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RESUMO

A mucosite oral (MO) é uma inflamacdo da mucosa oral e orofaringea frequentemente associada
ao tratamento de cancer de cabeca e pescoco (CCP) com quimioterapia (QT) e/ou radioterapia
(RT). A condicdo esta relacionada a ativacao da via inflamatoria NF-«xB, resultando em dor intensa,
ulceracéo e risco de infeccdo secundaria. Este estudo investigou os efeitos anti-inflamatorios do
glicirrizinato dipotassico (DPG) e da quercetina (QCT) em modelos celulares de MO, utilizando
as linhagens FaDu e SCC-25 sob estimulo de cisplatina (CPT), farmaco amplamente empregado
no tratamento oncologico.As analises incluiram ensaios de viabilidade celular (MTT), proliferacéo,
citometria de fluxo para avaliacdo de apoptose e ciclo celular, além de gPCR para quantificacdo da
expressdo génica de TNF-a, IL-1p e INOS. Todos os grupos tratados com DPG ou QCT,
isoladamente ou combinados a CPT, foram comparados a controles tratados exclusivamente com
CPT. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de disco-difusdo, e a pureza dos
compostos foi confirmada por espectrometria de massa. Nas células de queratindcitos humanos
HaCaT, a cisplatina apresentou efeito dependente de concentragdo e tempo, com ICz de 20
KM/48h, associado a reducdo da viabilidade celular e a alteragdes morfoldgicas.Nas células FaDu,
a CPT apresentou efeito subcitotdoxico (IC20 = 20 uM/48h). O DPG mostrou atividade anti-
inflamatoria com 1Cz0 de 30 uM/48h, enquanto a QCT exibiu IC20 de 60 pM/72h. A combinagao
DPG+CPT aumentou a proliferagdo celular (p=0,0200-0,0400) e modulou a via NF-kB. Nas
ceélulas SCC-25, a CPT apresentou efeito citotoxico em concentragdes >50 uM/72h. O DPG (IC20
=35 uM) e a QCT (IC2 = 80 uM) exerceram efeitos protetores parciais quando combinados com
CPT (10-20 uM).O DPG reduziu significativamente a fase G1 do ciclo celular e aumentou a fase
S (p<0,0500), tanto isolado quanto em combinacdo com CPT, além de diminuir a apoptose
(p=0,0100 e p=0,0009, respectivamente). A CPT elevou a expressdo de TNF-a ¢ INOS, enquanto
0 DPG reduziu ambas (p<0,0500), e o efeito combinado DPG+CPT reforgou essa tendéncia. A
QCT apresentou reducdo discreta, mas significativa, especialmente para INOS (p=0,0200).Em
SCC-25, a CPT apresentou IC20 de 30 uM/24h, o DPG de 35 uM/48h e a QCT de 80 uM/72h. As
alteracdes no ciclo celular foram minimas, exceto leve reducdo na fase G1 em células tratadas com
CPT. A combinacdo DPG+CPT reduziu expressivamente a apoptose (p=0,0009). A CPT aumentou
TNF-a (p=0,0200) e IL-1B (p=0,0020), enquanto o0 DPG reduziu ambas as expressdes, sendo mais
eficaz em combinagdo com CPT (p<0,0500). A QCT também reduziu significativamente TNF-o,
IL-1B e INOS, isoladamente e em associagdo com CPT.Nenhum dos compostos apresentou
atividade antimicrobiana significativa, o que pode favorecer a preservacdo da microbiota oral
durante o tratamento oncoldgico. A caracterizacdo quimica confirmou a pureza e a identidade dos
compostos, validando sua aplicabilidade experimental.Conclui-se que DPG e QCT possuem
potencial anti-inflamatorio promissor, com eficacia na modulacdo da resposta inflamatoria e
reducdo de marcadores pro-inflamatorios induzidos por CPT. Esses achados reforcam o potencial
terapéutico dos compostos no manejo da mucosite oral associada a quimioterapia.

Palavras-chave: Mucosite Oral, Céncer de Cabeca e Pescogo, Quercetina, Células, anti-
inflamatorio.



