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RESUMO

Mucosite oral (MO) é uma condi¢cdo inflamatoéria e efeito adverso que afeta muitos
pacientes sob tratamento antineoplasico. Essa condi¢cdo pode impactar a qualidade
de vida dos pacientes e ainda ndo ha intervencdes padrdo de referéncia. Nesse
contexto, moduladores da via PI3K-PTEN-AKT-mTOR sdo potenciais alternativas
para acelerar o tratamento de lesdes na mucosa. O objetivo deste estudo foi analisar
os efeitos da curcumina e bpV(pic), moduladores da via PIBK-PTEN-AKT-mTOR, em
modelo in vitro de MO, com foco na viabilidade celular, toxicidade e alteragcdes no
citoesqueleto. O modelo foi estabelecido utilizando monocultura de queratinécitos
humanos imortalizados e cultura primaria de fibroblastos humanos gengivais. Trés
estimulos foram usados para induzir o modelo: lipopolissacarideo de Escherichia
coli, extrato proteico de Porphyromonas gingivalis e radiacdo ionizante. Os efeitos da
curcumina e bpV(pic) foram avaliados por teste de viabilidade e imunofluorescéncia
com faloidina e DAPI. A area celular e nuclear e o diametro das células foram
mensurados utilizando o software ImageJ. Tratamento com curcumina aumentou a
viabilidade de fibroblastos (p<0,01) e a &rea nuclear (p<0,005) e reduziu a area
citoplasmatica de queratindcitos (p<0,05). Tratamento com bpV(pic) também
aumentou a viabilidade de fibroblastos (p<0,05) e a area nuclear (p<0,0001) e
reduziu a area citoplasmatica de queratindcitos (p<0,001). Os tratamentos foram
capazes de modular o modelo in vitro de MO induzindo proliferacdo e processo de
reparo. Os resultados reforcam a evidéncia disponivel de que moduladores da via
PISK-PTEN-AKT-mTOR podem ser tratamentos adjuvantes efetivos no manejo da
mucosite, otimizando a qualidade de vida dos pacientes.

PALAVRAS-CHAVE: Mucosite oral; PISK-PTEN-AKT-mTOR; Curcumina; bpV(pic);

Modelo in vitro; Reparo.



ABSTRACT

Oral mucositis (OM) is an inflammatory condition and common adverse reaction that
affects many people under antineoplastic treatment. This condition may impact
patients' quality of life and there is still no standardized approaches recommendation.
In this setting, PIBK-PTEN-AKT-mTOR pathway modulators are potential alternatives
to accelerate mucosal lesions treatment. The aim of this study was to analyze the
effects of curcumin and bpV(pic), both PI3K-PTEN-AKT-mTOR pathway modulators,
in an in vitro model of OM, focusing on the analysis of cell viability, toxicity, and
cytoskeleton alterations. The in vitro model was established using monoculture
strains of immortalized human keratinocytes and primary culture of human gingival
fibroblasts. Three stimuli were used to induce the OM model: lipopolysaccharide of
Escherichia coli, Porphyromonas gingivalis protein extract, and ionizing radiation.
Curcumin and bpV(pic) effects were analyzed by Vviability test and
immunofluorescence using phalloidin and DAPI. Cellular and nuclear area and
diameter of cells were measured using ImageJ. Treatment with curcumin increased
fibroblasts’ viability (p<0.01) and nuclear area (p<0.005), and reduced cytoplasmatic
area of keratinocytes (p<0.05). Treatment with bpV(pic) also increased fibroblasts’
viability (p<0.05) and nuclear area (p<0.0001), and reduced cytoplasmatic area of
keratinocytes (p<0.001). The treatments were capable of modulate the in vitro model
of OM inducing cell proliferation and healing process. The results reinforce the
currently available evidence that PISBK-PTEN-AKT-mTOR pathway modulators could
be effective adjuvant treatments in mucositis management, optimizing patients’

quality of life.

