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RESUMO 

 

 

Novaes CP. Efeito da fotobiomodulação sobre o dano e o reparo de DNA em 
queratinócitos expostos ao 5-Fluorouracil [tese]. São Paulo: Universidade de São 
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2022. Versão Corrigida. 

 

 

O quimioterápico 5-Fluorouracil (5FU) induz efeitos genotóxicos por intermédio de 

quebras de fitas simples e duplas de DNA. Em resposta ao dano no DNA, as células 

acionam mecanismos de resposta ao dano no DNA (DDR). O objetivo deste trabalho 

foi verificar o efeito da fotobiomodulação (FBM) sobre o estresse oxidativo, o dano no 

DNA e a DDR em queratinócitos cutâneos previamente expostos ao 5FU. Foram 

estabelecidos os seguintes grupos experimentais: a) Grupo controle – células HaCaT 

expostas ao DMSO; b) Grupo 5FU – HaCaT expostas ao 5FU; c) Grupos 5FU 

irradiados: HaCaT expostas ao 5FU e posteriormente submetidas a 6 segundos de 

irradiação – Grupo 6s; 10 segundos de irradiação – Grupo 10s; e 20 segundos de 

irradiação – Grupo 20s. Após 24h de exposição ao 5FU, as células foram irradiadas 

com três tempos diferentes (laser de diodo, 660nm±10nm, 100mW±20%, tamanho do 

spot de 0,09cm2, 1,1W/cm2, 6s – 6,6J/cm2, 10s – 11,1J/cm2 e 20s – 22,2J/cm2). Para 

cada grupo, foram realizadas duas sessões de FBM, com intervalo de 4h entre elas. 

Após 24h da segunda sessão de FBM foram realizados, em todos os grupos 

experimentais, quantificação de espécies reativas de oxigênio (EROs) e de 

peroxidação lipídica (quantificação de malonaldeído (MDA)), análise de enzimas 

antioxidantes (quantificação da superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)), 

análise do dano no DNA (ensaio cometa e quantificação de 8-oxo-dG e y-H2AX), 

análise da DDR (OGG1, ERCC1, ATM e p53), análise de senescência (ensaio da 

atividade de β-galactosidade) e atividade mitocondrial (ensaio de MTS). Em geral, 

observou-se que a FBM em todos os tempos de irradiação reduziu quantidade de 

EROs derivada da exposição ao 5FU, porém provocou aumento da peroxidação 

lipídica; SOD e CAT foram ativadas principalmente nos tempos de 6s e 20s. O tempo 

de 6s acarretou aumento da quantidade de DNA na cauda do cometa, bem como de 

8-oxo-dG. Já o tempo de 20s reduziu a expressão desses marcadores de dano no 

DNA. Todos os tempos de irradiação também induziram superexpressão de y-H2AX, 

indicativo ao mesmo tempo de dano de fita dupla e acionamento do reparo do DNA. 



OGG1, ERCC1 e ATM foram superexpressas principalmente nos tempos de 10s e 

20s, sugerindo que tempos de irradiação maiores acionam o reparo no DNA em 

comparação a tempos de irradiação mais curtos. Houve aumento também da 

expressão de p53, maior porcentagem de células em senescência e menor atividade 

mitocondrial nos grupos irradiados em relação ao 5FU. Conclui-se que o estresse 

oxidativo foi modulado pela FBM, porém não foi suficiente para reduzir a peroxidação 

lipídica. A FBM aumentou a expressão de marcadores de dano no DNA de forma 

heterogênea, dependendo do tempo de irradiação, porém acionou o reparo no DNA 

no tempo de irradiação de 10s e principalmente de 20s. A FBM induziu senescência 

nas células expostas ao 5FU, interpretada como um mecanismo compensatório para 

o reparo no DNA, sugerindo uma ação protetora contra os efeitos genotóxicos desse 

quimioterápico. 

 

Palavras-chave: 5-Fluorouracil. Dano e Reparo de DNA. Fotobiomodulação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

 

Novaes CP. Photobiomodulation effect on DNA damage and repair in keratinocytes 
exposed to 5-fluorouracil [thesis]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade 
de Odontologia; 2022. Versão Corrigida. 

 

 

The chemotherapeutic drug 5-fluorouracil (5FU) induces genotoxic effects through 

single- and double-strand DNA breaks. In response to DNA damage, cells trigger a 

series of intracellular pathways, collectively termed as DNA damage response (DDR). 

The aim of this study was to verify the effects of photobiomodulation (PBM) on 

oxidative stress, DNA damage and DDR in cutaneous keratinocytes previously 

exposed to 5FU. The following experimental groups were established: a) Control group 

– HaCaT cells exposed to DMSO; b) 5FU group – HaCaT exposed to 5FU; c) 5FU 

groups irradiated: HaCaT exposed to 5FU and subsequently irradiated for 6 seconds 

– 6s group; irradiated for 10 seconds – Group 10s; and irradiated for 20 seconds – 

Group 20 s. After 24 hours of 5-FU exposure, the cells were irradiated for three different 

times (diode laser, 660 nm±10nm, 100 mW±20%, spot size of 0,09 cm2, 1,1 W/cm2, 6s 

– 6,6 J/cm2, 10s – 11,1 J/cm2 and 20s – 22,2 J/cm2). For each group, two PBM 

sessions with interval of 4h were performed. After 24 hours of the second PBM session, 

reactive oxygen species (ROS), lipid peroxidation quantification (quantification of 

malonaldehyde (MDA)), antioxidant enzyme analysis (quantification of superoxide 

dismutase (SOD) and catalase (CAT)), DNA damage analysis (comet assay, 8-oxo-

dG, and y-H2AX quantifications), DDR analysis (OGG1, ERCC1, ATM and p53), 

senescence analysis (β-galactosity activity assay) and mitochondrial activity (MTS 

assay) were performed in all experimental groups. In general, all irradiation times 

reduced ROS derived from 5FU exposure but increased lipid peroxidation; SOD and 

CAT were mainly activated with 6s and 20s exposure times. The 6-second exposure 

time increased the DNA amount in the comet's tail, as well as 8-oxo-dG. The 20-second 

exposure time reduced the expression of these DNA damage markers. All irradiation 

times also induced y-H2AX overexpression, indicative at the same time of double-

strand breaks and triggering DNA repair. OGG1, ERCC1 and ATM were 

overexpressed mainly at 10s and 20s times, suggesting that longer irradiation times 



trigger DNA repair compared to shorter irradiation times. There was also an increase 

in p53 expression, higher percentage of senescent cells, and lower mitochondrial 

activity in the irradiated groups in relation to 5FU. In conclusion, PBM modulated 

oxidative stress, but this effect was not sufficient to reduce lipid peroxidation. PBM also 

increased DNA damage in a heterogeneous pattern, depending on the irradiation time. 

On the other hand, the irradiation triggered DNA repair, observed mainly with 20s-

irradiation time, and induced senescence to the cells exposed to 5FU. This fact was 

interpreted as a compensatory mechanism for the DNA repair, suggesting a protective 

action against the genotoxic effects of this chemotherapeutic agent. 

 

Keywords: 5-Fluorouracil. DNA damage and repair. Photobiomodulation.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O 5-Fluorouracil (5FU) é um quimioterápico da classe dos antimetabólitos, 

utilizado no tratamento de diversos tumores sólidos, incluindo neoplasias do trato 

digestivo e câncer de cabeça e pescoço (Longley et al., 2003). Dependendo da via 

metabólica ativada, diferentes mecanismos de ação são atribuídos ao seu efeito 

antiproliferativo, resultando na redução da síntese da cadeia polinucleotídica e na 

alteração da estabilidade e do reparo da molécula de ácido desoxirribonucleico (DNA, 

do inglês deoxyribonucleic acid), o que induz a quebras de fitas simples e duplas em 

sua estrutura (Longley et al., 2003; Wyatt; Wilson, 2009). O reparo dos danos no DNA 

induzidos pelo 5FU é realizado principalmente pela via de excisão de base (BER, do 

inglês Base Excision Repair), ativando proteínas como Ataxia-telangiectasia mutada 

(ATM, do inglês Ataxia-telangiectasia mutated), Ataxia-telangiectasia e relacionada a 

Rad3 (ATR, do inglês Ataxia-telangiectasia and Rad3-related), DNA-glicosilases e 

DNA-polimerases (Wyatt; Wilson, 2009; Matuo et al., 2010).  

Em resposta ao dano no DNA, as células acionam uma série de vias 

intracelulares, definidas coletivamente como resposta ao dano no DNA (DDR, do 

inglês DNA damage response). Essa cascata de sinalização coordenada inclui a 

ativação de proteínas associadas aos pontos de verificação do ciclo celular, indução 

de apoptose ou senescência celular (Woods; Turchi, 2013; Cicia; Elledge, 2010).  

O efeito da fotobiomodulação (FBM) sobre a estrutura do DNA ainda é pouco 

conhecido. Alguns estudos mostraram que a terapia a laser diminuiu 

significativamente a quantidade de danos na estrutura do DNA (Dube et al., 2001; 

Mbene et al., 2009), não induziu a quebras de fita dupla, avaliado pela expressão de 

y-H2AX (Dillenburg et al., 2014) e aumentou a expressão de proteínas da DDR, como 

a ATM e p53 (Trajano et al., 2016). No entanto, esses efeitos protetores na estrutura 

do DNA parecem ser dose-dependentes, ou seja, diretamente associados à 

densidade de energia utilizada na FBM (Mbene et al., 2009; Rosin et al., 2022).  

Nenhum desses estudos descreveu, contudo, o efeito da FBM sobre queratinócitos 

humanos com danos no material genético induzido pelo agente quimioterápico 5FU. 

Densidades de energia ótimas e seguras necessitam ser estabelecidas, aliando o 

efeito bioestimulatório à estabilidade genômica (Trajano et al., 2016), em um contexto 

onde as células já exibem alterações no DNA. Além disso, como a via de reparo do 
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DNA é um processo marcadamente complexo, uma melhor compreensão sobre o 

dano ao DNA induzido pelo 5FU e as respostas celulares a esse dano podem ampliar 

o entendimento sobre sua citotoxicidade (Adamsen et al., 2011; Sampath et al., 2003). 

Essa avaliação é importante porque a FBM tem sido utilizada para prevenção e 

tratamento de efeitos adversos na mucosa oral induzidos por agentes quimioterápicos, 

dentre eles o 5FU, os quais induzem destruição do tecido epitelial e conjuntivo 

provavelmente em função do excesso de dano no DNA (Lionel et al., 2006; Abdel-

Rahman et al., 2016; Ziegler et al., 2016). 

Para conduzir essa análise, o estudo foi realizado com marcadores bastante 

utilizados para detecção de dano e reparo do DNA induzidos por estresse oxidativo, a 

principal via citotóxica do efeito do 5FU. A expressão desses marcadores permitiu 

avaliar o efeito da FBM na fragmentação do DNA e na modulação de proteínas 

ativadas na DDR e estresse oxidativo em células HaCaT que foram previamente 

expostas ao 5FU. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 5-Fluorouracil (5FU) 

 

 

Para o presente projeto, selecionamos o quimioterápico 5-Fluorouracil (5FU), 

por ser um agente antineoplásico empregado no tratamento de diversas neoplasias 

incluindo câncer de mama, neoplasias do trato digestivo e câncer de cabeça e 

pescoço (Longley et al., 2003); e ainda por sua administração estar associada a uma 

alta toxicidade para células da mucosa oral, levando ao desenvolvimento de mucosite 

oral (Abdel-Rahman et al., 2016).  

O 5FU é classificado na categoria dos antimetabólitos. Estes têm como alvo a 

fase S do ciclo celular (na qual ocorre a replicação de DNA), inibindo a síntese de 

DNA das células tumorais (Cicia; Elledge, 2010; López-González et al., 2012). Nesse 

grupo de fármacos, estão incluídos os antifolatos (que bloqueiam a atividade do ácido 

fólico, um componente essencial dos precursores de DNA e de ácido ribonucleico 

(RNA)), os inibidores da ribonucleotídeo redutase (que reduzem a produção de 

desoxirribonucleotídeos) e os análogos de pirimidina e purina (que interferem no 

processo de síntese do DNA e RNA) (Cheung-Ong et al., 2013). Os antimetabólitos 

análogos de pirimidina e purina são incorporados no mecanismo de síntese de DNA 

ou RNA, impedindo a adição correta das bases e inibindo o mecanismo de replicação 

(Cheung-Ong et al., 2013). 

Dentre os antimetabólitos pirimidínicos, as fluoropirimidinas, que têm o 5FU 

como principal representante, são importantes agentes quimioterápicos para o 

tratamento de diversos tipos de câncer (Longley et al., 2003). Trata-se de um análogo 

estrutural da uracila, diferindo apenas desta pela substituição de um átomo de 

hidrogênio por um de flúor no carbono 5 no anel pirimidínico (Heidelberger et al., 1957; 

Grem, 1997).  

Para exercer a sua ação antitumoral e tornar-se ativo, o 5FU passa por uma 

série de etapas de metabolização intracelular após sua absorção. Como o 5FU é um 

análogo da uracila e da timina, muitas das enzimas que participam do metabolismo 

da uracila ou da timina também metabolizam efetivamente o 5FU (Wyatt; Wilson, 

2009). Dependendo da via metabólica ativada, três diferentes mecanismos de ação 
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são atribuídos ao seu efeito antiproliferativo: a incorporação errônea do 

fluoronucleotídeo trifosfato de fluorouridina (FUTP) no RNA; a incorporação errônea 

do fluoronucleotídeo trifosfato de fluorodeoxiuridina (FdUTP) no DNA; e a inibição da 

enzima timidilato sintetase (TS), exercida pelo metabólito ativo monofosfato de 

fluorodeoxiuridina (FdUMP) (Parker; Cheng, 1990; Grem, 1997; Longley et al., 2003).  

O metabólito 5FU FUTP, quando erroneamente incorporado ao RNA, é o 

responsável por interromper muitos aspectos do processamento e funções normais 

do RNA, podendo resultar em efeitos no metabolismo e na viabilidade celular (Longley 

et al., 2003).   

A TS é a enzima responsável por catalisar a conversão de monofosfato de 

desoxiuridina (dUMP) a monofosfato de desoxitimidina (dTMP), com um doador de 

metil 5,10-metilenotetrahidrofolato. Por ser a única fonte de timidilato intracelular na 

via da síntese das pirimidinas, essa reação é fundamental para que ocorra a 

replicação e o reparo do DNA (Longley et al., 2003).   

O metabólito ativo do 5FU, monofosfato de fluorodeoxiuridina (FdUMP), inibe a 

ação da TS ao ligar-se ao sítio de ligação do nucleotídeo da enzima, formando um 

complexo ternário covalente entre a TS e o 5,10-metilenotetrahodrofolato, resultando 

em níveis intracelulares aumentados de dUMP e de seu derivado anabólico, dUTP 

(Longley et al., 2003). A inibição de TS leva ao desequilíbrio nas proporções de 

nucleotídeos e, consequentemente, à incorporação da uracila na cadeia de DNA 

(Parker; Cheng, 1990; Grem, 1997; Longley et al., 2003). Além disso, dUMP 

acumulado e o metabólito ativo FdUMP podem posteriormente ser fosforilados e levar 

ao aumento dos níveis de trifosfato de desoxiuridina (dUTP) e do metabólito ativo 

trifosfato de fluorodesoxiuridina (FdUTP), respectivamente; este, por si só, é um 

substrato para DNA polimerases, sendo prontamente incorporado erroneamente no 

DNA (Sampath et al., 2003). 

Os mecanismos da toxicidade celular do 5FU permanecem pouco 

compreendidos, apesar do relativo entendimento acerca da conversão enzimática e 

dos destinos metabólicos do 5FU in vivo (Sampath et al., 2003). 

Quando incorporado ao DNA, o 5FU causa diversos efeitos celulares, como a 

inibição da síntese de DNA pela depleção de desoxirribonucleotídeos, alteração na 

estabilidade e reparo da sua molécula, maior porcentagem de DNA na cauda do 

cometa e indução de quebras de fitas simples e duplas de DNA (Grem, 1997; Longley 

et al., 2003; Matuo et al., 2009; Kevadiya et al., 2012).  
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2.2 Estresse oxidativo, danos na estrutura do DNA e resposta ao dano no 

DNA (DDR) 

 

 

Para análise do estresse oxidativo, neste trabalho foram avaliadas a produção 

de espécies reativas de oxigênio (EROs), de duas importantes enzimas antioxidantes, 

a superóxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT), além da expressão de 

malonaldeído (MDA), subproduto da peroxidação lipídica reativo ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARs, do inglês thiobarbituric acid reactive substances ou substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico).  

E, para análise do dano no DNA foram avaliadas a expressão de dois 

importantes marcadores: 8-oxo-7,8diidro-2´-deoxiguanina (8-oxo-dG), importante 

molécula relacionada com o dano oxidativo e y-H2AX, indicador de danos de fita dupla 

do DNA; além do ensaio cometa para visualização de quebras de fita simples e dupla 

do DNA (Singh et al., 1988). Para avaliar o reparo do DNA foi realizada a análise da 

enzima 8-oxoguanina DNA glicosilase-1 (OGG1, do inglês 8-Oxoguanine DNA 

Glycosylase), ativada na DDR pela via BER; a expressão da proteína do grupo 1 de 

complementação cruzada do reparo por excisão (ERCC1, do inglês Excision Repair 

Cross Complementing Group 1) ativada pela via do reparo de excisão de nucleotídeos 

(NER, em inglês Nucleotide Excision Repair); além da expressão da ATM e de p53, 

proteínas chaves no processo de reparo de quebras de fita dupla de DNA.  