ABSTRACT

A oral mucositis (OM) is an inflammation of the oral and oropharyngeal mucosa frequently
associated with the treatment of head and neck cancer (HNC) with chemotherapy (CT) and/or
radiotherapy (RT). The condition is related to the activation of the inflammatory NF-kB pathway,
resulting in severe pain, ulceration, and risk of secondary infection. This study investigated the
effects of dipotassium glycyrrhizinate (DPG) and quercetin (QCT) in cellular models of OM, using
the FaDu and SCC-25 cell lines under cisplatin (CPT) stimulation, a drug widely used in
oncological treatment. The analyses included cell viability (MTT) and proliferation assays, flow
cytometry for apoptosis and cell cycle evaluation, as well as gPCR for quantification of gene
expression of TNF-a, IL-1B, and INOS. All groups treated with DPG or QCT, alone or in
combination with CPT, were compared with controls treated exclusively with CPT. Antimicrobial
activity was evaluated using the disk-diffusion method, and compound purity was confirmed by
mass spectrometry. In human HaCaT keratinocytes, cisplatin showed a concentration- and time-
dependent effect, with an ICz of 20 puM/48h, accompanied by reduced cell viability and
morphological alterations.In FaDu cells, CPT showed a subcytotoxic effect (IC20 = 20 uM/48h).
DPG showed an ICx of 30 pM/48h, whereas QCT exhibited an IC2 of 60 uM/72h. The
combination of DPG+CPT increased cell proliferation (p = 0.0200-0.0400) and modulated the NF-
kB pathway. In SCC-25 cells, CPT showed a cytotoxic effect at concentrations higher than 50
UM/72h. DPG (IC20 = 35 uM) and QCT (IC20 = 80 uM) exerted partial protective effects when
combined with CPT (10-20 uM).DPG significantly reduced the G1 phase of the cell cycle and
increased the S phase (p < 0.0500), both alone and in combination with CPT, in addition to reducing
apoptosis (p = 0.0100 and p = 0.0009, respectively). CPT increased the expression of TNF-a and
INOS, whereas DPG reduced both (p < 0.0500), with this effect being more evident in the
DPG+CPT combination. QCT promoted a discrete but significant reduction, especially for INOS
(p = 0.0200).In SCC-25 cells, CPT showed an IC20 of 30 uM/24h, DPG of 35 uM/48h, and QCT
of 80 uM/72h. Changes in the cell cycle were minimal, except for a slight reduction in the G1
phase in CPT-treated cells.

Keywords: Oral Mucositis.Head and Neck Cancer.Quercetin.Cells.Anti-inflammatory.
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1. INTRODUCAO
1.1. A mucosite oral

A mucosite oral (MO) é uma resposta inflamatoria aguda das mucosas bucal e
orofaringea frequentemente desencadeada por tratamentos oncologicos como quimioterapia
(QT) e radioterapia (RT). A incidéncia de MO durante a QT isolada varia entre 20-40%,
dependendo do tipo e dose do agente quimioterapico utilizado (Bowen et al., 2019; Pacheco
et al., 2023). Em pacientes com CCP, a MO induzida pela RT afeta até 90% dos casos, com
uma alta prevaléncia de formas graves, especialmente em tratamentos combinados com QT
(Bowen etal., 2019; Sonis et al., 2004). Ainda, novas terapias-alvo, como inibidores de mTOR,
tém introduzido formas adicionais de toxicidade oral, como a estomatite associada a esses
agentes, que se caracteriza por lesdes dolorosas menores e de resolucdo mais rapida do que a
MO convencional (Vadhan-Raj et al., 2023).

Estudos recentes demonstraram que tanto o tipo de radiacdo (fétons e prétons) quanto a
infeccdo por papilomavirus humano (HPV) com superexpressdo da proteina pl6 estdo
associados a gravidade da MO em pacientes com CCP (Elad et al., 2020; Pacheco et al., 2023).
A proteina p16, codificada pelo gene CDKN2A, é um importante biomarcador para infeccao
por HPV, uma vez que, sua superexpressao em tumores HPV-positivos esta relacionada a
inativacdo da proteina do retinoblastoma (Rb) pela proteina E7 do HPV, o que desregula o
ciclo celular e promove proliferacao celular descontrolada (Pacheco et al., 2023; Agrawal et
al., 2011). A superexpressdo de p16 pode ser detectada por imunohistoquimica e usada como
marcador para tumores HPV-positivos, principalmente no carcinoma orofaringeo, que tende a

ter um progndstico mais favoravel (Marur et al., 2015).

No Quadro 1 estdo apresentados 0s quimioterapicos mais comumente relacionados a MO

no paciente oncolodgico e situacdes em que sdo utilizados.