KEYWORDS: Oral mucositis; PIBK-PTEN-AKT-mTOR; Curcumin; bpV(pic); in vitro

model; Healing process.
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1| INTRODUGAO

A mucosite oral (MO) é uma reacdo adversa comum da terapia
antineoplasica. E uma condicdo inflamatéria que afeta cerca de 20% a 40% dos
pacientes submetidos a quimioterapia convencional para tumores soélidos,
aproximadamente de 60% a 85% dos pacientes que recebem altas doses de
quimioterapia e relativamente de 80% a 100% daqueles submetidos a radiacéo
ionizante (RI) para cancer de cabeca e pescoco [1-3].

Os tratamentos oncologicos podem desencadear uma cascata de eventos
biol6gicos que resultam em lesBes eritematosas e atréficas com sensacgdo de
gueimacéo a lesdes ulcerativas confluentes, dolorosas e profundas que penetram a
submucosa com formacdo de pseudomembrana [4,5]. As Ulceras raramente
envolvem o tecido queratinizado e muitas vezes afetam a mucosa movel [6]. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou as lesBes de mucosite oral em 5
graus: Grau 0 - Sem alteracdo; Grau 1 - Dor e eritema; Grau 2 - Formacao de Ulcera,
com alimentacdo viavel com sélidos; Grau 3 - Apenas dieta liquida; e Grau 4 -
Alimentacéo nao possivel [7]. Desse modo, a MO influencia diretamente a qualidade
de vida dos pacientes, prejudicando a ingestdo alimentar e a capacidade de falar,
além de aumentar as chances de infec¢des sistémicas. [8].

A patobiologia da MO envolve 5 fases sobrepostas e inter-relacionadas:
Iniciacdo - RI e agentes quimioterapicos causam lesées no DNA das células,
promovendo a morte das células epiteliais basais e a génese de espécies reativas
de oxigénio (EROs); Sinalizacdo e amplificacao - A terapia antineoplasica e as EROs
ativam fatores de transcricdo, como o NF-kB, que pode causar apoptose e regula a
expressdo de numerosas citocinas pré-inflamatérias, que podem exercer feedback
positivo sobre o NF-kB para amplificar sua resposta; Ulceracdo - Os mecanismos
acima suportam a formacdo de Ulceras que penetram a submucosa e uma
pseudomembrana; e Cicatrizacdo - Guiada pela matriz extracelular (MEC) da
submucosa, o reparo das lesbes ocorre espontaneamente apos cessacao do
tratamento antineoplasico [9,10].

Ponderando a patobiologia da MO, o tratamento atual de pacientes esta
focado na prevencdo de infecgBes secundarias, alivio da dor e manutengdo do
suporte dietético [11]. A Multinational Association of Supportive Care in Cancer and
the International Society for Oral Oncology (MASCC/ISOO) recomendam o uso de
benzidamina, terapia de fotobiomodulag&o intraoral, crioterapia oral e fator de
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crescimento de queratindcitos humanos recombinantes-1 (KGF-1) como
intervengdes para MO [11]. No entanto, ainda ndo ha uma recomendacéo especifica
de abordagens padronizadas para mucosite oral [11]. Portanto, a comunidade
cientifica deve continuar a se esforcar para o desenvolvimento de novas
intervengdes para o tratamento da MO, visando a seguranca e o minimo de efeitos
adversos.

Nesse contexto, a pesquisa em andamento tem como alvo a
interrupcdo/modulacéo das vias inflamatoérias, a reducdo da carga bacteriana e a
promocdo da cicatrizacdo como potenciais abordagens terapéuticas [12,13]. Uma
vez que a via PI3BK-PTEN-AKT-mTOR coordena vérias fungfes, como o crescimento
celular, a sobrevivéncia e a progressao do ciclo celular [14], a modulagéo dessa via
pode desempenhar um papel importante no processo de reparo [15]. Embora
poucos estudos avaliem essa modulacdo em campos da MO, muitos autores a tém
visado o reparo acelerado de lesdes de mucosa. [16-18].