A molécula de DNA, apesar de sua importante função biológica de conter e 

transmitir a informação genética das células, não é inerte (Lindahl, 1996; Lagerwerf et 

al., 2011). O DNA celular é continuamente exposto a subprodutos metabólicos 

reativos (por exemplo, as espécies reativas de oxigênio) e a agentes físicos e químicos 

exógenos (por exemplo, drogas quimioterápicas), que prontamente encontram alvos 

reativos na molécula de DNA (Shiloh; Lehmann, 2004). A manutenção da integridade 

genômica em um ambiente de estresse genotóxico torna-se um pré-requisito para a 

função celular adequada (Lagerwerf et al., 2011). 

A oxidação é parte fundamental da vida aeróbia e do metabolismo celular, 

produzindo radicais livres (espécies reativas de oxigênio - EROs e de nitrogênio - 

ERNs) de forma natural ou por disfunção biológica (Barbosa et al., 2010). As EROs 

constituem uma variedade de moléculas derivadas do oxigênio metabolizado na 

mitocôndria, produzidas durante a geração de energia e naturalmente degradadas 
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pelo sistema antioxidante. As principais espécies reativas de oxigênio são: radical 

hidroxila (OH•), radicais superóxidos (O2
•–), frequentemente denominados de radicais 

livres, e o peróxido de hidrogênio (H2O2); este é considerado ERO devido à sua ação 

direta na geração do radical hidroxila (Barreiros et al., 2006; Barbosa et al., 2010).  

As EROs desenvolvem papel duplo, podendo ser benéficas ou prejudiciais para 

o organismo. Os efeitos benéficos envolvem funções fisiológicas importantes, como 

sinalização celular e síntese proteica; já concentrações elevadas de EROs causam 

danos a estruturas celulares devido à oxidação de proteínas, lipídeos e ácidos 

nucléicos (DNA e RNA) (Cooke et al., 2003; Klaunig; Kamendulis, 2004).  

O estresse oxidativo é definido como uma produção excessiva de EROs que 

não podem ser neutralizadas pela ação de antioxidantes, levando a uma perturbação 

do equilíbrio de oxidação/redução (redox) celular. O dano celular ocorre devido à alta 

capacidade de interação das EROs com outras moléculas, causando alterações das 

estruturas celulares (Barreiros et al., 2006; Barbosa et al., 2010).  Embora o acúmulo 

de EROs esteja frequentemente associado ao metabolismo celular de oxigênio, 

fatores exógenos como agentes ambientais, radiação ionizante ou ultravioleta, ou 

outros fatores citotóxicos, como os agentes quimioterápicos, também induzem seu 

acúmulo (Cooke et al., 2003; Lagerwerf et al., 2011). Independentemente de sua 

origem, as EROs podem interagir com biomoléculas celulares, levando a modificações 

e consequências potencialmente graves para a célula (Cooke et al., 2003). 

Com a finalidade de evitar os danos causados pelo estresse oxidativo, as 

células desenvolveram mecanismos de defesa. Assim, doses elevadas de EROs 

levam a ativação dos agentes antioxidantes que podem ser do tipo enzimáticos e não-

enzimáticos. Os antioxidantes enzimáticos fundamentais no processo antioxidante 

são a superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e as enzimas do ciclo redutor 

da glutationa, glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), constituindo a 

primeira defesa endógena de neutralização das EROs (Barreiros et al., 2006; Barbosa 

et al., 2010). 

A SOD catalisa a reação de dismutação do ânion superóxido (O2
•–), 

convertendo-o em oxigênio e peróxido de hidrogênio. Existem no organismo três 

formas de SOD. A primeira (CuZnSOD) contém cobre e zinco como centros redox e 

atua no citosol; já a segunda (MnSOD) contém manganês como centro redox e está 

presente na mitocôndria; a terceira (ECSOD) é sintetizada no interior das células e 

secretada para o meio extracelular (Rahman et al., 2006; Barbosa et al., 2010). A CAT 
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catalisa a reação de dismutação do H2O2, formado pela ação da SOD, em água e 

oxigênio molecular (Rahman et al., 2006). Essa enzima age de forma integrada ao 

sistema antioxidante das glutationas, atuando sobre altas concentrações de H2O2, 

evitando o aumento da produção do radical hidroxila, um importante desencadeador 

do processo de peroxidação lipídica (Barreiros et al., 2006; Barbosa et al., 2010). Para 

que não haja aumento na indução da peroxidação lipídica, a concentração intracelular 

da SOD deve estar em níveis ideais. O radical superóxido possui habilidades 

paradoxais, ou seja, sua presença pode tanto iniciar a peroxidação lipídica, assim 

como sua eliminação excessiva (pelo aumento na expressão da SOD) pode aumentar 

a peroxidação lipídica. Assim, em baixas concentrações de SOD haveria mais radicais 

superóxidos; e em altas concentrações de SOD, maior quantidade de dismutação do 

superóxido, resultando em acúmulo de peróxido de hidrogênio; ambas hipóteses 

culminariam em alta peroxidação lipídica. Assim, em uma concentração intermediária 

da SOD, a iniciação da peroxidação lipídica por superóxido seria suprimida, enquanto 

a eliminação desse radical ainda estaria ocorrendo, resultando em peroxidação 

lipídica mínima (McCord, 2008). 

Todas as organelas celulares podem sofrer modificações quando interagem 

com as EROs, sendo a peroxidação lipídica resultante de alterações desencadeadas 

na membrana celular. Como consequência, ocorre perda da seletividade na troca 

iônica e liberação do conteúdo de organelas e a formação de produtos citotóxicos, 

como o malonaldeído (MDA). O MDA, assim, é um produto genotóxico endógeno da 

peroxidação lipídica induzida por radicais enzimáticos e de oxigênio (Niedernhofer et 

al., 2003; Gentile et al., 2017).   

A célula pode se recuperar após o dano oxidativo por intermédio da substituição 

das moléculas danificadas e do reparo de danos oxidativos, mantendo a viabilidade 

celular. No entanto, o dano oxidativo, especialmente ao DNA, pode induzir a morte 

celular por necrose ou apoptose, derivadas de intensa peroxidação lipídica (Barbosa 

et al., 2010; Ayala et al., 2014). Por exemplo, no DNA o malonaldeído causa inserção, 

deleção e substituição de pares de bases, o que resulta em quebras de fita do DNA 

(Niedernhofer et al., 2003). 

As lesões induzidas no DNA podem ser quebras de fita simples (SSBs, do 

inglês DNA single-strand breaks), no qual somente uma das cadeias de DNA é 

alterada; e quebras de fita dupla (DSBs, do inglês DNA double-strand breaks), onde 

ambas as fitas de DNA são danificadas. Essas últimas são mais deletérias, pois não 
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deixam uma fita intacta para ser usada como molde durante o mecanismo de reparo 

(Desai et al., 2018). 

Em resposta ao dano no DNA, as células acionam uma série de vias 

intracelulares visando preservar a integridade genômica, conhecidas como resposta 

ao dano no DNA. A DDR pode ser definida como uma rede de eventos moleculares 

que resultam na detecção do dano ao DNA e incluem mecanismos de reparo de DNA, 

na ativação de proteínas associadas aos pontos de verificação do ciclo celular, a fim 

de impedir que a célula progrida no ciclo com o DNA danificado, bem como na indução 

de apoptose ou senescência celular caso o DNA não possa ser reparado (Woods; 

Turchi, 2013; Cicia; Elledge, 2010).  

O reparo de lesões de fita simples pode ser realizado através de dois 

mecanismos distintos que diferem na maneira pela qual a lesão no DNA é removida: 

o reparo por excisão de bases (BER) e o reparo de excisão de nucleotídeos (NER). O 

BER é responsável pela correção de danos que não causam grande distorção no 

DNA, derivados de processos como oxidação, desaminação ou perda completa das 

bases. Tal processo envolve primeiramente a excisão da base danificada por uma 

DNA-glicosilase, deixando um sítio abásico, no qual nem uma base púrica ou 

pirimídica está presente. A ausência de base é então reconhecida por uma 

endonuclease apurínica/apirimidínica 1 (APE1, do inglês Human apurinic/apyrimidinic 

endonuclease 1), que cliva a ligação fosfodiéster, removendo assim o esqueleto 

açúcar-fosfato e levando a formação de uma quebra de fita simples, que 

posteriormente é corrigida pela DNA-polimerase e pela DNA-ligase III (O’Connor, 

2015; Desai et al., 2018). 

A oxidação da guanina na posição C8, conhecida como 8-oxo-dG, é um dos 

mais importantes marcadores de dano oxidativo no DNA (Watters et al., 2009), gerado 

por intermédio da produção excessiva de espécies reativas de oxigênio (EROs) e de 

nitrogênio (ERNs), oriundos do tratamento com agentes antineoplásicos. Tal dano é 

reparado através da BER, que primeiramente irá reconhecer e remover a base 

danificada, 8-oxo-dG, através da DNA glicosilase OGG1 (Chernikov et al., 2017; 

Yahyapour et al., 2018; Davalli et al., 2018) (Figura 2.1).  
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Figura 2.1 – Esquema ilustrativo do 8-oxo-dG, importante marcador de dano oxidativo no DNA         
derivado de EROs e do mecanismo de reparo realizado principalmente por OGG1 
através do acionamento de BER  

 

 

 
Fonte: A autora (criado com BioRender.com). Adaptado das informações dos artigos: Chernikov et al. 
(2017), Yahyapour et al. (2018) e Davalli et al.  (2018). 
 

 

Outro mecanismo de reparo acionado após lesões de fita simples é a via de 

reparo por excisão de nucleotídeos (NER). Essa via repara lesões volumosas que 

distorcem a estrutura da dupla hélice, removendo múltiplas formas de danos ao DNA, 

como dímeros de pirimidina, ligações cruzadas intracadeias e adutos químicos que 

alteram a hélice. Nessa via, as proteínas XPA e a proteína de replicação A (RPA) se 

ligam ao local da lesão, recrutando proteínas helicases (XPB e XPD) que desenrolam 

o DNA, facilitando assim o recrutamento das endonucleases XPG e ERCC1, que 

removem o fragmento de DNA contendo a lesão. O intervalo produzido na hélice é 

então corrigido pela DNA polimerase e pela DNA ligase (O’Connor, 2015; Desai et al., 

2018) (Figura 2.2). 

  



36 

 

Figura 2.2 – Esquema ilustrativo da via de reparo NER e recrutamento da endonuclease ERCC1 

 

 

 

Fonte: A autora (criado com BioRender.com). Adaptado das informações dos artigos: O’Connor (2015) 
e Desai et al. (2018). 

 

 

As quebras de fita dupla (DSBs) estão entre as lesões mais destrutivas, sendo 

reparadas por dois processos: união de extremidades não homólogas (NHEJ, do 

inglês non-homologous end joining) e recombinação homóloga (HR, do inglês 

homologous recombination). A NHEJ pode ocorrer em todas as fases do ciclo celular; 

esse tipo de reparo é mais impreciso, sendo propenso a erros como inserções e 

deleções locais, pois essa via promove o reparo através da ligação das extremidades 

quebradas de DNA. Já a HR promove um reparo mais preciso, pois usa uma 

cromátide-irmã como molde para realizar o reparo; contudo esse tipo de reparo é 

restrito as fases S e G2 do ciclo celular, quando então o conteúdo de DNA está 

duplicado. O processo de HR é complexo e regulado a partir da interação de várias 

proteínas e vias distintas (Polo; Jackson, 2011; Minchom et al., 2018). 

O reconhecimento das DSBs é feito pelo complexo proteico MRE11-RAD50-

NBS1 (MRN), que promove o recrutamento de ATM para o local da lesão, promovendo 
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sua ativação. A proteína-quinase ATM após ativada leva à cascata de fosforilação de 

outras proteínas-quinases que controlam respostas relacionadas à apoptose, reparo 

do DNA e parada do ciclo celular. De maneira geral, a DDR mediada pela ATM leva à 

sinalização para o processo de HR (Cicia; Elledge, 2010; Desai et al., 2018).  

ATM ativada induz a fosforilação de vários substratos, incluindo a proteína-

quinase do ponto de checagem 2 (Chk2, do inglês checkpoint kinase 2) e a histona 

H2AX (Cicia; Elledge, 2010; Woods; Turchi, 2013). O objetivo de tal fosforilação é 

sinalizar para a maquinaria de reparo de DNA a presença de um dano. Após a 

fosforilação na serina 139, a histona H2AX é conhecida como y-H2AX. Essa molécula 

é um dos marcadores mais avaliados na DDR, sendo associada a quantidade de 

danos no DNA e, portanto, pode ser relacionada com a presença de quebras de fita 

dupla de DNA (Rothkamm; Horn, 2009; Ikeda et al., 2010; Nikitaki et al., 2015).  

A fosforilação de Chk2 induz a disseminação do sinal de dano pelo núcleo, 

fosforilando várias proteínas envolvidas em muitos aspectos da DDR, como regulação 

do ciclo celular, sinalização de p53 e indução de apoptose. Além disso, a proteína 

Chk2 em conjunto com ATM, induz a fosforilação de p53, promovendo sua ativação e 

estabilização (Branzei; Foiani, 2008; Zannini et al., 2014). 

A p53 é uma proteína supressora tumoral e um fator de transcrição que regula 

a expressão de proteínas associadas com a parada do ciclo celular, indução de 

apoptose e senescência celular (Lombard et al., 2005). Seu papel no controle do ciclo 

celular está associado a regulação positiva de p21, que inibe os complexos ciclina/ 

quinase dependentes de ciclina (Cdk, do inglês ciclin dependent kinase) responsáveis 

pela progressão do ciclo celular. Além disso, a p53 induz a expressão das proteínas 

pró-apoptóticas BAAP e PUMA (Cicia; Elledge, 2010; Senturk; Manfredi, 2013) (Figura 

2.3). 
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Figura 2.3 – Esquema ilustrativo do reconhecimento das quebras de fita dupla (DSBs) de DNA e 
acionamento do reparo através de ATM, y-H2AX e p53 

  

 

 
Fonte: A autora (criado com BioRender.com). Adaptado das informações dos artigos: Ciccia e Elledge 
(2010), Ikeda et al. (2010) e Zannini et al. (2014). 

 

 

2.3 5-Fluorouracil: estresse oxidativo, danos na estrutura do DNA e resposta 

ao dano no DNA (DDR) 

 

 

Estudos demonstraram que agentes antineoplásicos induzem estresse 

oxidativo nas células dos pacientes que recebem essas drogas durante a 

quimioterapia contra o câncer (Subramaniam et al., 1994; Faber et al., 1995; Conklin, 

2004; Kasapović et al., 2008; Kasapović et al., 2010). A exposição celular a essas 

drogas resulta no aumento da produção de EROs; esse estresse oxidativo inicial não 

apenas produz dano imediato às células, como ainda modifica as reações normais de 

oxidação/redução (redox), levando a um persistente e prolongado aumento na 

produção de EROs (Conklin, 2004; Kasapović et al., 2008; Kasapović et al., 2010).  
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Foram demonstrados, entre outros efeitos, níveis elevados de subprodutos da 

peroxidação lipídica reativos ao ácido tiobarbitúrico (TBARs) após tratamento com 

adriamicina (Faber et al., 1995), com diferentes poliquimioterapias combinadas com 

antraciclinas, bleomicina, vincristina, ciclofosfamida, etoposídeo e mitomicina (Look; 

Musch, 1994) e ainda com ciclofosfamida, metotrexato e 5FU (Subramaniam et al., 

1994). Além do aumento do nível de superóxidos lipídicos, foram identificados níveis 

plasmáticos aumentados de H2O2 e alterações de sua neutralização por antioxidantes 

enzimáticos (CAT, GPx, GR) em pacientes com câncer de mama após 

poliquimioterapia com 5FU, doxorrubicina e ciclofosfamida (Kasapović et al., 2010).  

Um estudo realizado com animais encontrou níveis aumentados de MDA e 

diminuídos de CAT, mas ausência de alterações de SOD, em camundongos tratados 

com monoterapia com 5FU ou esse quimioterápico associado ao agente 

antineoplásico crocina (Amerizadeh et al., 2018). Aumento dos níveis de peroxidação 

lipídica também foi encontrado em estudo conduzido em modelo animal de mucosite 

oral (MO) induzida pelo tratamento com 5FU associado ao ácido acético. Um aumento 

significativo dos níveis de MDA foi observado nos grupos de MO; os autores sugeriram 

que EROs podem ter sido geradas acima de sua concentração típica na localidade da 

MO (Yoshino et al., 2013).    

Estudos realizados com linhagens celulares também demostraram níveis 

aumentados de EROs após a exposição ao 5FU. Esse fenômeno foi associado à 

indução da apoptose por danos no DNA após exposição a esse quimioterápico 

(Akhdar et al., 2009). Outros estudos sugeriram que a apoptose mediada pelas EROs 

mitocondriais em resposta ao 5FU ocorre de forma dependente da via do p53 (Hwang 

et al., 2001; Ikeda et al., 2010; Matsunaga et al., 2010).  