QUADRO 1. Quimioterapicos mais comumente relacionados & mucosite oral no paciente oncolégico e tipos

de cancer. Continua
Quimioterapicos Uso
Fluoruracila Céncer de mama, cancer pancreatico, cancer gastrico, cancer de colo retal

Citarabina Leucemias (mielocitica crénica, linfocitica aguda, ndo linfociticas agudas)
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Conclusao
Bleomicina Linfomas: Hodgkin e ndo-Hodgkin, carcinoma de células escamosas de CCP,
derrame pleural maligno
Doxorrubicina Cancer de mama, leucemia e linfoma, tumores s6lidos metastaticos, sarcoma de
partes moles
Metotrexato CCP, cancer de mama, osteossarcoma, profilaxia e tratamento de linfoma ou

leucemia meningea, linfomas (ndo-Hodgkin e de Burkitt), tumores sélidos
inoperaveis, neoplasias trofoblésticas gestacionais, leucemias linfociticas
agudas, cancer de pulmédo (pequenas células)

Etoposideo Linfoma Hodgkin e ndo-Hodgkin, leucemias agudas (monocitica e mielocitica),

tumores de testiculo e cancer de pulmédo (pequenas células)

Complexos de | Céncer de ovario metastatico, cancer de testiculo metastatico, cancer de bexiga
coordenacdo  de | (avangado), carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco, cancer de colo uterino
platina (incluindo
cisplatina e

carboplatina)

Everolimo Cancer de mama avancado, tumores neuroenddcrinos avancgados localizados no
estdbmago, intestino, pulm&o ou pancreas, carcinoma avancado de células renais,
angiomiolipoma renal associado ao complexo de esclerose, e astrocitoma

subependimario de células gigantes, também relacionado a esclerose tuberosa

Tensirolimo Tensirolimo, também conhecido como Torisel, é indicado para o tratamento de

carcinoma de células renais avancado

Fonte: Consulta remédios, 2024; CCP: cancer de cabega e pescogo

As abordagens para a prevencdo e tratamento da MO em pacientes oncoldgicos
continuam a evoluir, envolvendo intervengdes farmacologicas e ndo farmacologicas. Entre as
opcOes farmacoldgicas mais atualizadas, o0 uso de agentes como a vitamina E, enxaguantes
com dicluconato de clorexidina, e anti-inflamatorios como a benzidamina permanecem
comuns. Além disso, ha um foco em tratamentos antifingicos, como nistatina, cetoconazol e

fluconazol, particularmente para prevenir infeccbes oportunistas. O manejo da dor inclui



analgésicos sistémicos e anestésicos locais, como lidocaina viscosa, gel de tetraciclina e
hidrocloreto de diclonina, que proporcionam alivio local. Recentemente, o uso de fatores de
crescimento como o palifermin, um fator recombinante de crescimento de queratindcitos, tem
se mostrado eficaz na reducéo da severidade da MO. Além disso, a terapia com laser de baixa
poténcia tem ganhado destaque como abordagem ndo farmacologica e cada vez mais
reconhecida como uma medida eficaz para reduzir a inflamacgdo e acelerar a cicatrizacéo,
proporcionando beneficios em pacientes em tratamento com RT e/ou QT (Sroussi et al., 2017,
Lalla et al., 2023; Migliorati et al., 2021; Lalla et al., 2023).

As abordagens ndo farmacolégicas para o0 manejo da MO continuam sendo uma parte
essencial do cuidado durante a terapia oncoldgica. Estas incluem a higiene bucal rigorosa, com
escovacdo suave dos dentes e uso de enxaguantes bucais ndo irritantes. O acompanhamento
regular com um dentista é fundamental para identificar e tratar problemas orais precocemente.
Cuidados nutricionais, como evitar alimentos picantes, &cidos ou muito duros, e a exclusao de
alcool e tabaco, também sdo importantes para minimizar a irritacdo da mucosa. A hidratacao
constante da boca e dos labios ajuda a aliviar o desconforto e prevenir complicacfes
secundarias (Lalla et al., 2023; Migliorati et al., 2021). H& medidas que devem ser

continuamente reforgcadas durante a terapia oncolégica apresentadas na Tabela 1.
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TABELA 1. Alternativas para prevencdo e tratamento de suporte para mucosite oral durante terapias

oncoldgicas. Continua

QT

Prevengéo Crioterapia oral por 30 minutos: aplicar gelo na
cavidade bucal ou bochechos com &gua gelada para
pacientes recebendo QT com 5-fluorouracil em bolus
ou para os que receberam altas doses de melfalano
(com ou sem irradiagdo corporal total, no regime de

condicionamento de transplante de células-tronco

hematopoiéticas)

RT

Prevencdo  (reduz  frequéncia e Cloridrato de benzidamina 0,15%: bochechar 15mL

severidade) da solucdo, de 4 a 8x/dia. Iniciar antes da RT e




Conclusdo

continuar por 2 a 3 semanas. Indicada para pacientes
em RT com dose moderada: até 50 Gy

QT elouRT
Prevencao/Analgesia e reparo? -Fotobiomodulacdo com laser de baixa poténcia
-PDT
Analgesia topica - Doxepina 0,5%: bochechar 5 mL conforme

necessario, 3 a 6x/dia

- Lidocaina 2% gel ou spray: aplicar 30 minutos antes
das refeigdes, ao longo dia, conforme a duragdo dos

sintomas

- O uso de medicamentos adjuvantes, como
antidepressivos triciclicos e gabapentina, pode ser
considerado para 0 manejo da dor associada a mucosite
induzida por radiacdo.

