et al., 2020).

- Grupo Docetaxel + Laser Infravermelho 1,0 J: tratado com docetaxel 0,25 mg/kg
semanalmente por via subcutanea diluido em solucdo 13% de etanol + soro fisiologico estéril em
volume de 1ml/kg e laser infravermelho 1,0 J (Thieme et al., 2020).

- Grupo Docetaxel + Laser Vermelho 1,0 J: tratado com docetaxel 0,25 mg/kg
semanalmente por via subcutanea diluido em solucdo 13% de etanol + soro fisiolgico estéril em
volume de 1ml/kg e laser vermelho 1,0 J (Thieme et al., 2020).

Os animais foram eutanasiados apds sete e cartoze dias totalizando, assim, 160 animais

conforme quadro abaixo.

Quadro 1: Distribuicdo de animais por grupo de estudo.

Dia de eutanésia Total
Grupo controle n=10 n=10 n=20
Grupo Docetaxel n=10 n=10 n=20
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Grupo Docetaxel + 0,2J de laser V n=10 n=10 n=20
Grupo Docetaxel + 0,2J de laser IV n=10 n=10 n=20
Grupo Docetaxel + 0,5J de laser V n=10 n=10 n=20
Grupo Docetaxel + 0,5J de laser IV n=10 n=10 n=20
Grupo Docetaxel + 1J de laser V n=10 n=10 n=20
Grupo Docetaxel + 1J de laser IV n=10 n=10 n=20
Total n=80 n=80 n=160

4.4 Protocolo experimental

A administracdo do docetaxel ou da solucéo salina foi realizada em dose Unica no dia
zero (DO) (PERSOHN et al., 2005) por via subcutanea na concentracdo de 10mg/kg diluido em
solucdo diluente conforme mencionado acima na concentracdo de 1mg/ml.

Os animais foram ap0s isso imobilizados com pega digital e terdo suas bocas abertas
de forma delicada usando uma pinca clinica odontoldgica. Apo6s isso, foi aplicada a laserterapia de
baixa intensidade em um ponto central no dorso da lingua nas doses de 0,2, 0,5 e 1,0 J. Os grupos
controle e docetaxel tiveram a aplicacdo simulada por acionamento e desligamento imediato do
equipamento.

Um laser modelo Therapy XT (DMC, Séo Carlos, SP, Brasil) com 100 mW de poténcia
de saida de luz de comprimento de onda continuo de 660+10nm (Vermelho (V)) e 820£10 nm
(Infravermelho (1V)) foi utilizado. O aparelho apresenta uma ponteira com uma area de 0,098 cmz,
a qual, durante as aplicacdes do protocolo, foi mantida em contato leve com a area tratada. Dessa
forma, as doses aplicadas corresponderam a um tempo de aplicacdo de 2, 5 e 10 segundos,
respectivamente, de laser vermelho ou infravermelho. As aplicagbes ocorreram trés vezes por
semana da seguinte forma: as segundas-feiras os animais receberam a dose de docetaxel
mencionada, e imediatamente posterior a aplicagdo do laser, as quartas-feiras e sextas-feiras os
animais receberam apenas a dose do laser.

Ao final, apds sete e 14 dias, os animais foram eutanasiados por sobredose anestésica

(xilazina: 60mg/kg; quentamina: 240mg/kg).
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4.5 Eutanasia, analise hematoldgica e processamento histolégico

Ap0s a eutanasia o0s animais tiveram suas linguas cirurgicamente removidas da base da
epiglote até o apice lingual cirurgicamante para analise das papilas gustativas. As amostras foram
imediatamente acondicionadas em formol 10% tamponado durante 24h.

Apbs fixacdo as linguas foram hemissecionadas e seguiram para processamento
histoldgico (desidratacdo, diafanizacdo e embebicdo em parafina), confec¢do de blocos parafinados
e trés cortes seriados de 4p para confec¢do de laminas histologicas coradas por hematoxilina-
eosina. As laminas foram avaliadas quanto a quantidade de botbes gustativos e estes foram
fotografados para mensuracdo da area utilizando a ferramenta Freehand selections do software
ImageJ (SILVA et. Al 2019).