Como uma alternativa de tratamento potencial, a curcumina € um polifenol
natural isolado de Curcuma longa Linn e possui propriedades antioxidantes,
analgésicas e anti-inflamatérias. [19,20]. A caracteristica anti-inflamatdria baseia-se
principalmente na inibicdo de NF-kB [21]. Uma vez que NF-kB e EROs
desempenham um papel critico na patogénese da MO [9], a curcumina representa
um potencial agente de tratamento para MO durante as fases inflamatérias [22]. Em
relagdo ao potencial de modular a via PI3K-PTEN-AKT-mTOR, a curcumina é capaz
de inibir o complexo 1 de mTOR 1 e PTEN [23,24]. Esse composto parece ter um
efeito bidirecional quando diferentes tipos de células, doses e métodos
experimentais séo levados em consideracao [25]. Assim, a sinalizacdo de reparo em
células ndo neoplasicas € uma hip6tese que necessita de mais analises para o
reparo de lesbes de MO.

Da mesma forma, o bisperoxovanadio 5-hidroxipiridina, conhecido como
bpV(pic), é outro composto promissor associado a via PI3K [26]. A aplicagdo topica
de bpV(pic) demonstrou inducdo de reparo e regeneracao tecidual devido a sua
inibicdo reversivel de PTEN, um antagonista da via de sinalizacao [27].

7

Portanto, o objetivo deste estudo & analisar os efeitos da curcumina e
bpV(pic) em relagdo a via PI3K-PTEN-AKT-mTOR em um modelo in vitro de
mucosite oral, utilizando monocultura de queratindcitos humanos imortalizados e
cultura primaria de fibroblastos humanos gengivais, com foco na viabilidade celular,

toxicidade e alteracdes do citoesqueleto.
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2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 | CULTURA CELULAR

Monocultura de queratinécitos humanos imortalizados (HaCat), descritas na
American Type Culture Collection (ATCC), e cultura priméria de fibroblastos
humanos gengivais (FG) foram utilizadas para os experimentos. Os fibroblastos
gengivais foram obtidos de pesquisa prévia aprovada pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Universidade de Brasilia (CAAE N° 78679717.6.0000.0030). Ambas
células foram armazenadas a -80°C e cultivadas em placas de 100mm utilizando o
Meio Eagle Dulbecco Modificado (DMEM), 10% de soro fetal bovino e 1% de
penicilina e estreptomicina. As células foram incubadas em CO2 a 5% e 37°C e
passadas a cada 3-4 dias. Quando as células atingiam uma confluéncia de
aproximadamente 80%, elas eram tripsinizadas e distribuidas em novas placas para
0s experimentos ou para fazer passagem. Os FG foram utlizados até a 62

passagem.

2.2 | MODELO IN VITRO DE MUCOSITE ORAL

O modelo de mucosite foi feito a partir de trés estimulos, conforme
estabelecido em estudo prévio do Laboratério de Histopatologia Oral da
Universidade de Brasilia [28]: lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli 0111:B4
na concentracdo de 10ug/ml para ensaio de viabilidade celular e 1lpg/ml para
experimentos de imunofluorescéncia adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, EUA) e  extrato proteico de Porphyromonas gingivalis (PG) na
concentracdo de 5ug/ml, por 1h, seguido de 8 grays (Gy) de RI. O extrato proteico
de PG foi preparado na Universidade Estadual de Campinas, Sao Paulo, Brasil,
conforme descrito por Albiero et al., 2017 [29] e doado ao Laboratério de
Histopatologia Oral da Universidade de Brasilia.

2.3 | MODULACAO DA VIA DE SINALIZACAO PI3K-PTEN-AKT-MTOR

Apos a replicagéo do modelo in vitro, as células foram tratadas com potenciais
moduladores da via PI3K-PTEN-AKT-mTOR.
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Curcumina pura (referéncia: #08511 e peso molecular: 368,38) adquirida da
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA) em forma de po6 foi usada. A foi preparada
diluindo o p6 em dimetil sulsulféxido (DMSO) até a concentracdo de 2,5uM.