Analgesia sistémica? - Morfina solugdo oral 10mg/mL ou comprimido de
10mg: dose inicial: 2,5mg (8 gotas®) a 5mg (16 gotas®
ou meio comprimido), de 4/4h (ou 6/6h ou 8/8h se

insuficiéncia renal ou hepatica grave)

- Dose usual de manutencgdo: 10 a 15mg de 4/4h (ou

6/6h ou 8/8h se insuficiéncia renal ou hepatica grave)

'Em pacientes que poderdo se beneficiar da laserterapia, deve-se avaliar diariamente a cavidade bucal do
primeiro ao Gltimo dia de aplicacdo. 'Para que a PDT antimicrobiana seja efetiva, é necessario padronizar
parametros como tipo e concentragdo do fotossensibilizador, tempo e condi¢des de irradiagdo, além de
considerar fatores microbianos, celulares e do meio: 2A analgesia sistémica é reservada para 0s casos em que 0
uso de medicamentos tépicos ndo for suficiente para o alivio dos sintomas. O uso anti-inflamatérios nédo
esteroidais ndo é indicado, sendo opioides fortes a primeira escolha no controle da dor moderada a forte
relacionada & mucosite. 3Iniciar com dose mais baixas em idosos frageis, pacientes com caquexia, insuficiéncia

renal ou hepatica graves

Fonte: Rubenstein et al. (2004), Peterson et al. (2015), Kumar (2019), Cruz (2015), Negrin (2021), Ministério da Satde (2022),
TelessaldeRS-UFRGS (2022) adaptado de Elad et al. (2020). QT: Quimiotrapia e RT: Radioterapia. PDT: Terapia Fotodinamica
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1.2. Mucosite oral e microbiota oral

A microbiota oral desempenha fungées cruciais, incluindo a sintese de compostos que
auxiliam na degradacdo de substancias toxicos, modulacéo do sistema imunolégico e formacao
de uma barreira protetora contra a colonizacdo de patdgenos pela producdo de substancias
inibitorias antimicrobianas (Gaetti-Jardim et al., 2018). Entretanto, quando em desequilibrio,
essa mesma microbiota, devido a sua diversidade e potencial de viruléncia, pode se tornar
patogénica. Isso se deve ao seu carater anfibiotico, que permite que microrganismos,
normalmente comensais, passem a expressar fatores de viruléncia, gerando inflamacéao e danos
ao hospedeiro. Esse estado de disbiose esta associado a um maior risco de diversas patologias,
incluindo a MO, ao desregular as respostas imunoldgicas locais e sistémicas (Hou et al., 2018;
Gaetti-Jardim et al., 2018). Portanto, a desregulacdo da microbiota oral ndo apenas afeta o
equilibrio microbiano, mas também pode agravar condicdes inflamatdrias, exacerbando a
gravidade da MO.

Em individuos saudaveis, a microbiota oral € composta por diferentes grupos
bacterianos, dependendo da regido da cavidade oral. Na mucosa 0s géneros predominantes
incluem Streptococcus e Haemophilus; em biofilmes supra- e subgengivais os principais
microorganismos encontrados sd@o Actinomyces e Prevotella, respectivamente (Vidal-
Casariego et al., 2015; Bulacio et al., 2012). No sulco gengival, predominam anaerdbios
obrigatorios, incluindo Prevotella, Veillonella, Corynebacterium, Fusobacterium e Rothia
(Stringer & Logan, 2015). Nos labios sdo encontrados anaerobios facultativos como
Streptococcus e em menor frequéncia Veillonella, Neisseria e Candida (Stringer & Logan,
2015). Nas bochechas e na lingua, Streptococcus, Actinomyces e Haemophillus (Stringer &
Logan, 2015). A microbiota salivar é um reflexo de diferentes areas da cavidade oral, ndo
sendo considerada como tendo uma microbiota residente especifica (Marsh et al., 2016). Além
de bactérias, fungos como leveduras do género Candida também sdo frequentemente

encontrados na cavidade oral (Tomkovich & Jobin, 2016).