4.6 Imuno-histoquimica

Apbs arealizacdo de cortes de 3um foram realizados e dispostos em laminas silanizadas
para reacdo de imuno-histoquimica. As laminas silanizadas foram desparafinizadas em estufa por
uma hora a 65°C, imersas em xilol, reidratadas em solu¢do decrescente de alcool, lavadas em agua
corrente e submetidas a recuperacdo antigénica com solucdo 0,1M Tris-EDTA pH 9,0 ou 0,1M
citrato pH 6,0, a depender do anticorpo, em banho maria a 95°C por 30 minutos. Apoés resfriamento
a temperatura ambiente os cortes foram lavados em solucédo tampéo de fosfato 0,1M pH7,3 (PBS)
em dois banhos de cinco minutos cada e foi realizado o bloqueio da peroxidase endogena com
solucéo 3% de H>O> (perdxido de hidrogénio) diluida em PBS por 30 minutos.

Apos trés banhos de trés minutos cada em PBS as ldminas foram incubadas overnight
com o0s seguintes anticorpos: TNF-a (1:100, Abcam®, ab220210), TNFR1 (1:100, Abcam®,
ab223352), TNFR2 (1:100, Abcam®, ab109322), TNFR3 (1:100, Merck®, HPA003873) e nNOS
(1:200, Abcam®, ab5586).

No dia seguinte apos resfriamento em temperatura ambiente os cortes foram lavados
com dois banhos de cinco minutos de PBS, incubados com polimero anti-coelho/anti-rato Dako
Envision Dual Link System HRP (Dako®, K406189-2) por uma hora. Apds nova lavagem com
trés banhos de trés minutos de PBS as laminas foram incubadas com 3,3-diamino-benzidina (DAB,

Abcam®, ah64238) por 5 minutos. A reacdo foi parada com agua destilada e as laminas foram
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contra-coradas com hematoxilina de Harris 7% por 10 segundos, lavadas em &agua corrente,
desidratadas, diafanizadas e montadas com Enthellam®.

Para analise imuno-histoquimica dos botdes gustativos, os mesmos foram fotografados
em aumento de 400x e as imagens foram exportadas para o ImageJ®. A cor das imagens foi
invertida utilizando o comando Image > Inverter, em seguida o comando Freehand selecitons foi
utilizado para demarcar a regido referente ao botdo gustativo e o comando Clear outside foi
utilizado para deletar toda a imagem néo selecionada, restando apenas a referida estrutura. Apos
inverter novamente a imagem utilizando o comando Image > Inverter foi utilizado o comando
Plugins > Colour function > Color decovolution > H-DAB para a criacdo de trés imagens, uma
marcada por marrom (DAB) uma marcada por roxo (hematoxilina) e uma residual. As imagens
marcadas por marrom e por roxo foram entdo binarizadas (Process > Binary > Make Binary) e 0
percentual de &rea marcada em cada cor foi mensurado utilizando o comando Analyse > Analyse
Particles. O percentual de imunoexpressdo foi calculado com base na divisdo da area marcada em

marrom (DAB) pela soma das areas marcadas em marrom e roxo (area total do botao gutativo).
4.7 Analise estatistica
Os dados foram expressos em média e erro padrdo da média, submetidos ao teste de

normalidade Shapiro-Wilk e analisados pelo teste ANOVA-seguido pelo pos-teste de Bonferroni
(dados paramétricos). (p <0,05, Graph Pad Prism 5,0).
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5. RESULTADOS

Fotobiomodulacdo em baixas doses, mas ndo em altas doses, atenua alteragdes
histomorfométricas relacionadas a via do TNF-ao/TNFR de botbes gustativos em camundongos

tratados com docetaxel.

Uma semana ap0s a administracdo de docetaxel os animais tratados com docetaxel
apresentaram reducdo significativa da area média dos botbes gustativos (6750,00+932,0um?)
quando comparado aos controles (12513,00+1125 um?2). O tratamento com laser de baixa poténcia
com comprimento de onda infravermelho ndo atenuou esses achados, mas as baixas doses de laser
vermelho 0.2J (13659,00+£1869 um?) e 0.5J (12903,00+£1594 um?2) reverteram significantemente
esse parametro (p=0,045).

Docetaxel plus PBMT dose

Control 0.0J 02J 0.5J 1.0J

Jase| pasedju|

1ase| pay

Jase| paseju|

lase| pay

Figura 1: Perfil histologico de botdes gustativos no dorso lingual de camundongos tratados com
docetaxel e diferentes doses de laserterapia de baixa poténcia em comprimentos de onda de
660+10nm (vermelho) ou 820£10 nm (infravermelho) (H&E).
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Ap0s 14 dias, os animais tratados com docetaxel apresentaram reducdo significativa da
area média dos botdes gustativos (5850,00+1147 um?2) quando comparado aos controles
(10877,00£1473,00 um?) e os animais tratados com 0.5J de laser vermelho ou infravermelho
(1694,00£79,29 e 1887,00£228,00 um?, respectivamente) ou 1.0 J de laser vermelho ou
infravermelho (1664,00+107,10 e 1621,00+123,80 um32) apresentaram piora significativa desse
parametro (p<0.001) (Figura 2).
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Figura 2: Mensuracédo da area referente aos botdes gustativos no dorso lingual de camundongos
tratados com docetaxel e diferentes doses de laserterapia de baixa poténcia em comprimentos de
onda de 660+10nm (vermelho) ou 820+£10 nm (infravermelho)

*p<0,05 versus grupo controle; 'p<0.05 versus grupo docetaxel (ANOVA/Bonferroni).