Utilizou-se BpV(pic) (referéncia: SML0O885 e peso molecular: 367,27)
adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA) em forma de pd. A stock-
solution foi preparada diluindo o p6 em agua mili-Q até a concentracao de 1uM.

Assim, as células foram tratadas com curcumina 2,5uM e bpV(pic) 1uM logo
apos aplicacdo de RI. Essas concentracdes foram definidas em um estudo anterior
por meio de teste de viabilidade [24,29]. Dessa maneira, 0s experimentos foram
realizados de acordo com 0s seguintes grupos: modelo de mucosite oral (LPS, PG e
IR) + veiculo; modelo de mucosite oral + curcumina (2,5uM); e modelo de mucosite
oral + bpV(pic) (1uM).

2.4 | TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos a uma densidade de
5x10° e incubadas por 24h. Em seguida, os estimulos e tratamentos foram
aplicados em 9 replicatas técnicas de acordo com o grupo experimental. Apds 24h,
10pL de solugdo de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) foram
adicionados e as células foram incubadas, protegidas da luz, por 4h. Em seguida,
foram adicionados 100uL de isopropanol acidificado (25mL de isopropanol + 104uL
de HCI 100%) em cada poco. A toxicidade celular foi aferida comparando-se a
absorbéancia entre 0s grupos experimentais e o grupo controle. A absorbéancia foi
medida a 570nm em uma leitora de microplaca Thermo Plate TP Reader (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).

2.5| CYTOSKELETON MORPHOLOGY

As células foram plaqueadas sobre laminulas estéreis de vidro 18x18 mm
(Menzel Glaser, Thermo Scientific) inseridas em placas de 6 po¢cos com densidade
de 5x10* e incubadas durante 24h. Os tratamentos foram aplicados separadamente
em triplicata de acordo com o0s grupos experimentais. Decorridas 24h dos
tratamentos, as células aderidas as laminulas foram lavadas com PBS (2x), fixadas
com 1mL de paraformaldeido a 4% por 10min, lavadas com PBS (2x),

permeabilizadas com 1mL de Triton 0,1% e lavadas com PBS (2x). Em seguida, o
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citoesqueleto das células foi corado com faloidina (referéncia: P5282) adquirida da
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA) por 40min, as células foram lavadas com
PBS (2x) e os nucleos celulares foram corados com DAPI Fluoromount-G®
(SouthernBiotech). As imagens foram obtidas em um microscopio confocal SP8
LIGHTNING (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e a area do citoplasma, a
area dos nucleos e os diametros celulares foram obtidos com o software ImageJ
[30].

2.6 | STATISTICAL ANALYSES

O teste de viabilidade foi realizado com nove replicatas técnicas e a
imunofluorescéncia com doze replicatas técnicas. Os resultados foram analisados
utilizando o software GraphPad Prism 9 for Windows (GraphPad Software, La Jolla,
CA). O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliar a normalidade dos dados. O
teste paramétrico One-way ANOVA e o teste de Dunnett para andlise multivariavel
foram aplicados para os dados de distribuicdo normal. O teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis foi aplicado para distribuicdo assimétrica. Os dados foram expressos
como média * desvio padrdo (DP) para distribuicdo normal ou como mediana, com
primeiro e terceiro quartil, para distribuicAo assimétrica. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.

3 | RESULTADOS

3.1 | VIABILIDADE CELULAR

ApoOs 24h de tratamento, ambos moduladores ndo apresentaram efeitos
citotoxicos e a bpV(pic) 1uM induziu um aumento da viabilidade celular em
queratinécitos (media + DP: 113,17 + 35,67), em comparagdo com O grupo sem
tratamento. Entretanto, houve diferenca estatistica apenas na viabilidade dos
fibroblastos quando comparados ao grupo controle (DP médio +: 125,79 + 24,15)
(p<0,05), sugerindo atividade mitocondrial otimizada.