As neoplasias juntamente com as terapias antineoplasicas citotoxicas como QT e RT,
causam mielossupresséo, levando a reducédo da atividade da medula dssea e consequentemente
na diminuicao significativa producao de células do sistema imunoldgico durante o tratamento

(Stringer & Logan, 2015). Além disso, essas terapias afetam a diversidade do microbioma oral,
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0 que pode contribuir para disbiose e favorecer infecgdes oportunistas (Schuurhuis et al., 2016;
Mok et al., 2017; Yang et al., 2018). Ainda, tratamentos antitumorais distintos resultam em
diferentes alteracdes do microbioma oral (Xu et al., 2014; Chen et al., 2015). Por exemplo, a
RT induz mudancas significativas na composicdo microbiana, e essas alteracdes variam
dependendo das mutagdes associadas ao cancer e a progressdo tumoral (Schuurhuis et al.,
2016; Zhu et al., 2017; Zhao et al., 2017) A RT, com ou sem QT adjuvante, leva ao aumento
de certos grupos bacterianos, incluindo Proteobacteria, Spirochaetes, Treponema,
Fusobacteria, Actinobacteria, e também de leveduras como Candida albicans, C. tropicalis e
C. parapsilosis (Vanhoecke et al., 2015; Zhu et al., 2017; Raj et al., 2017; Hou et al., 2018;
Kawashita et al., 2018). Com aumento da RT observa-se a diminuicdo de Fusobacteria,
Prevotella, Leptotrichia e Campylobacter, demonstrando uma mudanca progressiva no

microbioma a medida gque o tratamento avanca (Zhu et al., 2017; Hou et al., 2018).

Além disso, a xerostomia causada pelos danos as glandulas salivares durante a RT e QT
reduz o fluxo salivar, o que compromete as funcGes protetoras da saliva, como a presenca de
enzimas e anticorpos essenciais para a manutencéo de um microbioma saudavel (Gaetti-Jardim
et al., 2018). Na verdade, a relacdo entre microrganismos especificos e a gravidade da MO foi
investigada (Zhu et al., 2017; Hou et al., 2018; Gaetti-Jardim et al., 2018). Durante o
tratamento com RT, a colonizacédo bacteriana da orofaringe, especialmente por bactérias gram-
negativas e bacilos entéricos, esta associada a graus elevados de MO (graus Il e 1V), enquanto
0 aumento de espécies de leveduras, como Candida, agrava ainda mais a condicdo,
especialmente em pacientes com baixa contagem de linfocitos (Hou et al., 2018; Gaetti-Jardim
etal., 2018).

1.3. A classificacdo da MO

A lesdo causada pela MO pode causar um intenso desconforto e dor, afeta a capacidade
de degluticdo e fala e consequentemente a qualidade de vida do paciente (Hou et al., 2018).
Para facilitar a avaliacdo da gravidade da MO, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
desenvolveu um sistema de classificacdo que categoriza a severidade das lesdes com base em
caracteristicas como aparéncia, tamanho, presenca de ulceracdes, e o impacto funcional no
trato gastrointestinal, incluindo a capacidade de alimentacdo e hidratagcdo do paciente. Esse

sistema é amplamente utilizado em ensaios clinicos e na pratica clinica como uma ferramenta
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para monitorar a evolucdo da condicdo e ajustar o tratamento conforme necessario. A
classificacdo da OMS é uma das formas mais aceitas de avaliacdo da MO, fornecendo uma
abordagem padronizada que permite comparar a gravidade dos casos e medir a resposta ao
tratamento (Zhu et al., 2017; Gaetti-Jardim et al., 2018) (Tabela 2).

TABELA 2. Classifica¢do da mucosite oral segundo a Organizagdo Mundial de Satde.

Classificagéo Alteracdes
Grau0 N&o hé alteragGes na mucosa
Graul Vermelhidéo e inchago na mucosa
Grau 2 Presenca de pequenas feridas e dificuldade de ingerir solidos
Grau 3 Existem feridas e apenas ingestdo de liquidos
Grau 4 Sem a possibilidade de ingestéo oral, seguindo de internagdo

Fonte: WHO handbook for reporting results of cancer treatment. Geneva: World Health Organization; 1979.