Afim de investigar os efeitos do tratamento com o 5FU na expressão de 

glutationa transferases (GSTs) e enzimas antioxidantes, Akhdar et al. (2009) 

realizaram a incubação da linhagem celular de adenocarcinoma de cólon humano 

(HT-29) com 100µg/ml de 5FU nos períodos de 1, 2, 4, 8, 24 e 48h. Os resultados 

demonstraram que o 5FU, após 48h de incubação com a droga, induziu ao aumento 

na expressão de mRNAs que codificam glutationa transferases, além de aumentarem 

níveis de enzimas antioxidantes, como heme oxigenase-1 (HO-1). O 5FU aumentou 

ligeiramente a expressão de MnSOD. Ocorreu, ainda, aumento nos níveis do radical 

superóxido (O2
•-) após 16h de tratamento com 5FU, enquanto os níveis de peróxido 

de hidrogênio (H2O2) foram semelhantes entre as células não tratadas e tratadas. 
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Outro estudo examinou a sequência de administração da combinação do 5FU 

com mitocina C afim de maximizar a toxicidade contra uma linhagem de células de 

câncer gástrico humano. Quando se observam somente os resultados do tratamento 

realizado com o 5FU (23µM) em relação ao grupo não tratado, a viabilidade celular no 

grupo tratado foi pouco afetada, tendo o menor valor ocorrido no período de 72h após 

o tratamento com o 5FU. Em relação ao 8-oxo-dG, um importante marcador de dano 

oxidativo no DNA, houve aumento da sua expressão após 24h do tratamento com 

5FU. Na terapia conjugada, na qual realizou-se o pré-tratamento por 24h com 5FU, a 

toxicidade induzida pela mitomicina C foi aumentada. O efeito sinérgico foi mediado 

principalmente pela geração de EROs (H2O2) e da via apoptótica dependente de p53, 

levando à disfunção mitocondrial e ativação da caspase. A diminuição da função 

antioxidante (níveis de glutationa e CuZnSOD) foi considerada a principal causa do 

acúmulo de EROs, e não o aumento da produção de EROs por si (Matsunaga et al., 

2010). 

Em trabalho anterior do nosso grupo, ao avaliar o extresse oxidativo em 

fibroblastos gengivais primários expostos ao 5FU (150µM), observamos aumento na 

peroxidação lipídica expressa pelo malonaldeído, além de maior atividade da enzima 

antioxidante superóxido dismutase 24h após o tratamento com esse quimioterápico 

(Rosin et al., 2022). Vale comentar que esse estudo foi o primeiro a avaliar o efeito do 

5FU com cultura primária de células saudáveis da mucosa oral com relação ao 

estresse oxidativo. 

Dentre as diferentes classes de quimioterápicos, as antraciclinas induzem os 

mais altos níveis de EROs, seguidas pelos agentes alquilantes, complexos de 

coordenação de platina, epipodofilotoxinas e camptotecinas (Gille; Nohl, 1997; 

Conklin, 2004). Taxanos, alcalóides da vinca e antimetabólitos, como os antifolatos e 

análogos de pirimidina e purina, geram baixos níveis de estresse oxidativo (Conklin, 

2004). No entanto, todos os agentes antineoplásicos geram EROs em algum nível e 

induzem a apoptose nas células cancerígenas. Isso ocorre após a ativação de uma 

das vias de apoptose, resultando na liberação de citocromo c das mitocôndrias 

(Kaufmann; Earnshaw, 2000). Quando esse processo acontece, os elétrons 

residentes nas membranas mitocondriais escapam do sistema de transporte de 

elétrons e reagem com o oxigênio molecular, resultando na formação de radicais 

superóxido (Kaufmann; Earnshaw, 2000; Conklin, 2004).  
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Sabe-se, portanto, que as espécies reativas de oxigênio participam diretamente 

do dano ao DNA induzido pelo 5FU, sendo, então, consideradas importantes 

marcadores de sensibilidade celular para este quimioterápico (Longley et al., 2003; 

Wyatt; Wilson, 2009; Rosin et al., 2022). 

Os danos no DNA induzidos pelo 5FU podem levar ao surgimento tanto de 

SSBs, quanto de DSBs ou ainda a outras alterações estruturais (Longley et al., 2003; 

Matuo et al., 2009).  

O reparo dos danos no DNA induzidos pelo 5FU é feito principalmente pela via 

de excisão de base (BER), que remove a base inapropriada ativando proteínas 

relacionadas a DDR, incluindo ATM, ATR, DNA-glicosilases e DNA-polimerases 

(Wyatt; Wilson, 2009; Matuo et al., 2010). Outros estudos sugeriram ainda a 

participação do sistema de reparo de incompatibilidade do DNA ou MMR (do inglês, 

mismatch repair) no processamento de lesões causadas pelo 5FU, através também 

da ativação de DNA-glicosilases (Fischer et al., 2007; Matuo et al., 2010). Esses 

estudos demonstraram que os resíduos de 5FU no DNA são removidos por vários 

sistemas enzimáticos, nos quais todas DNA-glicosilases são ao mesmo tempo 

ativadas (Fischer et al., 2007).  

Após tratamento com o 5FU, dependendo do tipo de pareamento entre as 

bases, diferentes vias podem ser acionadas. Assim, os fluoronucleotídeos de 5FU 

erroneamente incorporados podem ser reparados por BER (5FU:adenina) e MMR 

(5FU:guanina), enquanto a uracila seria reparada através de BER (uracila:adenina).  

Assim, quando pareados com adenina, a via BER é ativada; já a via MMR é ativada 

após pareamento entre fluoronucleotídeos com a guanina. Ainda, caso sejam 

formadas simultaneamente múltiplas lesões no DNA, podem ocorrer falhas durante o 

reparo por essas vias; resultando em SSBs e DSBs. Uma pequena parcela das SSBs 

poderia ser reparada por NER; enquanto HR estaria envolvida na resposta 

compensatória aos danos por DSBs (Fischer et al., 2007; Matuo et al., 2010) (Figura 

2.4). 
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Figura 2.4 – Esquema ilustrativo das vias de reparo do DNA nos danos gerados pelo 5FU 

 

 

 
Fonte: A autora (criado com BioRender.com). Adaptado das informações dos artigos: Fischer et al. 
(2007) e Matuo et al. (2010). 
 

  

Apesar de não termos encontrados na literatura trabalhos com linhagem de 

queratinócitos normais sobre o efeito do 5FU nessas moléculas, sabemos que as 

EROs, além de induzirem a formação de 8-oxo-dG, participam diretamente do dano 

ao DNA induzido pelo 5FU.  

Um estudo avaliou a expressão de 8-oxo-dG e de 8-oxo7,8-di-hidro-guanosina 

(8-oxoGuo), pela excreção urinária de 106 pacientes com câncer colorretal após 

terapia de combinação de 5FU e oxaliplatina (FOLFOX). A análise mostrou que a 

quimioterapia aumentou a excreção de 8-oxoGuo e 8-oxo-dG; concluindo que o 

tratamento com FOLFOX induz estresse oxidativo através do aumento de EROs (Afzal 

et al., 2012).  

Um estudo realizado com linhagem celular de medula óssea (HS-5), ao explorar 

o efeito protetor antioxidante do polissacarídeo Angelica sinensis (ASP), avaliou o 

dano oxidativo causado por 5FU. Doses supressoras de tumor com o 5FU inibiram o 
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crescimento de HS-5 de maneira dose-dependente e tempo-dependente. Neste 

ensaio de proliferação celular, foram avaliadas duas outras diferentes linhagens 

celulares, de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) e de carcinoma colorretal 

(HCT-116) observando que o efeito supressor de diferentes concentrações de 5FU 

(12,5 a 100 µg/mL) em células tumorais foi dose-dependente e tempo-dependente. 

Além disso, 5FU induziu apoptose de HS-5 e acumulou marcas celulares de 

senescência, incluindo parada do ciclo celular e coloração positiva de β-galactosidase 

associada à senescência. As EROs aumentaram em células HS-5 tratadas com 5FU, 

ao mesmo tempo que as enzimas antioxidantes superóxido dismutase e glutationa 

peroxidase diminuíram. O estresse oxidativo iniciou o dano ao DNA indicado pelo 

aumento de y-H2AX e 8-oxo-dG (Xiao et al., 2017).  

Como a via de reparo do DNA é um sistema de sinalização complexo e 

intrincado, embora pareça improvável que o reparo por excisão de nucleotídeos (NER) 

participe da resposta ao 5FU, devido a sua preferência por adutos de DNA volumosos, 

há indícios de que essa via reconhece e excisa lesões de base mais sutis, como 

exemplo a 8-oxo-dG (Reardon et al., 1997).  

O aumento da expressão da ERCC1 poderia reparar de forma eficaz e imediata 

as lesões de DNA induzidas por quimioterapia ou radioterapia (Hasegawa et al., 2018). 

Alguns trabalhos na literatura encontraram aumento na ativação de ERCC1 após 

exposição ao 5FU. Um estudo encontrou altos níveis na expressão gênica de ERCC1 

e p53 após tratamento com 5FU/cisplatina em pacientes com carcinoma de cabeça e 

pescoço (Hasegawa et al., 2018). Outro estudo realizado em um modelo de cultura 

primária com células de câncer gástrico encontrou diminuição significativa nos valores 

de concentração inibitória de 50% (IC50) após tratamento com 5FU; além de aumento 

nas expressões XRCC1 e ERCC1 após a quimioterapia 5FU/leucovorin (FOLFOX) 

(Wongsirisin et al., 2018). Liu et al. (2018) também demonstraram que a expressão de 

ERCC1 pode ser regulada positivamente e, posteriormente, afetar a citotoxicidade em 

células de câncer gástrico (linhagem AGS) tratadas com 5FU.  

Um estudo avaliou o efeito do 5FU em quatro diferentes tipos de linhagens 

celulares de adenocarcinoma endometrioide, correlacionando a histona H2AX 

fosforilada (y-H2AX) com a fase do ciclo celular, a indução de apoptose e a indução 

de senescência celular, essa última detectada pela análise de ß-galactosidase. O 

tratamento com 5FU levou à fosforilação de H2AX preferencialmente em células na 

fase S, bem como levou a expressão da p53 de forma variada entre as linhagens 
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celulares analisadas (Ikeda et al., 2010).  

Outro estudo, realizado com linhagens de câncer colorretal demonstrou que o 

5FU, em combinação com outros quimioterápicos, causou danos ao DNA mais 

sustentados em comparação com as drogas isoladas, principalmente o acúmulo 

persistente de y-H2AX. O 5FU reduziu o reparo das DSBs através da supressão 

transitória do reparo de recombinação homóloga (HR). Os autores concluíram ser 

possível que o 5FU exerça efeitos citotóxicos e interfira no reparo do DNA por diversas 

vias, seja sozinho ou em combinação com terapias adicionais (Srinivas et al., 2015). 

Adamsen et al. (2011) analisaram sinalizações de danos no DNA em três 

linhagens de células de câncer colorretal após exposição ao 5FU. Os autores 

relataram que a ativação da ATM, proteína-quinase do ponto de checagem 1 (Chk1, 

do inglês checkpoint kinase 1) e/ou Chk2 refletiram na ativação de diferentes vias e 

na formação de SSBs e/ou DSBs; o dano no DNA dependeu ainda da dose e do tipo 

de linhagem celular. 

O estudo de Ju et al. (2007) encontrou níveis significativamente aumentados 

na expressão de p53, com expressão máxima em 24h após tratamento com 5FU em 

células de câncer de cólon humano (RKO). Os autores sugerem que os mecanismos 

regulatórios que controlam a expressão de p53 em resposta ao estresse celular sejam 

complexos e dependentes do tipo de agente genotóxico. 

 

  

2.4 Fotobiomodulação: estresse oxidativo, danos na estrutura do DNA e 

resposta ao dano no DNA (DDR) 

 

 

A terapia a laser ou terapia a laser de baixa intensidade (LLLT, do inglês Low-

Level Laser Therapy) tem sido amplamente utilizada há mais de 50 anos (Ginani et 

al., 2015). Inicialmente, diversos termos relacionados ao efeito de estimulação de 

lasers de baixa intensidade, como “fotobioativação” e “bioestimulação”, foram 

utilizados para descrever essa ferramenta de tratamento (King, 1989; Wu et al., 2012). 

Posteriormente, foram descritos também efeitos inibitórios e deletérios aos tecidos 

associados a fototerapia, como inflamação ou dor, sendo estabelecido o termo 

“fotobiomodulação” (FBM) (Anders et al., 2015). Atualmente, a FBM inclui diversas 

fontes de luz não ionizantes, como lasers, diodos emissores de luz (LEDs, do inglês 
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light-emitting diode), luz de espectro visível como a luz vermelha, e o infravermelho 

(Schindl et al., 2000). 

Na FBM, para que a aplicação da luz tenha efeito sobre um sistema biológico, 

deve ocorrer a absorção da energia dos fótons pelos cromóforos endógenos, como a 

citocromo c oxidase, chamados de fotorreceptores (Bjordal et al., 2001; Hawkins et 

al., 2005). A energia absorvida pelo fóton pode ser transferida para outra molécula, 

podendo então levar a uma conversão fotoquímica, sem que haja alteração da 

temperatura no tecido circundante (Mochizuki-Oda et al., 2002; Brondon et al., 2005). 

Após o fóton retomar o seu estado fundamental, a energia é liberada e, 

consequentemente, ocorrem modificações nas reações bioquímicas celulares, tais 

como aumento do metabolismo energético (Karu, 1999; de Freitas; Hamblin, 2016). 

Dependendo dos parâmetros utilizados na radiação laser, as respostas 

fotofísicas, fotoquímicas e os impactos fotobiológicos nos tecidos são diferentes 

(Hawkins; Abrahamse, 2006).  

As mitocôndrias são consideradas um dos componentes celulares mais 

sensíveis à luz visível e infravermelho próximo (Karu, 1999; Karu et al., 2001). A 

sensibilização pela luz pode resultar em estimulação da produção de energia em 

forma de adenosina trifosfato (ATP), aumento da síntese de DNA, modulação de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), óxido nítrico e a indução de fatores de 

transcrição (Hamblin; Demidova, 2006). 

Na FBM, os resultados relacionados à modulação de EROs permanecem 

conflitantes. Aparentemente, o benefício ou malefício da produção das EROs 

dependem da ativação dos agentes antioxidantes e do estado redox celular. Em 

células normais, o efeito da FBM induz ao aumento do potencial de membrana 

mitocondrial desencadeando baixas produções de EROs (Hamblin, 2017).  Sabe-se 

que tecidos ou células injuriadas apresentam maior sensibilidade à FBM, 

principalmente porque a citocromo c oxidase torna-se mais fotossensível, absorvendo 

mais fótons (Tafur; Mills, 2008). Portanto, nas células nas quais o potencial de 

membrana encontra-se diminuído, há uma tendência que a FBM aumente o potencial 

de membrana mitocondrial a níveis normais, reduzindo os níveis de EROs; isso ocorre 

principalmente quando a FBM é realizada em baixas doses (Hamblim, 2017). Quando 

mantido o equilíbrio redox, haverá também a manutenção do funcionamento normal 

das enzimas antioxidantes; a ação eficiente dessas enzimas pode ativar vias de 
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sinalização, resultando em efeitos benéficos para as células e os tecidos (Huang et 

al., 2011; de Freitas; Hamblin, 2016).  

De maneira geral, as células em estado Nox reduzido podem ter elevados 

índices de resposta após a FBM, enquanto células em equilíbrio redox podem 

apresentar baixos índices de resposta ou não responderem ao tratamento com a 

radiação laser (Hamblin; Demidova, 2006; de Freitas; Hamblin, 2016; Hamblin, 2017).  

Alguns estudos realizados em animais demonstraram menor quantidade de 

MDA após a FBM. Esses estudos foram realizados com diferentes tecidos e injúrias, 

parâmetros de irradiação distintos, além de terem avaliado a redução de MDA após 

períodos maiores do que cinco dias de FBM (Tatmatsu-Rocha et al., 2016; Guaraldo 

et al., 2016; Ribeiro et al., 2016). Em estudo realizado em pele de ratos diabéticos 

com feridas induzidas e FBM por 5 dias consecutivos (904nm, 40mW, 60s, 2.3J, 

18.2J/cm2), observou-se 24h após a última irradiação níveis diminuídos de 

peroxidação lipídica em relação aos ratos diabéticos não irradiados (Tatmatsu-Rocha 

et al., 2016). Outro estudo realizado em tecido muscular de ratos idosos submetidos 

ou não a 6 semanas de exercícios aeróbicos e FBM (808nm, 100mW, 4J, 144 J/cm2), 

encontrou-se diminuição de MDA nos grupos irradiados em relação aos não 

irradiados. Também foram avaliadas as atividades de CAT, SOD e GPx com aumento 

dos seus níveis nos grupos que receberam irradiação (Guaraldo et al., 2016). Ribeiro 

et al. (2016) avaliou o efeito da FBM (660nm e 780nm, 10J/cm², 40mW, 3.2J) em 

músculo de ratos lesionados encontrando diminuição na peroxidação lipídica avaliada 

após um dia da FBM com 660nm prévia à lesão e após sete dias em ambos 

comprimentos de onda. A atividade da CAT diminuiu quando avaliada após um e sete 

dias com FBM; enquanto SOD e GPx aumentaram após sete dias nos grupos 

submetidos à irradiação com 780nm (Ribeiro et al., 2016).   

Yadav et al. (2020) investigaram os níveis de estresse nitro-oxidativo, o status 

de antioxidantes endógenos e a homeostase redox em pele de ratos com queimadura 

induzida e posteriormente submetidos à irradiação com laser superpulsado desfocado 

(904nm, 0.4 mW/cm2, 0.2 J/cm2, 100 Hz, 200 ns) durante 10 minutos diários por sete 

dias. A FBM diminuiu significativamente os níveis de EROs, óxido nítrico e 

peroxidação lipídica em comparação ao controle não irradiado. Os resultados foram 

evidenciados pelos níveis de antioxidantes endógenos significativamente aumentados 

de SOD, CAT, GPx, GST, glutationa reduzida e tiol (T-SH, Np- SH, P-SH), auxiliando 

na redução do estresse oxidativo e na manutenção da homeostase redox, podendo 
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levar ao aumento da cicatrização de queimaduras.  