Uma semana ap06s a administracdo de docetaxel os animais tratados com docetaxel
apresentaram reducdo significativa da variacdo de massa corporal (102,40+2,38%) quando
comparado ao controle (118,00+2,36%). O tratamento com laser de baixa poténcia com
comprimento de onda infravermelho ndo atenuou esses achados, mas a pequena dose de laser
vermelho 0.2J (118,80+3,68%) reverteu significantemente esse parametro (p<0,001) (Figura 2).
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Figura 3: Variagdo de massa corporal de camundongos tratados com docetaxel e diferentes doses
de laserterapia de baixa poténcia em comprimentos de onda de 660+10nm (vermelho) ou 820+10
nm (infravermelho)

*p<0,05 versus grupo controle; 'p<0.05 versus grupo docetaxel (ANOVA/Bonferroni).

Ap0s 14 dias, os animais tratados com docetaxel apresentaram reducdo significativa da
da variacdo de massa corporal (102,00+2,99%) quando comparado ao controle (115,80+5,23%) e
0 tratamento com nenhuma dose de laser de baixa poténcia atenuou esse parametro (p<0.001)
(Figura 3).

Uma semana ap6s a administracdo de docetaxel os animais tratados com docetaxel
apresentaram aumento significativo da imunoexpressdo nos botdes gustativos de TNF-o
(90,45+2,34%) quando comparado ao controle (68,16+6,51%) e o tratamento com 0.2J de laser
vermelho (58,13+6,27%) reverteu completamente esse parametro (p=0,005). Igualmente apos 14
dias os animais tratados com docetaxel apresentaram aumento significativo da imunoexpresséo nos
botdes gustativos de TNF-a (91,67+8,33%) quando comparado ao controle (78,81+5,60%) e o
tratamento com 0.2J de laser vermelho (62,77+3,41%) reverteu completamente esse parametro
(p=0,043) (Figura 4).

N&o houve diferenca significativa na imunoexpressao para TNFR1 entre 0s grupos
controle e docetaxel apds sete (16,94+6,03 e 15,56+6,23%, respectivamente) e 14 dias (18,34+1,66
e 10,00+5,77%, respectivamente). Mas em ambos os dias, o grupo tratado com 0.2J de laser
vermelho aumentou significativamente essa imunoexpressao nos botdes gustativos (56,66+3,24%
e 57,36%4,03%, respectivamente) (p<0.001) (Figura 5).
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Apbs sete dias da administracdo de docetaxel tanto o grupo tratado com docetaxel
(59,67+5,15%) como o grupo tratado com docetaxel e 0.2 de laser vermelho (55,21+0,93%)
mostraram aumento significante na imunoexpressdo de TNFR2 comparado com o grupo controle
(41,52+3,42%) (p=0.020). Apds 14 dias ndo houve diferenca entre os grupos (p=0.130) (Figura 5).

Ja com relacdo a imunoexpressdo de TNFR3 apés sete dias da administracdo de
docetaxel ndo houve diferenca entre os grupos (p=0.338), mas ap6s 14 dias tanto o grupo tratado
com docetaxel (61,91+2,75%) como o grupo tratado com docetaxel e 0.2J de laser vermelho
(60,22+1,74%) mostraram aumento significante na imunoexpressao de TNFR3 comparado com o
grupo controle (25,54+13,11%) (p=0.001) (Figura 5).

Por fim, a imunoexpressdo para NNOS nos botbBes gustativos apo0s sete dias da
administracdo de docetaxel foi significantemente maior tanto o grupo tratado com docetaxel
(58,78+7,79%) como o grupo tratado com docetaxel e 0.2J de laser vermelho (55,77+1,33%)
comparado ao grupo controle (33,57£7,64%) (p=0.015), e apds 14 dias ndo houve diferenca entre

0s grupos (p=0.065) (Figura 5).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi possivel observar que a aplicacdo de fotobiomodulagdo com baixas
doses de laser vermelho na lingua de camundongos tratados com docetaxel levou a uma diminuicéo
da resposta inflamatoria e das alterac6es histomorfométricas de seus botdes gustativos.