O risco, a gravidade e a duracdo da MO sdao influenciadas por maltiplos fatores,
incluindo a severidade da condi¢do, o tipo de tratamento administrado e caracteristicas
individuais do paciente, como sexo, predisposi¢do genética, idade, habitos alimentares, estado
de saude bucal e higiene. A funcédo salivar normal também € um fator crucial, assim como
exposicao ao tabaco e alcool (Albuquerque et al., 2007; Menezes et al., 2014). Além disso,
comorbidades como diabetes, hipertensdo e cardiopatias podem agravar o quadro de MO
(Tomkovich & Jobin, 2016; Marsh et al., 2016). No contexto da RT, é fundamental considerar
o local a ser irradiado, a taxa de acumulacgéo de cada dose de radiagéo e o agente QT utilizado,
uma vez que diferentes medicamentos e protocolos podem apresentar variagdes significativas

nos efeitos colaterais, incluindo a incidéncia de MO (Menezes et al., 2014; Gao et al., 2015).

Os tratamentos para a MO variam conforme o0s sintomas e o grau da inflamacao
apresentado. Em geral, as intervenc6es sdo direcionadas ao alivio dos sintomas, permitindo
que o paciente se alimente de forma mais confortavel e reduzindo o desconforto ao longo do
dia (Tua Saude, 2019; Kauffmann et al., 2023). O manejo adequado da MO ¢ essencial para
melhorar a qualidade de vida dos pacientes em tratamento oncoldgico e pode incluir desde

medidas paliativas até intervencdes mais especificas, dependendo da gravidade da condicéo.
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1.4.Cancer de cabeca e pescogo

A maioria dos subtipos de CCP se inicia nas células escamosas que revestem as
superficies imidas como dentro da boca, nariz e garganta. Assim, o CCP engloba tumores de
labios, cavidade oral, faringe, laringe, cavidade nasal e tireoide, sendo que geralmente, ndo

demonstram sintomas em fase inicial (Oncoguia, 2022).

Os CCP, particularmente os localizados na cavidade oral e laringe, estdo entre os dez
tipos de cancer mais incidentes na populacao global. As regides com maior incidéncia incluem
o sul e sudeste asiético, india, Franca e Melanésia, onde fatores como o consumo de tabaco,
alcool e a infeccdo pelo HPV contribuem significativamente para o aumento dos casos (Bray
et al., 2020; Globocan, 2023). No que diz respeito a distribuicdo anatdmica, aproximadamente
44-45% dos casos de CCP ocorrem na cavidade oral, seguidos pelos canceres de laringe com

30-31%, e faringe com cerca de 25% dos casos (Ferlay et al., 2021).

O cancer de cabeca e pescoco ocupa a 62 posi¢cdo entre os tipos de cancer mais comuns
no Brasil (INCA,2023). A previsdo para 0 ano de 2022 foi que surgissem 36.620 novos casos
de CCP, sendo 19.480 em homens e 17.140 em mulheres. Esse total representou a somatoria
dos canceres de cavidade oral (boca) (total 15.190 casos), sendo 11.180 em homens e 4.010
em mulheres; 7.650 total de casos com cancer de laringe, sendo 6.470 em homens e 1.180 em
mulheres; 13.780 total de casos com cancer na tireoide, sendo 1.830 em homens e 11.950 em
mulheres (SBCCP, 2022). O INCA estimou que, no Brasil, em 2023, haveriam cerca de 39.550
novos casos de CCP, abrangendo canceres da cavidade oral, tireoide e laringe. Considerando
apenas 0s casos relacionados a CCP, a projecdo para o triénio 2023-2025 é de um total de

118.650 novos casos, com uma previsdo anual de 39.550 casos (SBCCP, 2023).

Os fatores de risco para o desenvolvimento desses tumores incluem predisposicao
genética, habitos de vida como consumo de tabaco e alcool, além de influéncias
socioecondmicas, condi¢des laborais e a infeccdo por agentes virais como o HPV e o virus de
Epstein-Barr (EBV) (Sanarmed, 2017). Entretanto, o tabagismo é o principal fator de risco
para a doenca, sendo correlacionado com a intensidade e duracao do habito de fumar. O cigarro
contém nitrosaminas e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, carcindgenos responsaveis
pelo maior risco para este tipo tumoral devido principalmente de alteragéo do perfil molecular

por acumulo de mutacbes em oncogenes, genes supressores tumorais e genes de reparo
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(Hashibe et al., 2007).

Um dos principais desafios no tratamento do CCP, particularmente o carcinoma
epidermdide, é o diagndstico tardio. Aproximadamente 70% dos casos sdo detectados ja em
estagios avancados (I11 e 1V), o que reduz significativamente as opcBes de tratamento e piora
0 progndstico. Esse atraso no diagnostico ocorre, em grande parte, devido a auséncia de
sintomas especificos nas fases iniciais ou a sintomas que podem ser confundidos com outras
condi¢cdes menos graves, dificultando a busca precoce por atendimento especializado. Esses
fatores reforcam a importancia de campanhas preventivas e estratégias de triagem para a

deteccdo precoce e melhoria da qualidade de vida dos pacientes (Sanarmed, 2017).