Outro estudo conduzido por Diniz et al. (2020) sugeriram que a FBM (660nm, 

60mW, 0.33J, 2.14W/cm2, 11.7J/cm2 e 6s) pode potencializar os efeitos da cisplatina, 

levando ao aumento da citotoxicidade dessa droga em linhagens de carcinoma 

epidermoide de boca e queratinócitos cutâneos. Os autores detectaram níveis 

aumentados de apoptose nas células de carcinoma epidermoide tratadas com 

cisplatina associada à FBM; essas células apresentaram menor produção de ATP, 

sugerindo que a redução de ATP seria a responsável pela fragmentação mitocondrial 

e consequente apoptose. No entanto, a cisplatina associada a FBM não foi capaz de 

aumentar significativamente os níveis de EROs quando comparada ao grupo controle 

exposto somente a cisplatina. Os autores justificaram o resultado devido ao tipo de 

ensaio utilizado no estudo (di-hidrodamina 123 - Sigma-Aldrich) ser restrito à 

quantificação dos níveis de peróxido de hidrogênio (H2O2), e que portanto, estudos 

complementares sobre o efeito sinérgico da cisplatina e FBM devam ser conduzidos 

para avaliar outras moléculas de EROs, além de outras condições de cultura de 

células.  

Em outro estudo realizado com linhagem de queratinócitos humanos (HaCaT) 

expostos ao 5FU foi encontrado redução dos níveis de EROs e redução na expressão 

da enzima antioxidante superóxido dismutase 2 (SOD2, também conhecida como 

MnSOD), após FBM realizada em combinação com três diferentes comprimentos de 

onda (660nm, 808nm e 970nm, densidade de energia total de 15J/cm2). Para isso, as 

células foram tratadas por 18h com o quimioterápico, o que induziu a produção de 

EROs e SOD2, seguidas de irradiação utilizando os comprimentos de onda de laser 

combinados. A produção de EROs foi medida 30min após a FBM com sondas (2',7'-

diclorodihidrofluoresceína diacetato) geneticamente codificadas, explorando proteínas 

fluorescentes sensíveis a oxidação. Os autores sugeriram que protocolos de 

irradiação com múltiplos comprimentos de onda devam ser considerados, afim de 

atingir tecidos em diferentes profundidades, além de explorar diferentes 

características de comprimentos de onda únicos (Rupel et al., 2018). 

O efeito da FBM sobre a estrutura do DNA ainda é pouco conhecido. No quadro 

2.1 estão descritos alguns dos principais estudos que avaliaram o efeito FBM sobre o 

DNA. A literatura contém ampla gama de tipos de estudos, envolvendo células e 

tecidos tanto normais, quanto expostos a algum agente agressor, incluindo radiação 

ionizante, radiação ultravioleta, queimaduras e indução de diabetes. Os resultados 
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são diversos, podendo estar relacionados a disparidades no desenho do estudo, 

incluindo o uso de diferentes lasers e variações nos parâmetros de FBM (Mussttaf et 

al., 2019). Mas, em geral os estudos demonstram certa tendência de o laser acarretar 

redução de danos no DNA, bem como acionar DDR. 

 

 

Quadro 2.1 – Descrição de estudos nos quais foram utilizados a fotobiomodulação e analisados o dano 
no DNA 

 
Tipo de material Dosimetria Expressão de genes/proteínas/função após a 

fotobiomodulação 
 

Referência 

Aumento Diminuição 

Cultura de 
linfócitos B 
humanos normais 

Laser de He-Ne 
(633nm, 100mW, 
27W/m2, 1kJ/cm2), 

sessão única; 
seguida de 
irradiação UV doses 
variando de ~ 0,5 a 
2,7 kJ/m2 = 0,05 a 0, 
27J/cm2 

Nada descrito  Fragmentação 
de DNA (ensaio 
cometa) depois 
de 1h após a 
FBM 

Dube et al. 
(2001) 

Cultura de células 
de fibroblastos 
normais 

LED (628nm, 15mW, 
0,88J/cm2), 
irradiadas por 3 dias 
consecutivos  

 Selenoproteína W – 
antioxidante 

 ATX1 - antioxidante 

 Proteína ligante JAK – 
sobrevivência celular 

 NUDT1 – prevenção da 
incorporação de 
8oxodGTP 

 APRT – reparo do DNA 
quando há exposição a 
agentes alquilantes 

 HSP70 – 
apoptose 

 Caspase 6 - 
apoptose 

Zhang et al. 
(2003) 

Cultura de 
fibroblastos 
cutâneos 
humanos normais 
e com ferida 
induzida 

Laser He-Ne 
(632.8nm, 3mW/cm2, 
spot 3.3cm) dose 
única de 0,5, 2,5, 5, 
10 e 16J/cm2, 2 dias 

 Atividade mitocondrial 
celular (ATP) após FBM 
com 2,5 e 
5J/cm2(fibroblastos 
normais e com ferida) e 
0,5J/cm2 (normais) 

 Fragmentação do DNA 
(ensaio cometa) após 
FBM com 10 e 16J/cm2 

(normais e com ferida) 
 

 Atividade 
mitocondrial 
celular (ATP) 
após FBM com 10 
e 16J/cm2 

(fibroblastos 
normais e com 
ferida) e 0,5J/cm2 

(com ferida) 

 Fragmentação do 
DNA (ensaio 
cometa) após 
FBM com 5J/cm2 
(com ferida) 

Hawkins e 
Abrahamse 
(2006) 

Cultura de 
fibroblastos 
cutâneos 
humanos normais 
simulando ferida 
diabética 

Laser He-Ne 
(632.8nm, 3mW/cm2, 
spot 3.3cm) dose 
única 5 e 16J/cm2, 
uma vez por dia nos 
dias 1 e 4 

 Fragmentação do DNA 
(ensaio cometa) após 
FBM com 16J/cm2  

 

 OBS.: sem modificação 
na fragmentação do 
DNA (ensaio cometa) 
com 5J/cm2  

Nada descrito Houreld e 
Abrahamse 
(2007) 

Cultura de 
fibroblastos 
cutâneos 
humanos normais 
com ferida 
induzida 

Laser de diodo 
(636nm, 100mW, 5 
ou 16J/cm2), duas 
sessões, 30min e 
72h após o 
ferimento; incubadas 
1 e 24h após a 
segunda FBM 

 Fragmentação do DNA 
(ensaio cometa) após 
1 e 24h da FBM com 
16J/cm2  

 Fragmentação 
do DNA (ensaio 
cometa) após 1 
e 24h da FBM 
com 5J/cm2  

Mbene et al. 
(2009) 

Pele (região dos 
rins) de ratos 
diabéticos  

LED (670nm, 
35mW/cm2, 
10.5J/cm2), sessão 

 Uremia, creatinina 
sérica – função renal 

 Catalase - antioxidante 

 8-oxo-dG – dano 
no DNA por 
oxidação 

Lim et al. 
(2010) 
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diária, durante 98 
dias (70 sessões) 

 COX – antioxidante 

 Atividade da bomba de 
sódio e potássio – 
energia (ATP) 
 

 
OBS.: sem modificação 
nos níveis de glutationa 
peroxidase, glutationa 
redutase, glutationa 
reduzida, glutationa S-
transferase e superóxido 
dismutase (SOD) 

Pele íntegra e 
músculo estriado 
esquelético 
normal de ratos 

Laser de AlGaAs 
(830nm, 1, 5 e 
10J/cm2), sessão 
única 

 APE1 (5J/cm2 no 
músculo e na pele 
após 24 h) – excisão 
de base 

 APE1 (1, 5 e 10J/cm2 
no músculo após 1h) 

 OGG1 (10J/cm2 no 
músculo após 1h e 
5J/cm2 após 24h) - 
excisão de base 

 APE1 (1, 5 e 
10J/cm2 na pele 
após 1h; 1 e 
10J/cm2 na pele 
após 24 h) 

 OGG1 (1J/cm2 

na pele após 1h 
e 24h) 

 

de Souza da 
Fonseca et 
al. (2013) 

Cultura de 
queratinócitos 
orais humanos 
normais 
imortalizados 

Laser de diodo 
(660nm, 40mW, 
1mW/cm2, 4J/cm2 e 
20J/cm2), três 
sessões (0, 6 h e  
12 h) 

 EROs (4J/cm2) – 
estresse oxidativo 
 
 

OBS: 20J/cm2 não foi analisado 
quanto aos marcadores de dano 
no DNA 

 EROs (20J/cm2) 

 -H2AX (4J/cm2) 
– resposta a 
quebras de fita 
dupla de DNA 

 pBRCA1 
(4J/cm2) – 
ativação de 
proteínas 
“checkpoint” 

Dillenburg et 
al. (2014) 

Cultura de 
fibroblastos de 
camundongos 
embrionários 

 

Laser He-Ne 
(632.8nm, 10mW, 
12.74 mW/cm2, 
1J/cm2), sessão 
única; radiação UVB 
prévia (0 a 10 
mJ/cm2, duas 
tensões por dia, 3 
dias  

 via ERK/FOXM1 (até 
2h após FBM) – 
controle do ciclo 
celular 

 p21 (12, 24 e 
36h após FBM) 
– controle do 
ciclo celular  

 Atividade da β-
galactosidase) 
(12 e 24h após 
FBM) – 
marcador de 
senescência 
celular  

Ling et al. 
(2014) 

Pele de ratos com 
queimadura 
induzida  

Laser (660nm, 
100mW, 20J/cm2), 
sessões únicas 
diárias durante 5 
dias 

 OGG1 – excisão de 
base 
 

 APE1 - excisão 
de base 

 XPC – 
reconhecimento 
de nucleotídeos 
danificados 

Trajano et al. 
(2014) 

Cultura de 
fibroblastos 
normais e de 
células de câncer 
de mama 
humanos 

Laser diodo (660nm, 
40mW, 30, 90 e 
150J/cm2); 
irradiação ionizante 
prévia (2,5 e 10Gy) 
sessão única 

 Senescência (10Gy e 
90J/cm2 em células de 
câncer de mama 4 
dias após a FBM) 

 Senescência 
(10Gy e 90J/cm2 
em fibroblastos 
4 dias após a 
FBM) 

 

Ramos Silva 
et al. (2016) 

Cultura de 
mioblastos 
murinos normais 
em concentrações 
normais e baixas 
de soro fetal 
bovino (SFB 10% 
e 2%) 

Laser (808nm, 
100mW, 10J/cm2, 
35J/cm2, 70J/cm2), 
sessão única 

 APE1 (35 e 70J/cm2 

SFB 2%; todas 
fluências SFB 10%) – 
excisão de base  

 OGG1 (10J/cm2 SFB 
2%; 10 e 70J/cm2 SFB 
10%) – excisão de 
base 

 ERCC1 (em todas as 
fluências SFB 2 e 
10%) – excisão de 
nucleotídeo 

 ATM (35J/cm2 SFB 
2%; 35 e 70J/cm2 SFB 
10%) – ativação de 
proteínas “checkpoint” 

 p53 (35J/cm2 SFB 2 e 
10%) – regulação do 
ciclo celular e revisão 
do DNA 

Nada descrito Trajano et al. 
(2016) 

Pele íntegra e 
músculo estriado 

Laser diodo (660nm 
e 808nm, 100mW, 

 ERCC1 (todas as 
fluências em 808nm 

 ERCC1 (todas 
as fluências em 
808nm na pele) 

Sergio et al. 
(2016) 
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esquelético 
normal de ratos 

 
 

25, 50 e 100J/cm2), 
sessão única 

no músculo) – excisão 
de nucleotídeo 

 ERCC2 (50J/cm2 em 
660 e 808nm no 
músculo) - excisão de 
nucleotídeo 

 ERCC2 (25 e 
50J/cm2 em 
660nm na pele e 
em todas as 
fluências em 
808nm) 

Pele íntegra e 
tecido muscular 
esquelético 
normal de ratos 

Laser AlGalnP 
660nm e GaAlAs 
808nm (100mW, 

25, 50 e 
100 J/cm2), sessão 
única 

 ATM após FBM no 
músculo estriado 
esquelético normal de 
ratos (660nm, 25 J/cm2 
e 808nm, 50 e 100 
J/cm2) – ativação de 
proteínas “checkpoint” 
 

OBS.: Expressão de TP53 não 
alterou após FBM em pele 
íntegra e tecido muscular 
esquelético normal de ratos 

Nada descrito Guedes de 
Almeida et 
al. (2017) 

Cultura primária 
de fibroblastos 
gengivais 
expostos ao 5FU 
(150µM) 

Laser diodo (660nm, 
100mW, 1W/cm2, 
6,6, 11,1 ou 
22,2J/cm2), duas 
sessões de FBM (0 e 
4h) 

 Fragmentação de DNA 
(ensaio cometa) 24h 
após FBM 11,1 e 
22,2J/cm2 

 

 Fragmentação 
de DNA (ensaio 
cometa) 24h 
após FBM 
6,6J/cm2  

 y-H2AX (em 
todas fluências) 
24h após FBM –  
resposta a 
quebras de fita 
dupla de DNA  

 p53 (em todas 
fluências) 24h 
após FBM –  
regulação do 
ciclo celular e 
revisão do DNA 

 MDA 24h após 
FBM 6,6 e 
22,2J/cm2 – 
peroxidação 
lipídica 

Rosin et al. 
(2022) 

Tecido cardíaco 
com modelo 
experimental de 
lesão pulmonar de 
ratos 

Laser AsGaAl 
(808nm, 100mW 
spot 0,028cm2, 10 e 
20J/cm2), sessão 
única 

 OGG1 e ATM após 
FBM com 20J/cm2 – 
excisão de base e 
ativação de proteínas 
“checkpoint” 

 
OBS.: Expressão de APE1 e p53 
não apresentaram alterações 
significativas após FBM  

Nada descrito Trajano et al. 
(2022) 

Foram incluídos estudos em animais e in vitro que analisaram dano no DNA, publicados no período 2001 a 2022. Outros artigos 
e abordagens podem ser encontrados na excelente revisão de Trajano et al. (2018). 

 
Fonte: A autora.  
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Um estudo avaliou o efeito da FBM (660nm, 40mW, 1mW/cm2), nas densidades 

de energia de 4 e 20J/cm2, sobre uma linhagem de queratinócitos orais humanos. As 

células submetidas a FBM com laser de baixa potência com 4J/cm2 exibiram níveis 

mais elevados de EROs em comparação com as células tratadas com 20J/cm2. O 

aumento de EROs observado nas células irradiadas com 4J/cm2, contudo, não induziu 

fragmentação de DNA (avaliada pelo ensaio de cometa). A irradiação com a 

densidade de energia menor não induziu também quebras de fita dupla de DNA, 

avaliado pela expressão de y-H2AX, nem ativação da proteína BRCA1, que está 

associada com o reparo de DNA (Dillenburg et al., 2014). 

Outro estudo avaliou o efeito da irradiação com laser de He-Ne (633nm) em 

cultura de linfócitos B humanos tratados com radiação ultravioleta A (UVA). A FBM 

diminuiu a quantidade de danos no DNA induzidos pela radiação com UVA 

(detectados pelo ensaio cometa); contudo, esse efeito foi dose-dependente, já que em 

densidades de energia acima de 1kJ/cm2 esse efeito protetor não foi mais observado 

(Dube et al., 2001). Ling et al. (2014) em estudo também realizado com radiação 

ultravioleta detectou diminuição das características de células senescentes 24h após 

FBM (632,8nm, 10mW, 1,0J/cm2) em fibroblastos embrionários de camundongos 

expostos à radiação ultravioleta B (UVB). 

Alguns trabalhos têm avaliado a ativação de vias de reparo de DNA após a 

FBM. Um estudo avaliou a participação de fatores associados a BER e NER em ratos 

nos quais foram induzidas queimaduras de pele tratadas posteriormente com 

irradiação com laser (660nm, 20J/cm2, 100mW). A FBM reduziu a expressão de 

mRNA de APE1 e XPC, e aumentou a expressão de OGG1, sugerindo que o reparo 

de DNA após a FBM ocorre principalmente pelo mecanismo de excisão de bases, em 

uma via de reparo dependente de OGG1 (Trajano et al., 2014). Na mesma linha de 

pesquisa, um estudo in vitro com mioblastos mostrou que a FBM com comprimento 

de onda de 808nm infravermelho altera a expressão de genes relacionados as vias 

de reparo NER e BER. A FBM aumentou os níveis de mRNA de genes relacionados 

a via de excisão de bases (OGG1), reparo por excisão de nucleotídeos (ERCC1), bem 

como aumentou a expressão de ATM e p53 (Trajano et al., 2016). Outro estudo 

demonstrou aumento de OGG1 no tecido cardíaco com modelo experimental de lesão 

pulmonar de ratos após irradiação única, sugerindo que a FBM (808nm, 100mW, 10 

e 20J/cm2) poderia modular o reparo de danos oxidativos através da via BER. O 

processo de reparo após FBM mostrou melhor efeito na dose de 20J/cm2 quando 
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comparado a 10J/cm2 (Trajano et al., 2022). 

Guedes de Almeida et al. (2017) observaram tendência de aumento da ATM 

após FBM em pele íntegra (660nm e 808nm, 100mW, 100J/cm2) e aumento 

significativo no músculo estriado esquelético normal de ratos (660nm, 25 J/cm2 e 

808nm, 50 e 100 J/cm2). Segundo os autores os efeitos da FBM na expressão da 

ATM, poderiam ser explicados pelos diferentes comprimentos de onda aplicados, 

assim como diferentes tecidos o que levaria a variações na absorção da irradiação e, 

consequentemente, na dose absorvida. 