Inimeros tratamentos vém sendo utilizados para diminuir os danos sofridos na mucosa oral
de paciente, como a PBMT. Essa terapia utiliza lasers em diferentes protocolos, os quais realizam
a absorgéo de fétons de luz com laser de baixa poténcia, que levam a alteracdo no potencial de oxi-
reducdo celular no local de aplicagdo. Seus mecanismos fazem com que ocorra a ativacgao de fatores
de crescimento e citocinas. Com isso, o tratamento de luz modula a inflamacé&o, cicatriza feridas,
acelera a proliferacédo celular e diminui a dor. (THIEME et al., 2019).

A fotobiomodulagdo é um tratamento ndo invasivo e possibilita o controle de inUmeros
processos bioldgicos, mas para que isso ocorra as células precisam receber doses ideais de luz.
Quantidades baixas de luz causam estimulo e reparam os tecidos de uma forma mais eficaz do que
niveis mais altos (MOHAMED, et al., 2022), como descrito no presente estudo. Nos animais
tratados por 7 dias as doses de 0,2 e 0,5 J de laser vermelho que acumulam apds trés aplicagdes por
semana 0,6 e 1,5 J mostraram melhora significativa no tamanho dos botfes gustativos e no ganho
de massa corporal, enquanto o grupo tratado com 1,0 J que acumulou 3,0 J essa diferenca nédo foi
percebida. Nos animais tratados por 14 dias as doses cumulativas de 1,2, 3,0 e 6,0 J houve reducéo
significativa das areas dos botBes gustativos e perda de peso. Esses achados mostram o efeito da
irradiacdo do laser com diferentes protocolos, no qual doses baixas causam estimulo dos botdes
gustativos, e doses mais altas levam a uma inibicéo.

Os botGes gustativos sdo compostos por cerca de 50 células epiteliais modificadas, sendo
elas células de sustentacdo e células gustatdrias. Estas células sdo frequentemente substituidas pela
divisdo mitotica, tendo uma rapida multiplicagdo celular. (GUYTON; HALL., 2011). A fim de
manter a homeostase estrutural nos botdes gustativos, novas células sdo utilizadas a fim de
substituir celulas mortas. A quimioterapia pode causar danos diretos nas celulas das papilas
gustativas ou de forma indireta em regides do cérebro que séo responsaveis pela percepcdo do

paladar, por meio da acdo de citocinas inflamatdrias, levando por exemplo, a disgeusia. Diante
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disso, inUmeros antineoplasicos vém sendo associados com essa alteracdo e essas anormalidades
no paladar diminuem a qualidade de vida. (FENG et al., 2013). No presente estudo, houve reducéo
significativa da area dos botdes gustativos dos animais tratados com docetaxel e aumento na
expressdo de TNF-a e seus receptores TNFR2 e TNFR3.

Os botdes gustativos apresentam expressdo constitutiva do Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-0) ¢ seus trés receptores, TNFR1, TNFR2 ¢ TNR3, apresentando essa via TNF-a/TNFR
importante papel na modulagéo na fisiologia da gustagdo. A interagdo do TNF-a e seus receptores
diminui o limiar a nocicepcio de neurdnios periféricos (MAGALHAES et al., 2020) e como o0s
botBes gustativos apresentam neuro-receptores, a ativacdo dessa via pode desregular a sensacao
gustatoria. (FENG et al., 2015). Dois receptores foram identificados para mediar as interagdes com
0 TNF-a, sendo eles 0 TNFR2 e o TNFR3.

O TNFR1 possui uma regido citoplasmatica chamada de dominio de morte, que da inicio a
um sinal de citotoxicidade, podendo induzir a apoptose e ativacdo da migracdo de neutréfilos.
Alguns autores observaram que a transducdo de sinal mediada por esse receptor resulta em morte
celular. J& o TNFR2 é relacionado principalmente a citotoxicidade, proliferacdo, ativacdo e
sobrevivéncia celular. Essa via € regulada por meio de diferentes organelas celulares e tais
mecanismos ajudam a desenvolver novas terapias a fim de tratar ou prevenir doencas (RUIZ et al.,
2021). Dessa forma, o mecanismo de dano nos botbes gustativos parece ser mediada por
citotoxicidade.