Nos estégios iniciais, a cirurgia é a op¢do de tratamento mais indicada, ja que, embora a
radioterapia apresente eficacia semelhante, esta associada a maiores sequelas a longo prazo e
a um tratamento mais prolongado. Quando a cirurgia ndo é viavel e ndo se pode optar por uma
abordagem curativa, 0 manejo desses pacientes torna-se delicado, pois, independentemente da
terapéutica escolhida, a integridade fisica sera comprometida, o que pode gerar sofrimento
psicoldgico e alteracbes na autoimagem devido as mutilagoes frequentes (Cardoso et al., 2009;
Konradsen et al., 2009).

1.5. Estadiamento do cancer de cabeca e pescogo

A extensdo da doenca no momento do diagnéstico € um fator-chave para definir o
progndstico e determinar qual o melhor tratamento. O sistema de estadiamento comumente
utilizado para os tumores de cabeca e pescoco é o sistema TNM (tumor linfonodo metastase).
Esse sistema classifica os canceres de acordo com o tamanho e a extensdo do tumor primario
(T), o envolvimento dos linfonodos regionais (N) e a presenca ou auséncia de metastases (M).
Recentemente, incorporaram-se novos fatores progndsticos ndo anatémicos na classificagéo.
Os tumores sdo classificados de acordo com os sistemas de estadiamento dos respectivos
grupos: labio e cavidade oral, faringe, laringe, cavidade nasal e seios paranasais e glandulas
salivares. Em geral, os canceres sédo classificados entre estadios 0 e 1V, sendo os tumores

iniciais classificados como estadios 0 e I. (Greene et al., 2002; Oncologia Americas, 2022).

De uma forma geral, T1 a T3 descrevem um tamanho crescente do sitio primario,

enguanto T4 envolve a invasdo de uma estrutura adicional, como 0sso, cartilagem ou base da
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lingua. O envolvimento dos linfonodos cervicais é classificado como N1, N2 ou N3, com base
no namero, localizagdo e tamanho dos linfonodos envolvidos. O estadiamento é consistente
para todos os sitios anatbmicos, exceto no caso do cancer nasofaringeo, em que a localizagéo

do linfonodo € levada em consideracdo (Greene et al., 2002).

Clinicamente, o CCP pode ser classificado em trés grupos principais: 1) Doenca inicial
(estégios | e 1), que se caracteriza pela presenca de pequenas lesdes priméarias T1 e T2 sem
envolvimento clinicamente detectavel de linfonodo; 2) Doenca locorregionalmente avancada
(estagios Il e 1V), caracterizada pela presenca de grandes tumores primarios que podem ou
ndo ser extirpaveis e, possivelmente, por um envolvimento clinico significativo do linfonodo
na auséncia de metastases distantes detectaveis; 3) Doenca recorrente ou metastatica,
caracterizada pela recidiva tumoral local ou regional apds a cirurgia ou RT, bem como pela

identificacdo de metastases distantes do sitio primario (Medicina NET, 2012.).

O manual de estadiamento do cancer conhecido como American Joint Committee on
Cancer (AJCC) contém alteracdes importantes introduzidas nas classificacfes de estadiamento
do CCP. Notavelmente, incluiu uma descricao dos tumores avangados (estagio IV, subdividido
em IVa ou doenca extirpavel avancada e IVb ou doenca nao extirpavel avancada) e doenca
metastatica (estagio IVc) (Greene et al., 2002). As classificacbes mais recentes tém como

objetivo identificar pacientes que sejam candidatos a terapia curativa.

Diferente de outras malignidades, o CCP continua sendo, predominantemente, uma
doenca que afeta principalmente as regifes locais e regionais. Mesmo em pacientes com
doenca em estagio avancado, metastases a distancia sdo relativamente raras no momento do
diagndstico. No entanto, estudos indicaram que até 20-30% dos pacientes desenvolvem
metastases distantes, com pulmdes, 0ssos e figado sendo os locais mais comumente afetados
(Machiels et al., 2020).

De forma interessante, Prof. Dr. Luiz Paulo Kowalski, professor titular de oncologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo e Centro de Referéncia em Tumores de
Cabeca e Pescoco A.C. Camargo, alertou que aproximadamente 70-80% dos casos de CCP
sdo diagnosticados apenas em estagios avancgados. O especialista atribui esse diagnostico
tardio a falta de conhecimento de médicos responsaveis pelo atendimento inicial, que ndo sdo

frequentemente especializados no reconhecimento das leses, bem como a tendéncia dos
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pacientes de confundirem os sintomas com condigdes benignas, como aftas ou outras afecgdes

menos graves (Oncoguia,2023).