A densidade de energia utilizada na FBM é determinante para o efeito sobre o 

DNA, já que fluências mais altas de FBM podem induzir danos no DNA (Hawkins; 

Abrahamse, 2006; Houreld; Abrahamse, 2007; Mnebe et al., 2009). Estudos 

demonstraram através do ensaio cometa que a FBM (632.8nm, 3mW/cm2) com 

fluências superiores a 10J/cm2 danificou o DNA, enquanto densidades de energia 

inferiores a 5J/cm2 não causaram danos adicionais em células de fibroblastos de pele 

humana simulando ferida e em modelo diabético ferido, respectivamente (Hawkins; 

Abrahamse, 2006; Houreld; Abrahamse, 2007). Outro estudo com fibroblastos 

humanos mostrou que a irradiação das células com laser de 636nm (100mW, 

11mW/cm2) utilizando densidades de energia acima de 10J/cm2 provocou danos no 

DNA; contudo, houve uma redução significativa da taxa de dano 24 horas após a 

irradiação, sugerindo que os danos podem ser reversíveis, com acionamento de 

reparo de excisão de bases (Mbene et al., 2009). 

Recentemente, nosso grupo publicou (Rosin et al., 2022) um estudo no qual 

investigou o efeito do FBM no dano e reparo do DNA e no estresse oxidativo em 

fibroblastos gengivais expostos ao 5FU. Para isso, fibroblastos gengivais primários 

foram previamente expostos ao 5FU (150µM) e 24h após a incubação com o 

quimioterápico, foram tratados com laser (660nm, 100mW, 1W/cm2) por três tempos 

de irradiação diferentes (6, 10 ou 20 s; 6,6J/cm2, 11,1J/cm2 ou 22,2J/cm2) e duas 

sessões de irradiações intervaladas por 4 horas. Ficou demonstrado que a FBM 

poderia minimizar os danos ao DNA em fibroblastos gengivais expostos ao 5FU 

dependendo da densidade de energia aplicada; esse efeito ocorreu principalmente 

com tempo de exposição de 6s. Essa proteção envolveu a ativação do reparo do DNA 

e a redução do estresse oxidativo.  

Além do nosso estudo (Rosin et al., 2022), não há outros que descrevam os 

efeitos da FBM sobre o dano e o reparo no DNA de células normais expostas aos 
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quimioterápicos ou a outros agentes genotóxicos. Nesse trabalho anterior, nosso 

grupo avaliou a expressão de superóxido dismutase (SOD) e do malonaldeído (MDA) 

em fibroblastos gengivais normais; além disso, apenas duas proteínas que participam 

da DDR (y-H2AX e p53) foram analisadas. No presente estudo, a avaliação do 

estresse oxidativo, do dano no DNA e da DDR foi ampliada, envolvendo agora 

queratinócitos cutâneos. Essa continuidade do estudo possibilitará maior abrangência 

na discussão do efeito da FBM sobre o dano no DNA e a DDR, permitindo a 

comparação entre dois tipos celulares diferentes, considerando-se os mesmos 

parâmetros de FBM. Além disso, a inclusão de três tempos de irradiação diferentes, 

os quais, por exemplos, têm sido comumente utilizados para prevenção e tratamento 

de mucosite oral (Migliorati et al., 2013; He et al., 2018), dará suporte para discussões 

acerca dos parâmetros seguros de FBM nesses contextos de instabilidade genômica, 

abordagens ainda pouco exploradas na área de FBM (Trajano et al., 2016). 

 

 

2.5 Hipótese 

 

 

Nossa hipótese é de que a exposição ao agente quimioterápico 5FU induza 

danos no DNA; e que a FBM reduza a quantidade de danos ao material genético e 

module a expressão dessas proteínas, reduzindo o efeito genotóxico do 5FU em 

queratinócitos normais. Esse efeito será dependente do tempo de irradiação utilizado. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 

Verificar se a FBM acarreta redução do estresse oxidativo e do dano no DNA e 

aumento da expressão de proteínas relacionadas a DDR em queratinócitos cutâneos 

expostos ao 5FU. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

 Verificar se a FBM, com três diferentes tempos de irradiação, modifica a 

expressão de EROs, bases oxidadas (8-oxo-dG), proteínas antioxidantes SOD e CAT 

e peroxidação lipídica em queratinócitos expostos ao 5FU. 

 Verificar o efeito da FBM (sob os mesmos parâmetros de energia 

anteriores) sobre a fragmentação do DNA (ensaio cometa) e a expressão de proteínas 

relacionadas à DDR (OGG1, ERCC1, ATM, y-H2AX e p53) nessas células. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Aspectos éticos 

 

 

A metodologia a seguir foi aprovada previamente pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo (nº 3.311.752) 

(Anexo A).  

 

 

4.2 Grupos experimentais 

 

 

Foram estabelecidos os seguintes grupos experimentais: 

a) Grupo controle – células HaCaT tratadas com solvente DMSO nas mesmas 

concentrações utilizadas para diluir o 5FU. 

b) Grupo 5FU: células HaCaT tratadas com 5FU. 

c) Grupos 5FU irradiados – células HaCaT tratadas com 5FU e posteriormente 

submetidas a FBM; esse grupo foi subdividido conforme os tempos de irradiação: 

Grupo 6s – 6 segundos de irradiação; Grupo 10s – 10 segundos de irradiação; e Grupo 

20s – 20 segundos de irradiação. 

 

 

4.3 Cultivo celular 

 

 

Para todo o experimento do presente trabalho foi utilizado a linhagem comercial 

de queratinócitos cutâneos humanos imortalizados HaCaT (Human Keratinocyte cell 

line HaCaT, CLS Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Germany; Boukamp et al., 

1988). As células foram acondicionadas em criotubos e mantidas no nitrogênio líquido 

até sua utilização. O descongelamento foi realizado em banho-maria a 37°C; após 

esse procedimento, as células foram transferidas para frascos de cultivo celular 

contendo meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, do inglês Dulbecco′s modified 
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Eagle′s) (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), suplementado com 10% 

de soro fetal bovino (Gibco – Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1% de 

antibiótico/antimicótico (Gibco – Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), e 1% de L-Glutamina. 

Os frascos de cultivo foram mantidos a 37°C em atmosfera úmida contendo 5% de 

dióxido de carbono (CO2). A manipulação das células ocorreu em fluxo laminar e seu 

crescimento foi analisado a cada dois dias em microscópio invertido com contraste de 

fase (Axio Vert®, Carl Zeiss, Oberköchen, Alemanha). O meio de cultivo foi trocado 

conforme o metabolismo celular (em média a cada dois dias).  Para cada ensaio foi 

padronizado um número de células de acordo com a área da placa utilizada (Tabela 

4.1). 

 

 

Tabela 4.1 – Número de células plaqueadas por poço de acordo com a área da placa e tipo de ensaio 
realizado 

 

Tipo de placa Número de 
células/poço 

Ensaios laboratoriais 

Placa 96 poços 1 x 104 MTS, EROs 
 

Placa 12 poços 7 x 104 Senescência 
 

Placa 100mm 1 x 106 SOD, CAT, MDA; 
Cometa;  
Ensaios Elisa (y-H2AX, p53 e ERCC1);  
Extração de DNA (8-oxo-dG);  
Extração de RNA (RT-qPCR ATM e OGG1) 

 

 

Fonte: A autora.  

 

 

4.4 Exposição ao 5FU 

 

 

Foi realizada a padronização da concentração de 5FU para se atingir uma 

dose letal entre 30% e 50%. Os resultados dessa padronização encontram-se no 

Apêndice A. A concentração selecionada foi de 200µM. A exposição ao 5FU consistiu 

inicialmente no cultivo de células HaCaT conforme descrito no item 4.3 (Cultivo 

celular); 24h após o plaqueamento, as células foram expostas ao 5FU veiculado com 

DMSO, por 24h em incubadora de CO2 a 37°C. Após esse período, o meio de cultivo 
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foi trocado por meio de cultura sem quimioterápico, e as células foram cultivadas por 

mais 24 horas, estando prontas para os demais ensaios laboratoriais.  

 

 

4.5 Fotobiomodulação 

 

 

Após 24h de exposição ao 5FU, as células HaCaT foram expostas a FBM (laser 

de diodo, 660nm±10nm, 100mW±20%, tamanho do spot de 0,09cm², 1,1W/cm2), com 

três tempos de irradiação: 6s (6,6J/cm², 0,6J), 10s (11,1J/cm², 1J) e 20s (22,2J/cm², 

2J). A densidade de energia de 6,6J/cm2 está na faixa recomendada para o tratamento 

de mucosite oral (Zecha et al., 2016). As demais estão acima dessa faixa, mas estão 

compatíveis com vários estudos envolvendo a análise da FBM e o dano no DNA, 

descritos no Quadro 2.1, sendo passíveis de comparações com a literatura. 

A irradiação foi feita na parte inferior da placa de cultivo (placa de 12 poços, 

placa de 100mm), a qual recebeu um adesivo preto contendo orifícios de diâmetro 

idêntico ao do spot do aparelho, para evitar que houvesse sobreposição de luz. 

Também foram utilizadas placas de 96 poços de cor preta com fundo transparente. 

Esse método foi adaptado de estudos anteriores (Sperandio, 2012; Rosin, 2015; 

Carvalho, 2018). A potência do equipamento foi verificada (Laser Check; MMO 

OPTICS) antes e após todas irradiações. Todo o procedimento foi feito em fluxo 

laminar, com ambiente desprovido de luz, mantendo-se todos os grupos sob as 

mesmas condições experimentais. As células foram expostas a duas sessões de 

FBM, com intervalo de 4h entre elas (Carvalho, 2018). Esse procedimento foi adotado 

para simular parcialmente a situação de múltiplas exposições a FBM que ocorrem 

normalmente nas situações de prevenção e tratamento de lesões orais derivadas do 

tratamento antineoplásico. Os ensaios laboratoriais foram realizados conforme os 

intervalos descritos na Figura 4.1. Durante o intervalo de tempo das irradiações, o 

grupo controle foi transferido para o fluxo laminar, com meio de cultivo livre de 5FU.  
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Figura 4.1 – Sequência de execução dos ensaios laboratoriais 

 

 

 

Fonte: A autora.     

 

 

4.6 Atividade mitocondrial celular por ensaio MTS 

 

 

Para verificar a atividade mitocondrial das células, utilizou-se o ensaio de MTS 

(sal tetrazólio), em todos os grupos, 24h após a segunda sessão de FBM. Para tanto, 

seguiu-se as recomendações do fabricante do kit Cell Titer 96 (Promega, Madison, 

Wisconsin, EUA). Previamente, o meio de cultivo foi substituído (180µl) e, em seguida, 

foram adicionados 20μl da solução Cell Titer 96, seguida por incubação por 180min 

em estufa CO2 a 37ºC. Após esse período, a formação do sal formazan foi quantificada 

em espectrofotômetro (ELX 800 Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, EUA), com 

filtro de 490nm. Os experimentos foram realizados em sextuplicata. Os valores dos 

grupos 5FU e irradiados foram normalizados pelos do grupo controle. 

 

 

4.7 Análise de senescência por ensaio da atividade da β-galactosidade 

 

 

A análise de senescência celular foi realizada pelo método da atividade da β-

galactosidade utilizando kit comercial (ab65351 - Abcam, Cambridge, Reino Unido), 

adaptando-se a técnica conforme Noren Hooten e Evans (2017). Primeiramente, foi 

realizado o preparo da solução de estoque 20X de X-gal em DMSO, de acordo com 

instruções do fabricante. Previamente ao início do ensaio, todas as soluções do kit 

https://www.google.com/search?q=Cambridge&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3ME0ySC43VOIAsS3NLYq0tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWDmdE3OTijJT0lN3sDLuYmfiYAAAqu8XBFgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwix8daI8NL4AhV6lJUCHRrZCWcQmxMoAXoECFoQAw
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foram aquecidas em banho-maria a 37ºC. Em seguida, foi preparada a solução de 

coloração para SA-β-gal de acordo com as instruções do fabricante. O meio de cultivo 

celular foi então removido, as células foram lavadas com tampão fosfato salino (PBS, 

do inglês Phosphate-Buffered Saline), foi adicionado 1ml da solução fixadora e foi 

realizada incubação por 15min em temperatura ambiente; em seguida, adicionou-se 

a solução de SA-β-gal e realizou-se incubação a 37ºC em estufa de CO2. Após 72h 

da incubação, as células foram quantificadas utilizando-se microscópio invertido (Axio 

Vert®, Carl Zeiss, Oberköchen, Alemanha) no aumento de 200X, obtendo-se uma 

porcentagem das SA-β-gal-positivas (células exibindo a coloração azul). O 

experimento foi realizado em triplicata. A contagem relativa das células positivas nos 

grupos 5FU e irradiados foi normalizada pela contagem relativa encontrada no grupo 

controle. 

 

 

4.8 Quantificação de espécies reativas de oxigênio por ensaio fluorimétrico 

 

 

A quantificação de EROs intracelular foi realizada em todos os grupos de 

estudo usando kit comercial (Fluorometric Intracellular ROS, Sigma Chemical Co, St 

Louis, MO, EUA). O ensaio é realizado pela detecção das EROs intracelular, 

especialmente radicais superóxido e hidroxila, através de um sensor permeável à 

membrana celular. As EROs reagem com o sensor localizado no citoplasma, 

resultando em um produto fluorescente proporcional à quantidade de EROs presente 

nas amostras. As células HaCaT (104 células/poço) foram cultivadas por 24h e 

irradiadas conforme descrito nos itens 4.3 e 4.5. O meio de cultivo celular foi então 

substituído por 100μl da solução padrão do kit (ROS Detection Reagent Stock Solution 

e Assay Buffer), seguido de incubação por 1h a 37ºC em atmosfera úmida contendo 

5% de CO2. Após a incubação, foi feita a leitura da fluorescência no leitor de 

microplacas (Synergy HTX Multi-Mode Reader, Vermont, EUA) com filtro de excitação 

de 540nm e emissão de 570nm. O controle positivo da reação foi composto por células 

expostas a peróxido de hidrogênio (100μM). A quantificação de EROs foi expressa em 

unidades de fluorescência relativa, sendo normalizada nos grupos 5FU e irradiados 

pelos valores do grupo controle. O experimento foi feito em quadriplicata.  
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4.9 Obtenção de lisado celular e quantificação de proteínas 

 

 

Para a análise da expressão de proteínas nos ensaios de ELISA e de estresse 

oxidativo, foi realizado o lisado das células de todos os grupos experimentais. Para 

tanto, após o cultivo celular descrito no item 4.3, adicionou-se 1ml de tampão RIPA 

(50nM Tris-HCL, 150nM cloreto de sódio, 1% Triton X, 1% desoxicolato de sódio, 0,1% 

de SDS e 1nM de EDTA), contendo inibidor de protease (Sigma Chemical, St. Louis, 

MO, EUA). Após utilização do “cell scraper” por 10min, a solução obtida foi então 

coletada e centrifugada a 10800 x g por 20min a 4ºC (Fresco™ 17 Microcentrifuge, 

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). O sobrenadante foi então 

aliquotado em microtubos de 1,5ml e armazenado em freezer a -80ºC. Para a 

normalização dos valores das proteínas de estresse oxidativo e dano e reparo do 

DNA, foi realizada quantificação das proteínas totais pelo método do ácido 

biocinconínico (BCA) (Protein Assay Reagent Kit, Thermo Scientific, Waltham, 

Massachusetts, EUA). 

 

 

4.10 Quantificação da superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e 

malonaldeído (MDA) 

 

 

A atividade da SOD foi quantificada utilizando kit comercial (kit SOD Assay, 

Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA). O ensaio colorimétrico é baseado na inibição 

da redução do sal de tetrazólio WST-1 pela SOD, resultando em um corante formazan 

que pode ser detectado pelo aumento da absorbância. Uma alíquota (20μl) de cada 

amostra foi adicionada a 20μl de H2O2, seguida da adição dos reagentes do kit, da 

solução de estoque (200μl) e da Enzyme Working Solution (20μl).  Todos os poços 

foram homogeneizados e a placa de 96 poços levada em incubadora a 37ºC por 20 

min. Em seguida, foi realizada a leitura em espectrofotômetro (Ez Read 400, 

Biochrom, Cambridge, Reino Unido), com filtro de 450nm. Os valores foram expressos 

em % de inibição da SOD. Os valores para os grupos 5FU e irradiados foram 

normalizados pelos do grupo controle e pelo total de proteínas em cada grupo. O 

ensaio foi feito em duplicata. 



63 

 

A atividade da CAT foi quantificada em todos os grupos pelo método 

colorimétrico de redução do peróxido de hidrogênio (H2O2), utilizando kit comercial 

(Catalase Colorimetric Activity Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

EUA). Esse método de ensaio é baseado na avaliação do substrato de H2O2 

remanescente após a ação da catalase. A leitura foi realizada em espectrofotômetro 

(ELX 800 Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, EUA), com filtro de 560nm. Os 

resultados foram expressos em U/ml. Os valores para os grupos 5FU e irradiados 

foram normalizados pelos do grupo controle e pelo total de proteínas em cada grupo. 

O ensaio foi feito em duplicata. 

  A quantificação de MDA foi realizada por meio da reação do MDA com o ácido 

tiobarbitúrico (TBA), resultando em um composto de coloração rosada. Alíquotas 

(100μl) dos lisados de cada amostra foram homogeneizadas com 200μl de solução 

TBA (15% de ácido tricloroacético, 0,375% de ácido tiobarbitúrico e 0,25N de ácido 

clorídrico) e incubados por 30min em banho seco a 95ºC. Foi então realizada 

centrifugação a 2100 x g a 4ºC por 15m. A leitura foi realizada em espectrofotômetro 

(ELX 800 Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, EUA), com filtro de 532nm. A 

concentração de MDA foi calculada de acordo com a curva padrão, e os resultados 

foram expressos em µM. Os valores para os grupos 5FU e irradiados foram 

normalizados pelos do grupo controle e pelo total de proteínas em cada grupo. O 

ensaio foi feito em duplicata. 

 

 

4.11 Análise do dano no DNA por ensaio cometa 

  

 

Ensaio cometa em solução alcalina (para visualização de quebras de fita 

simples e dupla do DNA) foi realizado conforme descrito por Singh et al. (1988). 