O tratamento com curcumina 2,5uM apés 24h atenuou a agresséo promovida
pelos estimulos, aumentando significativamente a viabilidade celular em fibroblastos
(DP meédio +: 133,81 *+ 29,35) quando comparado ao grupo controle (p<0,01),
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enquanto aumentou a viabilidade em queratinécitos sem diferenca estatistica (DP

meédio +: 128,59 + 29,59). A anadlise da viabilidade celular é apresentada na Figura 1.

(A) Queratinécitos (B) Fibroblastos

2004 200 * ¥

9 9 *

£ 150 2 504

0 0

ki 3

2 100 E 100

< S

S 50 S 504
0- 0-
MO + + + MO + + +

bpV(pic) - - bpV(pic) - + -
CIR - - + CR - - +

Figura 1 — Efeitos da curcumina e bpV(pic) na viabilidade celular de queratindcitos e fibroblastos. As
barras representam média + desvio padrdo. SignificAncia estatistica: One-way ANOVA e teste de
Dunnet; * p<0.05; *p<0.01.

3.2 | IMUNOFLUORESCENCIA

O tratamento com bpV(pic) foi capaz de reduzir significativamente a area
citoplasmatica de queratinécitos (Figura 2A) (mediana (IQR): 1173,72 (802,91-
1275,94) bpV(pic) vs. 1091,44 (958,09-1809,49) veiculo) (p<0,001), bem como
curcumina (mediana (IQR): 1143,68 (632,29-1731,81) curcumina vs. 1091,44
(958,09-1809,49) veiculo) (p<0,05), sugerindo aumento da proliferacdo. No entanto,
ndo foram observadas alteracbes morfolégicas na area dos ndcleos (Figura 2B) ou
didametro (Figura 2C) de queratinécitos tratados com bpV(pic) ou curcumina. A

imunofluorescéncia de queratindcitos é apresentada na Figura 3.
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Figura 2 - Efeitos da curcumina e bpV(pic) na area citoplasmatica, area nuclear e diametro de
queratinécitos. As barras representam mediana (IQR). SignificAncia estatistica: teste de Kruskal-
Wallis; * p<0.05; *** p<0.001.

| . | . | .

Figura 3 - Imunofluorescéncia de queratindcitos corados com faloidina (verde) e DAPI (azul) -
Ampliacdo de 63X (barras de escala = 25uM). (A) Grupo controle; (B) Grupo BpV(pic); (C) Grupo
curcumina.

BN

Em relacdo aos fibroblastos, ndo houve diferenca relacionada a area
citoplasmatica (Figura 4A). No entanto, a bpV(pic) aumentou significativamente a
area dos nuacleos de fibroblastos (Figura 4B) (mediana (IQR): 242,45 (107,10-
477,95) bpV(pic) vs. 165,82 (107,98-376,77) veiculo) (p<0,0001). A curcumina
também foi capaz de aumentar a &rea dos nucleos de fibroblastos (mediana (IQR):
211,24 (108,72-451,62) curcumina vs. 165,82 (107,98-376,77) veiculo) (p<0,01),
sugerindo progresséao do ciclo celular. Ndo houve diferenca em relacdo ao diametro
das células (Figura 4C) A imunofluorescéncia dos fibroblastos é apresentada na
Figura 5.
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Figura 4 - Efeitos da curcumina e bpV(pic) na &rea citoplasmatica, area nuclear e didmetro de
fibroblastos. As barras representam mediana (IQR). SignificAncia estatistica: teste de Kruskal-Wallis;
** p<0.005; **** p<0.0001.
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Figura 5 - Imunofluorescéncia de fibroblastos corados com faloidina (verde) e DAPI (azul) -
Ampliacdo de 63X (barras de escala = 25uM). (A) Grupo controle; (B) Grupo BpV(pic); (C) Grupo
curcumina.

4 | DISCUSSAO

N&o ha uma intervencao padronizada para a MO e o tratamento atual dos
pacientes € focado na prevencdo de infec¢cbes secundarias, alivio da dor e
manutencdo do suporte dietético [11]. Nesse contexto, moduladores da via de
sinalizacdo PI3K-PTEN-AKT-mTOR, como bpV (pic) e curcumina, representam uma
potencial abordagem, uma vez que essa via estd ligada a importantes funcdes
celulares, incluindo proliferacao celular, sobrevivéncia e, portanto, reparo de lesdes.
[31].