No presente estudo observou-se que uma semana apos a administracdo de docetaxel o0s
animais apresentaram aumento significativo da imunoexpressao nos botdes gustativos de TNF- a,
assim como no grupo de 14 dias. Esses resultados nos mostram que 0 TNF — o produzido pelas
celulas gustativas funciona como mediador na resposta imunoldgica e na inflamagdo. J& para o
TNFR1 ndo houve diferenca significativa apoés 7 e 14 dias. O TNFR2 mostrou aumento
significativo na imunoexpressao apés 7 dias, tanto no grupo tratado com docetaxel como no grupo
tratado com docetaxel e 0,2 J de laser vermelho. J& com o TNFR3 ocorreu 0 processo inverso ao
TNFR2. As papilas gustativas possuem alto nivel de TNF — a ¢ esse Fator atua regulando a
renovacdo celular, influenciando tanto na morte quanto na sobrevivéncia celular. (FENG et al.,
2012).

Ja a expressdo de nNOs aumentou e a fotobiomodulagdo ndo conseguiu reverter esse

processo. A producdo de radicais livres pode levar a dano por estresse oxidativo, que acontece em
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decorréncia de um desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes. Esse processo faz com
que ocorra a oxidacao e consequentemente perda das funcdes bioldgicas de biomoléculas, no qual
ocorre um dano oxidativo potencialmente prejudicial as células e tecidos. (BARBOSA et al., 2010).

Interessantemente, o laser vermelho foi o que apresentou beneficio e ndo o infravermelho.
O laser vermelho apresenta um comprimento de onda menor, com 660 nm, de menor penetrancia,
enguanto o laser infravermelho possui um comprimento de 808 nm, de maior penetrancia. Dessa
forma, a acdo do laser vermelho é mais superficial impactando diretamente nos bot8es gustativos
enquanto a penetracdo do laser infravermelho inviabiliza ter como alvo os botGes gustativos que
sdo mais superficiais (ALVES et al., 2016). O laser quando absorvido pelos nociceptores
superficiais inibe as fibras neuronais da dor, diminuindo a velocidade de conducdo neural e
suprimindo a inflamag&o neurogénica. (ZECHA et al., 2016).

A principal limitacdo desse estudo € que estudos em animais dificilmente sdo extrapolados
para seres humanos, especialmente, quando se fala em dosimetria de PBM, visto a velocidade do
metabolismo animal ser muito diferente do humano.

Todavia, esse trabalho demonstrou, ineditamente, os primeiros mecanismos envolvidos no
controle por PBMT do dano celular causado por um antineoplasico citotéxico como o docetaxel
em botdes gustativos de camundongos. Esse trabalho chama a atencdo que as doses devem ser
baixas ou muito baixas para haver beneficio e a acumulagéo é catastrofica mesmo em um periodo

de tempo relativamente curto (duas semanas).
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7. CONCLUSAO

As alteracdes histomorfométricas de botdes gustativos em camundongos tratados com
docetaxel tem cunho inflamatdrio, a via TNF-o/TNFR participa ativamente desse processo ¢ a
PBMT com baixissimas doses de laser vermelho consegue controlar essas alteragdes. Altas doses

e aplicacdo cumulativa é altamente lesivo a botdes gustativos injuriados por docetaxel.
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ANEXO 1 - CEUA INSTITUTO PARA DESENVOLVIMENTO DA EDUCACAO LTDA

IPADE

ANEXO

CEUA INSTITUTO PARA DESENVOLVIMENTO DA EDUCACAO LTDA IPADE
CENTRO UNIVERSITARIO CHRISTUS

Unichristus

Of. No. 005/24
Protocolo da CEUA: 005/24
Pesquisador Responsavel: PAULO GOBERLANIO DE BARROS SILVA

Titulo do Projeto: INFLUENCIA DE DIFERENTES PROTOCOLOS DE FOTOBIOMODULAGAO
NAS ALTERAGOES HISTOMORFOMETRICAS DE BOTOES GUSTATIVOS DE
CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A TRATAMENTO COM DOCETAXEL.

Levamos ao conhecimento de V. Sa que a Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto
para Desenvolvimento da Educagdo LTDA - IPADE considerou APROVADO o projeto
supracitado na reunido do dia 29 (vinte e nove) de fevereiro de 2024.

Descrigao do animal utilizado:

NUmero 160

écie: Camundongos Fémeas
R g Amostral:

Relatorios parciais e finais devem ser apresentados ao CEUA/Instituto para Desenvolvimento da
Educag&o LTDA - IPADE ao término do estudo, periodo méaximo 29/02/2025.

Fortaleza, 29 de fevereiro de 2024.

LQ'(,\ f: Q
Olga Vale Oliveira Machado

Coordenadora
CEUAIInstituto para Desenvolvimento da Educagao LTDA - IPADE
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