Células HaCaT (1x106) foram submetidas aos diferentes tratamentos e, 24h após a 

segunda sessão de FBM, foram tripsinizadas, centrifugadas (Fresco™ 17 

Microcentrifuge, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) a 200 x g por 5min 

e ressuspendidas em microtubos com 1mL de DPBS (1x105 células por/ml; Dulbecco’s 

Phosphate Buffered Saline, Gibco – Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Em seguida, 

foram novamente centrifugadas a 200 x g por 3min a 4ºC e misturadas a 500µl da 

agarose a 0,75% (Ultrapure Low Melting Point Agarose, Thermo Scientific, Waltham, 
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Massachusetts, EUA) previamente diluída em DPBS 1X; o material foi então 

homogeneizado e 50µl foram adicionados a lâmina de vidro apropriada para 

eletroforese (Comet Assay High Throughput Slides, R&D Systems, Minneapolis, 

Minnesota, EUA). Após incubação a 4ºC por 15min, as lâminas foram mergulhadas 

em solução de lise com 1% de Triton X-100 (2,5M de cloreto de sódio, 0,1M de EDTA, 

10mM de Tris HCl) e mantidas a 8ºC por 60min. Após esse período, foram imersas 

em solução alcalina (200 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13) e incubadas por 1h a 4ºC. 

Em seguida, foi realizada eletroforese (25V, 30min) em cuba de eletroforese 

apropriada (Comet Assay Electrophoresis System II, R&D Systems, Minneapolis, 

Minnesota, EUA), contendo a solução alcalina descrita anteriormente. Após a 

eletroforese, as lâminas foram fixadas em álcool 70% por 5min e incubadas a 37ºC 

por 10min. Para visualização do material genético, 100µl de fluoróforo (SYBR® Green, 

Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) diluído em tampão (10mM Tris, 

1mM EDTA, pH 7,5) foram adicionados às lâminas, as quais foram mantidas em 

temperatura ambiente por 30min. Após a completa secagem das lâminas, foi realizada 

digitalização dos campos em microscópio Zeiss LSM 510 META (Carl Zeiss, 

Oberköchen, Alemanha), em aumento final de 100X. As imagens foram analisadas 

por meio de plugin (Gyori et al., 2014) instalado no programa Image J (Schneider et 

al., 2012), quantificando-se a porcentagem de DNA na cauda do cometa, que 

representa a quantidade de material genético fragmentado. Todo o ensaio foi feito em 

sextuplicata. Controle positivo da reação (em duplicata) foi realizado por meio do 

tratamento das células com solução de peróxido de hidrogênio (100µM) (Singh et al., 

1988). Ao final, os valores de porcentagem de DNA na cauda do cometa nos grupos 

5FU e irradiados foram normalizados pelos detectados no grupo controle. 

 

 

4.12 Quantificação de y-H2AX, p53 e ERCC1 por ensaio imunoenzimático 

 

 

As proteínas y-H2AX e p53 foram avaliadas por ensaio imunoenzimático ELISA 

utilizando kits comerciais (DuoSet IC ELISA Human Phospho-Histone H2AX, S139, 

DYC2288-2, R&D Systems, Minneapolis, EUA; Human Phospho-p53, S15, DYC1839-

2, R&D Systems, Minneapolis, EUA) respectivamente, seguindo as instruções do 

fabricante. Alíquotas de 100μl foram misturadas a 100μl dos anticorpos fornecidos 

https://en.wikipedia.org/wiki/Minneapolis,_Minnesota
https://en.wikipedia.org/wiki/Minneapolis,_Minnesota
https://en.wikipedia.org/wiki/Minneapolis,_Minnesota
https://en.wikipedia.org/wiki/Minneapolis,_Minnesota
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pelo kit; após período de incubação fornecido pelo fabricante, foram adicionados 100μl 

da estreptavidina diluída seguida de 100μl de solução de substrato. Após incubação, 

foram adicionados 50μl de solução bloqueadora. Foi determinada então a densidade 

óptica de cada poço, usando um leitor de microplacas ajustado para 450nm (Ez Read 

400, Biochrom, Cambridge, Reino Unido). As concentrações de y-H2AX e p53 foram 

calculadas de acordo com a curva padrão, e os resultados foram expressos em pg/ml. 

O ensaio foi feito em duplicata. Os valores de y-H2AX e p53 obtidos nos grupos 5FU 

e irradiados foram normalizados pelos detectados no grupo controle e pelo total de 

proteínas encontrado em cada grupo. 

A expressão da ERCC1 também foi quantificada por meio de ensaio 

imunoenzimático ELISA utilizando kit comercial (Human ERCC1 ELISA Kit - 

ab210582, Abcam, Cambridge, Reino Unido). Alíquota de 25µl de cada amostra foi 

diluído em 25µl do diluente fornecido no kit e, em seguida, foram adicionados os 

componentes do kit conforme as instruções do fabricante. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro (Ez Read 400, Biochrom, Cambridge, Reino Unido), com filtro de 

450nm. A expressão de ERCC1 foi calculada em pg/mL de acordo com a curva 

padrão. O ensaio foi feito em triplicata. Os valores de ERCC1 obtidos nos grupos 5FU 

e irradiados foram normalizados pelos detectados no grupo controle e pelo total de 

proteínas encontrado em cada grupo. 

 

 

4.13 Quantificação de 8-oxo-dG por ensaio imunoenzimático 

 

 

Para quantificação de 8-oxo-dG, foi realizado cultivo celular e FBM conforme 

descrito nos itens 4.3 e 4.5. Em seguida, foi realizada incubação com 1,0ml de 

TRIzolTM (código 15596026, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, EUA) por 10min, 

armazenando-se as células obtidas em freezer -80ºC, para uso posterior. Em seguida, 

foi feita extração de DNA seguindo as orientações do fabricante do kit TRIzolTM. Após 

a solubilização, o DNA foi quantificado em espectrofotômetro NanoDrop® 1000 

(Thermo Fisher Scientific, EUA). Depois de quantificadas, as amostras de DNA foram 

congeladas a -20ºC até a realização do ensaio de quantificação do 8-oxo-dG.  

A quantificação do 8-oxo-dG foi realizada por meio de ensaio enzimático ELISA 

utilizando kit comercial (HT 8-oxo-dG ELISA Kit II 4380-096-K, R&D Systems, 
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Minneapolis, EUA) e as orientações do fabricante. Nesse ensaio, a detecção é 

realizada com anticorpo secundário conjugado com peroxidase de rábano (HRP) e o 

substrato colorimétrico (TACS-Sapphire™), gerando a cor azul na presença de HRP. 

Para interromper a reação, adiciona-se ácido fosfórico a 5%, resultando em coloração 

amarela. A formação do produto é inversamente proporcional à quantidade de 8-oxo-

dG presente na amostra. A leitura foi imediatamente realizada em espectrofotômetro 

(Ez Read 400, Biochrom, Cambridge, Reino Unido) com absorbância a 450nm. Os 

resultados foram expressos em nM. O ensaio foi realizado em duplicata. Os valores 

detectados nos grupos 5FU e irradiados foram normalizados pelos do grupo controle. 

 

 

4.14  Expressão gênica de ATM e OGG1 por meio da reação em cadeia da 

polimerase via transcriptase reversa quantitativa (RT-qPCR) 

 

 

A análise da expressão gênica de ATM e OGG1 foi realizada por meio de RT-

qPCR. Inicialmente foi realizada a coleta das células com TRIzolTM, conforme descrito 

no item 4.13. Em seguida, foi realizada extração de RNA adaptada das orientações 

do fabricante do kit TRIzolTM (código 15596026, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, 

EUA). Para tanto, foram adicionados às amostras 500µl de álcool isopropílico gelado 

e 1ml de álcool etílico a 75%; em seguida o pellet foi ressuspendido com 10-50µl de 

água livre de RNase/DNase (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water – 

10977015, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, EUA). Foi realizada quantificação 

no espectrofotômetro NanoDrop® 1000 (Thermo Fisher Scientific, EUA). A extração 

de RNA foi realizada em duplicata experimental e triplicata amostral e em cada 

extração realizada adicionado um controle negativo. A integridade do RNA foi 

verificada por meio de eletroforese em gel de agarose (Chomczynski; Sacchi, 1987). 

A corrida do gel de agarose foi realizada em cuba de eletroforese horizontal (Owl™ 

EasyCast™ D2, Thermo Fisher Scientific, EUA) a 90V por 40min. Para confirmação 

sobre a integridade do gel, as imagens das bandas de RNA ribossomal 18S e 28S 

foram visualizadas a partir da interação entre o brometo de etídeo e o RNA, após a 

exposição do gel à luz ultravioleta. As imagens dos géis contendo o RNA foram 

analisadas em um fotodocumentador (MiniBIS Pro, UNISCIENCE, Brasil). Para a 

transcrição de cDNA, primeiramente foi feita descontaminação de DNA com o kit 
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DNase I (DNase I, Amplification Grade cDNA – 18068015, Invitrogen™, Thermo 

Fisher Scientific, EUA). Em seguida, iniciou-se a transcrição por meio de kit comercial 

(High-Capacity cDNA Reverse Transcription, código 4368814, Invitrogen™, Thermo 

Fisher Scientific, EUA; enzima RNase Inhibitor, código 8080119, Applied 

Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, EUA), seguindo as instruções do fabricante. 

As amostras foram incubadas no termociclador (Eppendorf® Mastercycler, Hamburgo, 

Alemanha) ajustado para a seguinte ordem de ciclo: 10min a 25ºC; 120min a 37ºC; 

5min a 85ºC. O cDNA foi armazenado em freezer a -20°C até a realização dos ensaios 

de RT-qPCR. O ensaio RT-qPCR foi feito utilizando-se os primers descritos na Tabela 

4.2 e também para o gene de referência gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH). Após adição dos primers, sensores e fluoróforo, as amostras (volume final 

de 10µl) foram adicionadas as placas de PCR (Microplaca Axygen PCR-96M2-HS-C) 

e centrifugadas (Centrifuge 5810 R – Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha) a 3220 x g 

por 2min em temperatura ambiente. A ciclagem do PCR foi: desnaturação inicial (95ºC 

por 10min), seguida por 40 ciclos de desnaturação (95ºC por 15s), anelamento (60-

62ºC por 30s) e extensão (72ºC por 40s) utilizando termociclador ABI7500 (Applied 

Biosystems™ 7500 PCR Systems, Thermo Fisher Scientific, EUA). Valores de Cycle 

threshold (Ct) acima de 35 foram considerados como ausência de expressão. A 

expressão gênica foi calculada por meio da expressão 2-Ct, na qual é feita a 

normalização dos valores pelos genes de referência e o grupo controle (grupo exposto 

somente ao DMSO). O ensaio foi realizado em sextuplicata. 

Para análise da expressão relativa dos genes, os valores de Ct foram lançados 

no programa qRAT (Flatschacher et al., 2022). Inicialmente o programa filtra os 

valores de Ct dentro de valores pré-estabelecidos pelo usuário em relação à variação 

dos dados; em seguida, calcula a diferença dos valores de Ct do gene alvo em relação 

ao gene referência (GAPDH) (Ct referência) em cada um dos grupos; o programa 

estabelece então a diferença entre os grupos experimentais (no caso, dos grupos 

irradiados) em relação ao grupo calibrador (adotado aqui como sendo o grupo 5FU) 

(Ct teste). A expressão relativa em cada grupo experimental é determinada então pela 

fórmula 2-(Ct teste-Ct referência) (Zhang et al., 2022). O programa ainda realizava análise 

estatística, apresentando a média e o desvio-padrão da expressão gênica relativa.  

 

 



68 

 

Tabela 4.2 –  Sequência de nucleotídeos dos primers utilizados para cada gene no RT-qPCR com suas 

respectivas concentrações, temperaturas de hibridização (Th) e eficiências 

 

Gene Primers 5’  3’ 
 

Concentração Th (°C) 

ATM F: CTC TGA GTG GCA GCT GGA AGA 
R: TTT AGG CTG GGA TTG TTC GCT 
 

400ƞM 60 

OGG1 F: ATG GGG CAT CGT ACT CTA GC 
R: CTC CCT CCA CCG GAA AGA T 
 

400ƞM 60 

GAPDH F: AGG TCG GAG TCA ACG GAT TT 
R: ATG AAG GGG TCA TTG ATG GCA 
 

400ƞM 62 

              F: foward; R: reverse. C: citosina; T: timina; A: adenina; G: guanina. 

 
Fonte: A autora. 

 

 

4.15 Análise estatística 

 

 

Os dados categóricos foram apresentados frequência absoluta e relativa (%). 

Os dados numéricos foram apresentados em média e desvio-padrão quando exibiram 

uma distribuição paramétrica, e em média, mediana e valores mínimo e máximo, 

quando exibiram uma distribuição não-paramétrica. Para verificar a normalidade dos 

dados, utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk. Quando a distribuição foi paramétrica, 

comparações múltiplas entre os grupos foi realizada por meio de análise de variância 

ANOVA um critério, seguido do teste de Tukey; para a distribuição não-paramétrica, 

foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Na análise da 

expressão gênica relativa no ensaio de RTq-PCR, os grupos irradiados foram 

comparados com o 5FU por meio do teste t Student, com correção de Bonferroni 

(Ritchie et al., 2015). Para os dados categóricos, as comparações entre os grupos 

foram feitas por meio do teste 2 corrigido pelo teste de Bonferroni.  

Na comparação somente do grupo 5FU com o controle para os dados não 

normalizados (constantes no Apêndice B), foram utilizados os testes t de Student e 

Mann-Whitney para dados numéricos com distribuição paramétrica e não-paramétrica, 

respectivamente; o teste do qui-quadrado corrigido por Bonferroni foi aplicado para os 

dados categóricos. 
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Os cálculos foram feitos utilizando-se pacote estatístico R versão 4.2.1 (R Core 

Team, 2013). O nível de significância adotado foi de 5%. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Padronização da dose do 5FU  

 

 

A atividade mitocondrial celular do grupo 5FU em relação ao controle 

encontra-se no Apêndice A, no qual são apresentadas com as concentrações do 

quimioterápico e suas respectivas viabilidades. Nota-se que o grupo 5FU 

(concentração de 200µM, adotada durante todo o experimento) acarretou 

porcentagem de células viáveis de 63.0±5.5% (dose letal de 37.0±5.5%) em 

comparação ao grupo controle.  

 

 

5.2 Estresse oxidativo 

 

 

5.2.1 Quantificação de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 

 

Na comparação do grupo controle com 5FU, nota-se que esse 

quimioterápico acarretou aumento significativo de EROs (p<0.001) (Apêndice B). 

A Figura 5.1 exibe a média da expressão de EROs nos grupos 5FU e 

irradiados. Nota-se que houve uma tendência de a FBM diminuir a produção de 

EROs após a exposição ao 5FU. Isso foi observado, principalmente, quando o 

tempo de irradiação de 10s foi aplicado ao grupo exposto ao 5FU, exibindo 

diferenças significativas (p<0.05).  
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Figura 5.1 –  Média (±desvio-padrão) da quantidade de espécies reativas de oxigênio (EROs). 
Os valores foram normalizados pelo controle (células expostas DMSO) 

 

   
 

 p<0.05 em relação a 5FU. Valor de p obtido com teste de variância ANOVA, 
seguido do teste de Tukey 

 

Fonte: A autora. 

 

 

5.2.2 Quantificação da superóxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT) 

 

 

Na comparação do grupo controle com 5FU, observa-se que a expressão 

de SOD e CAT foi significativamente maior no grupo controle (p<0.001) 

(Apêndice B). 

A média da atividade da SOD nos grupos 5FU e irradiados é apresentada 

na Figura 5.2. Houve uma tendência de a atividade da SOD ser menor após 10s 

de FBM em relação ao grupo 5FU. Já os tempos de irradiação de 6s e 20s 

geraram atividade da SOD significativamente maior em relação ao grupo 5FU 

(p<0.01). 
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Figura 5.2 – Média (±desvio-padrão) da atividade de superóxido dismutase (SOD). Os valores 
foram normalizados pelo controle (células expostas DMSO) e também pelo total de 
proteínas em cada amostra 

 

 
 

** p<0.01 em relação a 5FU. Valor de p obtido com teste de variância ANOVA, 
seguido do teste de Tukey 
 
Fonte: A autora. 

 

 

A média da atividade da CAT nos grupos 5FU e irradiados é exibida na 

Figura 5.3. Nota-se que, para o tempo de irradiação de 10s, houve uma 

tendência de diminuição da atividade da CAT. Já os tempos de irradiação de 6s 

e 20s exibiram aumento dessa enzima (p<0.01). Os resultados para a CAT 

seguiram a mesma tendência observada para a SOD. 
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Figura 5.3 – Média (±desvio-padrão) da atividade da catalase. Os valores foram normalizados 
pelo controle (células expostas DMSO) e também pelo total de proteínas em cada 
amostra 

 

 
 

** p<0.01 em relação ao grupo 5FU. Valor de p obtido com teste de variância 
ANOVA, seguido do teste de Tukey 

 
Fonte: A autora. 

 

 

5.2.3 Quantificação de malonaldeído (MDA) 

 

 

A Figura 5.4 exibe a média da quantidade de MDA em cada grupo. A 

irradiação provocou aumento da peroxidação lipídica, principalmente com o 

tempo de irradiação de 6s (p<0.05). No entanto, esse aumento não foi 

significante nos grupos expostos aos tempos de irradiação de 10s e 20s, 

observando-se apenas uma tendência na maior quantidade de MDA. 
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Figura 5.4  – Média (±desvio-padrão) da quantidade de malonaldeído, indicando peroxidação 
lipídica. Os valores foram normalizados pelo controle (células ao DMSO) e também 
pelo total de proteínas em cada amostra 

 

 
 

* p<0.05 em relação ao grupo 5FU. Valor de p obtido com teste de variância ANOVA, 
seguido do teste de Tukey  

 
Fonte: A autora. 