O processo de reparo € um mecanismo complexo em resposta a uma
agressao envolvendo varias vias intracelulares e intercelulares para restaurar a
integridade tecidual e a homeostase. [32]. Inflamac¢édo, nova formacéo de tecido e
remodelacdo sdo os trés estagios classicos do reparo que ocorrem de forma

sobreposta e requerem migracdo e proliferacdo celular. [33]. Da mesma forma, o
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citoesqueleto celular, composto por microfilamentos, microtibulos e filamentos
intermediarios, integra e orquestra funcdes responsaveis por muitos mecanismos
celulares, como motilidade, migracao, diferenciacéo e proliferacao celular [34].

Em relacdo a morfologia celular, ambos tratamentos foram capazes de reduzir
significativamente as areas citoplasmaticas de queratinécitos, sugerindo aumento da
proliferagdo, uma vez que a quantidade de citoplasma em relacdo ao nucleoplasma
€ menor em ceélulas com proliferacdo ativa. [35]. Em contraste, os tratamentos
aumentaram significativamente a éarea dos nucleos de fibroblastos, indicando
progresséo do ciclo celular, uma vez que o aumento da transcricdo € facilitado em
ndcleos maiores. [36].

A curcumina parece ter um efeito bidirecional em relacdo as diferencas entre
células neoplasicas e ndo neoplasicas e de acordo com Ma et al., 2021 [25], essas
diferencas podem ser analisadas levando-se em consideracdo diferentes tipos de
células, doses de farmacos e métodos experimentais. Apesar de altas doses de
curcumina ja terem sido sugeridas para a modulacdo da via PI3K em células
tumorais [24,37], doses mais baixas desse composto para sinalizacao de reparo em
células ndo neoplasicas é bem estudada e essa hipotese transforma a curcumina
em uma alternativa promissora também para o reparo de lesbes de MO. Com o
objetivo de evitar lesbes cronicas, ja existem varias formulagdes de curcumina
tépica, como emulsao, fibras, filmes, hidrogéis e nanoformulac¢ées. [38]. Uma revisédo
sisteméatica de ensaios clinicos de 2019 [13] conclui que a curcumina € eficaz no
controle da sintomatologia da mucosite oral.

Além disso, o bpV(pic) aplicado topicamente € uma potencial abordagem
terapéutica para melhorar o processo de reparo em lesdes da mucosa, de acordo
com uma revisdo sistematica de 2020 [27]. Esse evento tem relagdo com uma
regulacdo positiva da via PI3K causada pela inibicdo reversivel de PTEN,
promovendo maior proliferacdo e migracéo celular [39]. Esses dados convergem
com nossos achados no modelo in vitro de MO.

Assim, além da dificuldade na ingestéao alimentar e na capacidade de fala dos
pacientes, a necessidade de nutricAo parenteral, maior administracdo de
analgésicos sistémicos, tratamento de infecgbes sistémicas e internacdes
prolongadas aumentam o custo para o tratamento da MO (de 4,18 para 299.214,14
USD por ano) impactando tanto o orcamento dos pacientes quanto os sistemas
publicos de saude. [40].
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Dessa forma, a inclusdo do bpV(pic) e da medicina tradicional usando
curcumina nas possiveis intervencdes para MO é uma possibilidade de oferecer
acesso a cuidados econdmicos e eficazes para pacientes com MO, uma vez que as
pesquisas atinjam alto nivel de evidéncia.

5] CONCLUSAO

A curcumina e bpV(pic) sédo efetivos em modelos in vitro de MO, induzindo
proliferacéo e sobrevivéncia celular e reforcando a evidéncia atual disponivel de que
poderiam ser um tratamento adjuvante da mucosite. Portanto, nosso estudo é capaz
de auxiliar a elucidar os mecanismos biolégicos por tras dos efeitos positivos
observados clinicamente.
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