 

 

5.3 Dano no DNA 

 

 

5.3.1 Ensaio cometa 

 

 

A Figura 5.5 mostra a distribuição dos valores da porcentagem de DNA 

na cauda do cometa. O grupo controle exibiu a menor porcentagem em relação 

aos demais grupos (5FU, 6s e 10s p<0.01; 20s p<0.05). A FBM feita com os 

tempos de irradiação de 10s e 20s diminuiu a porcentagem de DNA na cauda do 

cometa, exibindo valores estatisticamente menores em relação ao grupo 5FU 

(p<0.01) e 6s (p<0.01). 
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Figura 5.5 –  Box plot para a porcentagem de DNA na cauda do cometa 
 

 

 
* p<0.05; ** p<0.01(teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn). Barra 
horizontal – mediana; + - média; whiskers – valores mínimo e máximo 

 

Fonte: A autora. 

 

 

A figura 5.6 exibe imagens do ensaio cometa. 
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Figura 5.6 –  Imagens representativas do ensaio cometa. A = Grupo 5FU; B = Grupo 6s; C = 
Grupo 10s; D = Grupo 20s  

 

 

 

 
Fonte: A autora. 
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5.3.2 Quantificação de 8-oxo-dG 

 

 

Houve expressão significativamente maior de 8-oxo-Dg no grupo 5FU 

quando comparado diretamente ao grupo controle (p<0.001) (Apêndice B). 

A Figura 5.7 mostra a média da expressão de 8-oxo-dG nos grupos. Nos 

grupos 6s e 10, houve aumento significativo da indução de 8-oxo-dG em relação 

ao 5FU e ao grupo 20s (p<0.05). Neste último, houve diminuição de 8-oxo-dG 

em relação ao 5FU (p<0.05).  

 

 

Figura 5.7 –  Média (±desvio-padrão) da expressão de 8oxo-dG. Os valores foram 
normalizados pelo controle (células expostas DMSO) e também pelo total de DNA 
em cada amostra 

 

 

 
* p<0.05 em relação ao grupo 5FU; # p<0.05 em relação ao grupo 20s. Valor de p 
obtido com teste de variância ANOVA, seguido do teste de Tukey 

 
Fonte: A autora. 
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5.3.3 Quantificação de y-H2AX 

 

 

Quando o grupo 5FU foi comparado diretamente com o controle, nota-se 

que exibiu maior expressão de y-H2AX (p<0.001) (Apêndice B). 

A média da expressão de y-H2AX em todos os grupos é exibida na Figura 

5.8. Os grupos submetidos a FBM exibiram aumento da expressão em relação 

ao grupo 5FU, com diferenças significativas foram detectadas nos grupos 6s 

(p<0.05) e 20s (p<0.01). 

 

 

Figura 5.8 –  Média (±desvio-padrão) da expressão de y-H2AX. Os valores foram normalizados 
pelo controle (células expostas DMSO) e também pelo total de proteínas em cada 
amostra 

 

 

 
* p<0.05 e ** p<0.01 em relação ao grupo 5FU. Valor de p obtido com teste de 
variância ANOVA, seguido do teste de Tukey 

 

Fonte: A autora. 

 

 

5.4 Reparo do DNA 
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5.4.1 Expressão do gene OGG1 

 

 

A expressão do gene OGG1 no grupo 5FU foi inicialmente analisada em 

relação ao grupo controle. Nota-se que o grupo 5FU exibiu menor expressão 

gênica, com diferença estatisticamente significante (Apêndice B). 

A Figura 5.9 mostra a média da expressão relativa do gene OGG1 nos 

grupos irradiados em relação ao grupo 5FU. Observa-se que os tempos de 

irradiação de 10s e 20s acarretaram expressão de OGG1 significativamente 

maior em relação ao 5FU; já a irradiação de 6s acarretou significativamente 

menor expressão. 

 

 

Figura 5.9 –  Média (±desvio-padrão) da expressão do gene OGG1 relação ao grupo 5FU, 
calculada a partir da expressão 2-∆∆Ct  (double delta Ct) 

 

 

 
** p<0.01 (teste t de Student ajustado pelo teste de Bonferroni) 

 

Fonte: A autora. 
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5.4.2 Quantificação de ERCC1 

 

 

Na comparação do grupo controle com o 5FU, observou-se redução 

significativa na expressão de ERCC1 no grupo exposto ao quimioterápico 

(p<0.001) (Apêndice B). 

A Figura 5.10 mostra a média de expressão da proteína ERCC1. Observa-

se que as FBM com tempos de 6s e 20s acarretaram diminuição e aumento de 

ERCC1 (p<0.01), respectivamente. O tempo de 10s não acarretou diferença 

significativa em relação ao 5FU. Quando observamos somente a expressão da 

proteína entre os grupos irradiados, os tempos de 10s e 20s apresentaram 

diferenças significativas (p<0.01) em relação ao tempo de 6s. 

 

 

Figura 5.10 – Média (±desvio-padrão) da expressão de ERCC1. Os valores foram normalizados 
pelo controle (células expostas ao DMSO) e também pelo total de proteínas em 
cada amostra 

 

 

 
** p<0.01 em relação ao grupo 5FU; # p<0.01 em relação ao grupo 6s. Valor de p 

obtido com teste de variância ANOVA, seguido do teste de Tukey 
 

Fonte: A autora. 
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5.4.3 Expressão do gene ATM 

 

 

A expressão do gene ATM no grupo 5FU foi analisada em relação ao 

grupo controle (Apêndice B), mostrando que o grupo 5FU exibiu expressão 

relativa significativamente menor. 

A Figura 5.11 evidencia a média de alteração da proporção de expressão 

gênica dos grupos irradiados em relação ao 5FU. Nota-se que os grupos 10s e 

20s exibiram aumento da expressão relativa ao 5FU, com diferença significativa 

para o grupo 10s. Já o grupo 6s exibiu redução dessa expressão relativa, porém 

sem diferenças significativas.  

 
Figura 5.11 – Média (±desvio-padrão) para a expressão do gene ATM em relação ao grupo 5FU, 

calculada a partir da expressão 2-∆∆Ct (double delta Ct) 

 

 

 
** p<0.01 (teste t de Student ajustado pelo teste de Bonferroni) 

 

Fonte: A autora. 
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5.4.4 Quantificação de p53 

 

 

 Na comparação do grupo controle com o 5FU, observou-se 

expressão significativamente maior de p53 no grupo 5FU (p=0.020) (Apêndice 

B). 

A Figura 5.12 mostra a média da expressão da proteína p53 nos grupos 

5FU e irradiados. Todos os grupos irradiados exibiram aumento da expressão 

da p53 em relação ao 5FU, com diferenças significativas nos grupos 10s e 20s.  

 

 

Figura 5.12 –  Média (±desvio-padrão) da expressão de p53. Os valores foram normalizados 
pelo controle (células expostas ao DMSO) e também pelo total de proteínas em 
cada amostra 

 

 

 
*p<0.05 em relação ao grupo 5FU; ** p<0.01 em relação ao grupo 5FU. Valor de p 

obtido com teste de variância ANOVA, seguido do teste de Tukey 
 

Fonte: A autora. 
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5.5 Ensaio de senescência 

 

 

Na comparação da frequência das células positivas para senescência 

(expressando β-galactosidase) no grupo controle em comparação ao grupo 5FU 

(Apêndice B), o grupo 5FU exibiu menor porcentagem de células senescentes 

(p<0.001). 

A Figura 5.13 mostra frequência de células senescentes no grupo 5FU e 

nos grupos irradiados após normalizados dos valores pelo grupo controle. Os 

grupos irradiados exibiram maior frequência de células senescentes em 

comparação ao grupo 5FU, com diferenças significativas nos tempos de 

irradiação de 6s e 10s. 

 

 

Figura 5.13 – Frequência (%) de células exibindo senescência nos grupos 5FU e irradiados. Os 
valores absolutos foram normalizados pelos valores encontrados no controle 
(células expostas ao DMSO) 

 

 

 
Valor de p obtido pelo teste do qui-quadrado com correção de Bonferroni 

 

Fonte: A autora. 
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A figura 5.14 exibe imagens, das células positivas para senescência 

(expressando β-galactosidase). 

 

Figura 5.14 – Imagens representativas das células positivas (setas) para senescência 
(expressando β-galactosidase). A = Grupo 5FU; B = Grupo 10s 

 

 

 

Fonte: A autora. 

 

 

5.6 Atividade mitocondrial celular dos grupos irradiados 

 

 

A Figura 5.15 mostra a média da atividade mitocondrial celular nos grupos 

5FU e irradiados, obtida pelo ensaio MTS. Nota-se que os grupos 10s e 20s 

exibiram viabilidade significativamente menor do que o grupo 5FU (p<0.01). 

Após FBM com 6s, a viabilidade foi significativamente maior (p<0.01) em relação 

aos outros tempos de irradiação (10s e 20s), porém, não apresentou diferença 

significativa em relação ao grupo 5-FU.  
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Figura 5.15– Média (±desvio-padrão) da atividade mitocondrial celular obtida a partir do ensaio 
de MTS. Os valores foram normalizados pelo controle (células expostas ao 
DMSO) 

 

 

 

 p<0.01 em relação a 10s e 20s. Valor de p obtido com teste ANOVA, seguido 
do teste de Tukey 

 

Fonte: A autora. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

A proposta do presente estudo foi investigar se a FBM, em diferentes 

tempos de irradiação, poderia reduzir o estresse oxidativo e o dano no DNA, 

além de aumentar a expressão de proteínas relacionadas a reparo do DNA em 

queratinócitos normais previamente expostos ao quimioterápico 5FU. De 

maneira geral, verificamos que o 5FU induziu estresse oxidativo e danos na 

estrutura do DNA; e que a FBM pôde reduzir o efeito genotóxico do 5FU por 

intermédio da ativação de enzimas antioxidantes e de proteínas associadas ao 

reparo do DNA. Esse efeito protetor da FBM ocorreu, principalmente, com o 

maior tempo de irradiação aplicado. 

A literatura aponta uma tendência de haver um efeito protetor da FBM 

sobre a estrutura do DNA de células humanas e o mesmo ser dose-dependente 

(Dube et al., 2001; Mbene et al., 2009; Mussttaf et al., 2019; Rosin et al., 2022); 

no entanto, esse efeito ainda é pouco conhecido. Os trabalhos anteriores 

analisaram o dano no DNA por intermédio de diversos modelos de agressão, 

muitos deles induzidos por radiações ionizante e ultravioleta (Dube et al., 2001; 

Ling et al., 2014; Ramos Silva et al., 2016). Até onde sabemos, nenhum estudo 

mostrou o efeito da FBM em queratinócitos normais que já exibam danos no 

material genético causado por quimioterapia.  

A escolha de queratinócitos normais como fonte das análises do efeito da 

FBM foi inspirada no fato de que compõem o epitélio da mucosa oral, e sua 

destruição pelos agentes antineoplásicos contribui substancialmente para a 

instalação das lesões avançadas de mucosite oral. 

Nossa hipótese era de que o 5FU poderia induzir a uma grande 

quantidade de danos no DNA. A FBM, realizada posteriormente a essa 

exposição, reduziria esse dano e modularia a expressão de proteínas 

relacionadas a DDR, levando à diminuição do efeito genotóxico causado pelo 

5FU. Esse efeito seria dependente do tempo de irradiação utilizado. Essa 

hipótese foi baseada em estudos conduzidos com a FBM sendo realizada com 

diferentes densidades de energia, encontrando resultados diversos, conforme foi 

demonstrado no Quadro 2.1.  
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Como o dano no DNA está ligado à produção de EROs (Wyatt; Wilson, 

2009), inicialmente avaliamos o efeito da FBM sobre o estresse oxidativo após a 

exposição ao 5FU. Em nosso experimento, verificamos que o 5FU sozinho 

induziu aumento de EROs e diminuição da atividade da SOD e CAT (Apêndice 

B), fato já anteriormente constatado em outros estudos envolvendo outros tipos 

celulares (Akhdar et al., 2009; Matsunaga et al., 2010; Xiao et al., 2017). Nos 

grupos irradiados houve tendência de redução de EROs independentemente do 

tempo de irradiação, fato que sugeriu um efeito protetor do laser, apesar de a 

diferença significante ter sido encontrada somente no tempo de 10s. Além disso, 

houve aumento da atividade de SOD e CAT nos tempos de irradiação de 6s e 

20s. Essa tendência de redução do estresse oxidativo foi descrita na literatura 

em outras situações de agressão, tais como diabetes e queimaduras (Lim et al., 

2010; Yadav et al., 2020), e também em outro estudo com queratinócitos 

expostos a 5FU e a FBM combinando três comprimentos de onda (660nm, 

808nm e 970nm, densidade de energia total de 15J/cm2) (Rupel et al., 2018). 

Assim, a tendência de a FBM promover redução nos marcadores de estresse 

oxidativo quando os mesmos se encontram elevados (de Freitas; Hamblin, 2016; 

Hamblim, 2017) repetiu-se no presente experimento. 

Somente para o tempo de irradiação de 10s, a atividade da SOD e da CAT 

foi reduzida em relação ao 5FU. Isso ocorreu provavelmente porque esse tempo 

de irradiação gerou menor quantidade de EROs. Esse resultado já tinha sido 

observado por nosso grupo em estudo anterior envolvendo fibroblastos normais 

expostos ao 5FU (Rosin et al., 2022), no qual os mesmos parâmetros de FBM, 

incluindo os tempos de irradiação de 6s, 10s e 20s, foram utilizados. Assim, a 

tendência de que a expressão de enzimas antioxidantes é diretamente 

proporcional a de EROs após a FBM em células expostas à quimioterapia (Rupel 

et al., 2018; Rosin et al., 2022) repetiu-se no presente experimento. 

Um outro achado inesperado foi o fato de que os grupos com FBM 

exibiram maior quantidade de MDA, sugerindo maior peroxidação lipídica. A 

mucosite oral induzida pelo 5FU é explicada, em parte, pela indução de 

peroxidação lipídica na mucosa oral (Yoshino et al., 2013). No presente estudo, 

verificamos que o 5FU induziu alta produção de peroxidação lipídica, porém esta 

não foi reduzida após a FBM, principalmente após 6s, grupo no qual houve 

diferenças significativas em relação ao 5FU. Em geral, os estudos demonstram 
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menor peroxidação lipídica após exposição a FBM (Tatmatsu-Rocha et al., 2016; 

Guaraldo et al., 2016; Ribeiro et al., 2016), apesar de envolverem parâmetros de 

FBM e situações experimentais distintos dos utilizados no presente estudo. 

Também não se pode descartar que a alta peroxidação lipídica pode estar 

associada à alta produção de SOD, a qual foi observada nos grupos 6s e 20s, 

conforme discutido anteriormente. A concentração dessa enzima antioxidante 

deve estar em níveis ótimos no interior celular (nem excessivos nem reduzidos); 

o aumento não equilibrado de sua expressão pode induzir peroxidação lipídica 

pelo acúmulo de peróxido de hidrogênio formado durante a dismutação do 

superóxido (McCord, 2008). Provavelmente a CAT induzida pela irradiação de 

6s não foi suficiente para neutralizar o peróxido de hidrogênio, culminando com 

a produção de MDA. Assim, apesar de a FBM ter induzido maior atividade de 

SOD, que pode levar a proteção contra superóxidos, a ausência de níveis ótimos 

dessa enzima pode ter induzido à peroxidação lipídica, a qual já estava presente 

em função do tratamento com 5FU. 

Essa complexa modulação do estresse oxidativo conferida pela FBM 

provavelmente influenciou os resultados envolvendo a expressão de marcadores 

de dano no DNA, conforme descrito a seguir. 

A exposição ao 5FU acarretou maior porcentagem de DNA na cauda do 

cometa, sugerindo que esse quimioterápico induziu danos de fita simples e dupla 

no DNA em queratinócitos normais, tal qual costuma fazer com células 

neoplásicas (Longley et al., 2003; Matuo et al., 2009; Matsunaga et al., 2010; 

Ikeda et al., 2010; Adamsen et al., 2011; Kevadiya et al., 2012; Srinivas et al., 

2015). Após a FBM, houve redução significativa dessa porcentagem nos tempos 

de irradiação de 10s (11,1J/cm2) e 20s (22,2J/cm2), porém com 6s (6,6J/cm2), a 

quantidade de dano no DNA não teve diferença significativa em relação ao 5FU. 

Esse achado contraria afirmações anteriores de que densidades de energia 

superiores a 10J/cm2 podem provocar danos no DNA (Hawkins; Abrahamse, 

2006; Houreld; Abrahamse, 2007; Mbene et al., 2009), e de que densidades de 

energia iguais ou menores do que 5J/cm2 seriam mais seguras por não 

causarem ou até mesmo diminuírem os danos no DNA (Hawkins; Abrahamse, 

2006; Houreld; Abrahamse, 2007; Mbene et al., 2009; Dillenburg et al., 2014; 

consultar o Quadro 2.1 para considerar as particularidades dos parâmetros de 
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FBM utilizados em alguns dos estudos citados). A alta de peroxidação lipídica 

encontrada no grupo 6s, por sua vez, pode dar subsídios para interpretação da 

manutenção dos níveis de dano no DNA detectados no ensaio cometa nesse 

grupo, uma vez que o MDA pode induzir deleções, inserções e substituições de 

pares de bases, especialmente do par guanina-citosina (GC) (Niedernhofer et 

al., 2003). 

Além da porcentagem de DNA na cauda do cometa, foi também avaliada 

a expressão de 8-oxo-dG, um importante marcador de dano oxidativo no DNA 

derivado de agentes quimioterápicos (Matsunaga et al., 2010), que pode induzir 

quebras de fita dupla. Diferentemente do observado no ensaio cometa, houve 

aumento da expressão de 8-oxo-dG nos tempos de irradiação de 6s e 10s, e 

diminuição no tempo de 20s. Alguns estudos têm demonstrado que não há 

correlação entre a análise da expressão da porcentagem de DNA na cauda do 

cometa e a expressão de 8-oxo-dG (Watters et al., 2009), principalmente quando 

o ensaio cometa é desprovido de tratamento enzimático com 

formamidopirimidina DNA glicosilase (FPG), que converte as bases oxidadas em 

sítios de quebra (Moller, 2022). No presente estudo não realizamos essa 

modificação do protocolo padrão do cometa alcalino, que mostra o quanto as 

alças enroladas de DNA estão relaxadas devido a quebras (sem estarem 

relacionadas a dano oxidativo necessariamente) e conseguem migrar quando 

em eletroforese (Moller, 2022). Esse fato nos obriga a tratar os dois resultados 

de dano no DNA como achados independentes. 

Podemos interpretar a alta expressão de 8-oxo-dG no tempo de 10s e a 

baixa expressão desse marcador em 20s pela expressão das enzimas 

antioxidantes, as quais foram muito e pouco expressas em 20s e 10s, 

respectivamente. Já o aumento de 8-oxo-dG no grupo de 6s pode ser explicado 

pela alta peroxidação lipídica, já que o MDA e outros produtos de peroxidação 

contribuiriam para a formação de 8-oxo-dG nesses grupos (Gentile et al., 2017). 

Ainda para verificar o dano no DNA, foi analisada a expressão de y-H2AX, 

que indica danos no DNA de fita dupla (Rothkamm; Horn, 2009; Nikitaki et al., 

2015). A exposição ao 5FU causou aumento da expressão desse marcador em 

relação ao controle, porém os grupos irradiados exibiram superexpressão de y-

H2AX quando comparados ao 5FU. Isso sugere que a irradiação provocou maior 

quantidade de dano de fita dupla. Esses resultados não foram compatíveis com 
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os encontrados em outro estudo envolvendo queratinócitos normais (Dillenburg 

et al., 2014), porém sem exposição a agentes genotóxicos e com potência e 

densidade de energia menores (4J/cm2), diferenças que podem justificar a 

ausência de expressão de y-H2AX. Por outro lado, em trabalho anterior (Rosin 

et al., 2022), nosso grupo demonstrou que, para os mesmos parâmetros de FBM 

e exposição ao 5FU, porém com fibroblastos gengivais, a expressão de y-H2AX 

foi menor, sugerindo um efeito protetor da FBM. Assim, podemos inferir que a 

presença de dano no DNA de fita dupla presente nos queratinócitos do presente 

estudo está condicionada a esse tipo celular, cujo DNA parece ser mais sensível 

a FBM do que o dos fibroblastos gengivais, quando utilizadas densidades de 

energia iguais ou acima do que 11,1J/cm2. É importante acrescentar que a forma 

fosforilada do H2AX (y-H2AX) também indica acionamento do reparo do DNA 

(Nikitaki et al., 2015) e, nesse sentido, o aumento desse marcador também 

supõe acionamento da via da ATM, conforme comentado a seguir.  

Assim, com base no ensaio cometa e nas análises da expressão de 8-

oxo-dG e y-H2AX, podemos dizer que a irradiação de 6s acarretou maior dano 

no DNA, provavelmente em função do alto grau de peroxidação lipídica 

encontrado nesse grupo. As irradiações de 10s e 20s também acarretaram 

aumento de dano no DNA, apesar de no ensaio cometa essas tendências não 

terem sido tão evidenciadas e da abrupta redução de expressão de 8-oxo-dG no 

tempo de irradiação de 20s. Pode-se sugerir, portanto, que tempos de irradiação 

maiores, por volta de 20s, mantendo-se a densidade de potência fixa em 

1,1W/cm2, acarreta menor quantidade de EROs e, consequentemente, menor 

risco de dano no DNA em comparação com tempos de irradiação menor. Essa 

afirmação ainda se sustenta considerando o duplo significado do y-H2AX como 

marcador de dano e ao mesmo tempo de acionamento do reparo de DNA. Nesse 

sentido, admitindo-se que todos os parâmetros de irradiação geraram dano no 

DNA em algum grau, foi possível identificar uma curva dose-resposta binária, 

porém invertida, ou seja, menores densidades de energia geraram maior risco 

de dano no DNA, e maiores densidades de energia, menor risco. 

O reparo do DNA induzido pelo 5FU é realizado principalmente pela via 

de excisão de base (BER), ativando diversas proteínas relacionadas a DDR, 

como ATM, DNA-glicosilases e DNA-polimerases (Wyatt; Wilson, 2009; Matuo 
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et al., 2010). No presente estudo, a expressão de OGG1, ERCC1 e ATM, 

indicativa do acionamento dessas vias de reparo, foram menores no grupo 5FU 

quando comparados ao controle, sugerindo que a exposição ao 5FU não acionou 

significativamente esses mecanismos.  Outros estudos realizados em cultura 

primária de tecidos neoplásicos e linhagens com células cancerígenas 

encontraram aumento na ativação de ERCC1 (Wongsirisin et al., 2018; Liu et al., 

2018) e de ATM (Adamsen et al., 2011) após exposição ao 5FU. Provavelmente 

não detectamos esse reparo pelo fato de termos utilizado queratinócitos 

humanos normais. 

Considerando a expressão de OGG1, responsável pelo reparo de dano 

oxidativo, principalmente de 8-oxo-dG (Chernikov et al., 2017; Yahyapour et al., 

2018; Davalli et al., 2018), detectou-se que, com 10s e 20s de FBM, houve 

aumento da expressão de OGG1, enquanto com 6s a expressão dessa proteína 

quase não foi detectada. Esses resultados estão de acordo com outros estudos 

que demonstraram que a FBM aumentou a expressão de OGG1 em animais de 

experimentação nos quais foram induzidas queimaduras de pele (Trajano et al., 

2014), em mioblastos murinos normais (Trajano e al., 2016), em tecido cardíaco 

e pulmonar (Trajano et al., 2022) e, em pele íntegra e músculo estriado 

esquelético (de Souza da Fonseca et al., 2013). Nesses estudos, as densidades 

de energia foram por volta de 10J/cm2. Esse último estudo ainda encontrou 

diminuição de OGG1 em ambos tecidos na menor densidade de energia 

avaliada, 1J/cm2, sugerindo que densidade de energia mais baixas podem não 

ser suficientes para bioestimularem células e tecidos e, portanto, não ativarem o 

reparo por excisão de bases em uma via dependente de OGG1, o que explicaria 

nossos resultados no tempo irradiado por 6s (6,6J/cm2). O aumento da 

expressão de OGG1 nos tempos de irradiação de 10s e 20s, detectados no 

presente estudo, constituem um forte indício de que a FBM com essas 

densidades de energia pode estimular o reparo no DNA, neutralizando o efeito 

inibitório do 5FU no tocante ao acionamento desse mecanismo para correção do 

dano oxidativo. 

A expressão de ERCC1 indica reparo de DNA pela excisão de 

nucleotídeos danificados (O’Connor, 2015; Desai et al., 2018). Quando houve 

exposição a FBM, os tempos de irradiação de 6s e 20s acarretaram diminuição 

e aumento de ERCC1, respectivamente, e o tempo de 10s não provocou 
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diferenças em relação ao 5FU. Em outros trabalhos a FBM também provocou 

aumento da expressão dessa proteína (Trajano et al., 2016; Sergio et al., 2016) 

quando densidades de energia maiores (iguais ou maiores que 10J/cm2) foram 

aplicadas. Assim, pelos resultados do presente estudo e com base na literatura, 

pode-se dizer que também para ERCC1 houve tendência de maior expressão 

em situações de FBM feita com maior densidade de energia e menor expressão 

em situações de menor densidade de energia. 

O reparo no DNA foi também avaliado pela expressão da ATM, que 

fosforila o H2AX e aciona o p53, que por sua vez induz a células a apoptose ou 

a senescência. Seguindo a tendência observada para OGG1 e ERCC1, também 

para ATM a irradiação de 6s reduziu a expressão dessa proteína em relação ao 

5FU, e as irradiações de 10s e 20s provocaram superexpressão. Apesar de 

nenhum estudo ter avaliado a influência da FBM sobre a expressão da ATM após 

exposição a agentes antineoplásicos, alguns trabalhos (Trajano et al., 2016; 

Guedes de Almeida et al., 2017; Trajano et al., 2022) demonstraram que a FBM 

pode induzir o aumento de ATM quando densidades de energia maiores foram 

empregadas (a partir de 20J/cm2). 

Assim, considerando de forma global os marcadores de reparo no DNA, 

pode-se dizer que o tempo de irradiação de 6s não foi suficiente para acionar 

vias de reparo, diferentemente dos tempos de irradiação de 10s e principalmente 

de 20s, que induziram superexpressão desses marcadores. Dessa forma, 

tempos de irradiação maior que 6s aumentaram a expressão de proteínas de 

reparo em níveis superiores aos encontrados no grupo 5FU, sugerindo ação 

protetora contra efeitos genotóxicos. 
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A ATM pode acionar a p53, induzindo a célula a apoptose ou a 

senescência (Ju et al., 2007). Após exposição ao 5FU, houve aumento da 

expressão de p53, tal qual outros estudos demonstraram (Hasegawa et al., 2018; 

Rosin e al., 2022). A FBM provocou superexpressão dessa proteína em todas as 

situações de irradiação, com valores maiores para o tempo de 20s. Outros 

autores também já tinham observado essa tendência de a FBM induzir aumento 

de p53 com densidades de energia iguais a 35J/cm2 (Trajano et al., 2016), porém 

em nosso estudo anterior com fibroblastos gengivais não verificamos esse 

aumento (Rosin et al., 2022). 

O aumento da p53 nos grupos irradiados veio acompanhado do aumento 

da frequência de células senescentes comparativamente ao 5FU, principalmente 

nos tempos de irradiação de 6s e 10s, indicando que provavelmente, após 

ativação do mecanismo de reparo pela ATM, houve indução de senescência, 

favorecendo a parada do ciclo celular e a redução da atividade mitocondrial 

celular detectada pelo MTS. Essas células podem retomar a progressão do ciclo 

celular uma vez que o dano tenha sido reparado, ou as células que sofreram 

danos irreparáveis no DNA sofrem apoptose ou parada permanente do ciclo 

celular (Lombard et al., 2005). 

O presente trabalho contém limitações. Há poucos estudos disponíveis 

sobre os efeitos da FBM no dano e reparo do DNA (Trajano et al., 2016); além 

disso, os resultados parecem depender das condições celulares e dos 

parâmetros físicos da FBM, o que dificulta comparações e não permite maiores 

extrapolações com relação aos mecanismos possíveis. Por outro lado, em nosso 

estudo a avaliação sobre o estresse oxidativo, o dano no DNA e a DDR foi 

realizada de maneira ampla, proporcionando um painel de seus vários 

marcadores. Priorizamos ainda parâmetros da FBM baseados em protocolos 

clínicos utilizados na prevenção e tratamento da mucosite oral (Migliorati et al., 

2013), o que permite que os resultados do presente estudo sejam extrapolados 

para pacientes sob tratamento quimioterápico com o 5FU em futuros protocolos 

clínicos de FBM.  
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Em resumo, como resultados gerais, nota-se que a FBM com 10s e 20s 

provocou menor produção de EROs e desencadeou a expressão de marcadores 

de dano no DNA de forma heterogênea dependendo da natureza desse 

marcador; por outro lado, as proteínas de reparo do DNA foram superexpressas, 

bem como houve maior frequência de células senescentes, sugerindo um 

mecanismo de proteção contra os efeitos genotóxicos do 5FU. Já o tempo de 

irradiação de 6s provocou intensa peroxidação lipídica, alta expressão de 

marcadores de dano no DNA e menor expressão de proteínas de reparo, 

também induzindo as células à senescência. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

 A FBM reduziu a produção de EROs induzida pelo 5FU por 

intermédio da ativação de enzimas antioxidantes, porém não foi capaz de reduzir 

a peroxidação lipídica. 

 A FBM aumentou a expressão de marcadores de dano no DNA de 

forma heterogênea, dependendo do tempo de irradiação. 

 A FBM feita com tempos de irradiação de 10s e principalmente de 

20s foi capaz de aumentar a expressão de proteínas de reparo do DNA, o mesmo 

não sendo observado com o tempo de irradiação de 6s. 

 A FBM induziu senescência nas células expostas ao 5FU, 

interpretada como um mecanismo compensatório para o reparo no DNA, 

sugerindo uma ação protetora contra os efeitos genotóxicos desse 

quimioterápico. 

 O efeito da FBM sobre o estresse oxidativo, bem como sobre o 

dano e o reparo no DNA depende do tempo de irradiação, com uma tendência 

geral de maiores tempos de irradiação induzirem maior chance reparo no DNA 

por intermédio de mecanismos compensatórios de controle do estresse oxidativo 

e de ativação de múltiplas vias de correção do material genético. 
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APÊNDICE A – Padronização da dose e exposição ao agente quimioterápico 5-fluorouracil  

   

 

 Realizou-se a padronização da concentração do 5FU para se atingir uma dose 

letal entre 30% e 50% por meio do ensaio de MTS realizado nos períodos de 24, 48 e 

72 horas após o início da incubação com o quimioterápico. Para isso, as células 

HaCaT (104 células por poço) foram cultivadas com 200μl em meio Eagle modificado 

por Dulbecco (DMEM) (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco – Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 

1% de antibiótico/antimicótico (Gibco – Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), e 1% de L-

Glutamina, em placas de 96 poços e então tratadas com 8 concentrações de 5FU 

obtidas por intermédio de diluição seriada. Os resultados da atividade mitocondrial 

celular encontram-se na Tabela 4.3.  

 Primeiramente, foi realizada a solução de estoque do 5FU a 300,31 mM, 

diluída diretamente em DMSO. Partindo-se desta solução, foi obtida a solução 

intermediária a 1mM, diluída em meio de cultura. A solução de 1mM foi então diluída 

a 200µM, sendo esta a maior concentração da curva. A partir da concentração de 

200µM, foi realizada a diluição seriada em meio de cultura (1:1), obtendo-se as 8 

concentrações da curva (200µM, 100µM, 50µM, 25µM, 12.5µM, 6.25µM, 3.12µM e 

1.56µM). 

 

Tabela 4.3 - Média (±desvio-padrão) da atividade mitocondrial celular obtida a partir do ensaio de MTS 
realizado nos tempos de 24 h, 48 h e 72 h após o início da exposição das células HaCaT 
com 8 diferentes concentrações testadas de 5FU. Os valores foram normalizados pelo 
controle (células expostas ao DMSO).   

 
 

Concentrações 
testadas (μM)  

Média±DP 
24h 

Média±DP 
48h 

Média±DP 
72h 

1.56 85.8±8.7 87.0±4.6 69.7±4.4 

3.12 118.5±16.2 90.9±10.9 82.5±19.7 

6.25 89.3±8.0 98.5±2.2 88.9±11.5 

12.5 85.6±9.0 73.4±9.5 77.0±8.2 

25 91.1±6.0 76.6±14.2 83.4±11.0 

50 82.9±11.9 69.3±4.3 77.0±15.0 

100 77.6±12.7 64.0±14.0 73.2±1.5 

200 75.4±12.7 63.0±5.5 59.4±10.4 

Todo o experimento foi realizado em quadruplicata amostral. 
 
Fonte: A autora.
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APÊNDICE B – Comparação do grupo 5FU em relação ao grupo Controle (células expostas somente 
ao DMSO). Os métodos adotados para quantificação foram os mesmos descritos no 
item Material e Métodos. 

 

Média (±desvio-padrão) da quantidade de 
espécies reativas de oxigênio (EROs) nos 
grupos controle e 5FU. Valor de p pelo teste t 
de Student. 

 

 
 

Média (±desvio-padrão) da atividade de 
superóxido dismutase (SOD) nos grupos controle 
e 5FU. Os dados foram normalizados pelo total 
de proteínas nos dois grupos. Valor de p pelo 
teste t de Student. 

 
 

  
  
Média (±desvio-padrão) da atividade de 
catalase (CAT) nos grupos controle e 5FU. Os 
dados foram normalizados pelo total de 
proteínas nos dois grupos. Valor de p pelo 
teste t de Student. 

 
 

Média (±desvio-padrão) da expressão de 8-oxo-
Dg nos grupos controle e 5FU. Valor de p pelo 
teste t de Student. 
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Média (±desvio-padrão) da expressão de 
yH2AX nos grupos controle e 5FU. Valor de p 
pelo teste t de Student. 

 

 

Média (±desvio-padrão) da expressão relativa do 
gene OGG1 do grupo controle em relação ao 
5FU. ** p<0.01. Valor de p pelo teste t de Student 
corrigido pelo teste de Bonferroni. 

 
  
  
Média (±desvio-padrão) da expressão relativa 
do gene ATM do grupo controle em relação ao 
5FU. ** p<0.01. Valor de p pelo teste t de 
Student corrigido pelo teste de Bonferroni. 

 

Média (±desvio-padrão) da expressão de ERCC1 
nos grupos controle e 5FU. Valor de p pelo teste t 
de Student. 

 

 
  
  

Média (±desvio-padrão) da expressão de p53 
nos grupos controle e 5FU. Valor de p pelo teste 
t de Student. 
 

 

Frequência (%) de células exibindo senescência 
nos grupos controle e 5FU. Valor de p obtido 
pelo teste do qui-quadrado com correção de 
Bonferroni. 

 

 

Fonte: A autora.  
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade      
de São Paulo 
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