O tipo histoldgico mais comum de CCP é o carcinoma espinocelular, também conhecido
como carcinoma de células escamosas, que representa cerca de 90% dos casos. Esse tipo de
tumor é mais frequente em homens, em grande parte devido a fatores de risco como tabagismo
e consumo excessivo de é&lcool, aléem da infeccdo pelo virus do HPV em algumas
sublocalizagcbes, como a orofaringe (Bray et al., 2020; INCA, 2023). A maioria dos
diagnosticos de CCP continua a ser realizada em estagios avancados, 0 que impacta
negativamente o prognostico e a sobrevida dos pacientes. A deteccdo tardia esta
frequentemente associada a auséncia de sintomas nos estagios iniciais e a falta de

conscientizacdo sobre os fatores de risco (SanarMed, 2023).
1.6. Cancer de cabeca e pescogo versus mucosite oral

A CPT ¢ indicada no tratamento de carcinomas espinocelulares de cabeca e pescogo,
sendo utilizada em associagdo a outros quimioterapicos aprovados, além de atuar como terapia
adjuvante a intervencdes cirurgicas e/ou radioterapicas (Consulta Remédios, 2024). Este
medicamento é frequentemente administrado em combinacdo com outros farmacos, como o 5-
fluorouracil (5-FU) e docetaxel, especialmente em esquemas de tratamento que visam
melhorar a eficacia na reducao dos tumores. Além disso, o carboplatina é outra opcéo popular,
geralmente utilizada em combinagdo com o 5-FU para otimizar os resultados terapéuticos. A
CPT pode ser administrada de forma adjuvante (ap06s a cirurgia) ou neoadjuvante (antes da
cirurgia) e também é utilizada em tratamentos de quimiorradiacdo, onde é administrada junto
com a RT para aumentar a eficacia do tratamento (D"Souza et al., 2016; Cance et al., 2017;
Guo et al., 2018; NCI, 2023).

A CPT € um agente QT da classe dos analogos de platina, amplamente utilizado por sua
capacidade de inibir o crescimento e a proliferacdo de células cancerigenas atraves da
formac&o de ligacOes cruzadas no DNA, resultando em apoptose celular. Sua administragéo é
frequentemente combinada com outros medicamentos para maximizar a eficacia no tratamento

de diversos tipos de cancer (St. Jude Children's Research Hospital, 2024).

A CPT, quando administrada em regimes de poliquimioterapia, tem demonstrado
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eficacia significativa no tratamento de tumores sélidos, como CCP, prostata e bexiga. Estudos
iniciais sugeriram também seu potencial terapéutico em tipos de cancer menos comuns, como
sarcomas, linfomas, cancer de pulméo, es6fago, tireoide, neuroblastoma e melanoma maligno
(BulasMed, 2014). Entre os farmacos citotoxicos, os compostos de platina, incluindo a CPT,
sdo amplamente utilizados em tratamentos oncoldgicos ao redor do mundo. Milhdes de
pacientes diagnosticados com cancer recebem esses agentes como parte da terapia inicial. No
entanto, a administracdo de altas doses de CPT em combinacdo com RT pode aumentar
significativamente os efeitos adversos, sendo que muitos dos efeitos colaterais estdo

associados a dosagem cumulativa (Pereira, 2021).

A MO é uma toxicidade complexa e limitante da QT e/ou RT que leva a Glceras dolorosas
na boca, dificuldade para comer ou engolir, desconforto gastrointestinal e reducdo da qualidade
de vida para pacientes com cancer. A MO é mais comum em pacientes submetidos a altas
doses de QT e transplante de células-tronco hematopoiéticas e em pacientes em tratamento
para neoplasias de cabeca e pescogo (Albuguerque et al., 2007). Entre as complicages, a
mucosite é uma das reacdes adversas mais comuns e graves da radioterapia, afetando de 40%
a 100% dos pacientes (Veness et al., 2006). Embora a maioria dos pacientes com CCP
desenvolva MO, ha variabilidade individual na gravidade e na duragdo da condi¢do, mesmo
entre aqueles que recebem tratamentos semelhantes. Um estudo indicou que até 90% dos
pacientes apresentam MO, mas apenas 36% desenvolvem casos graves (Reyes et al, 2020).

Os tratamentos mais utilizados para a MO no CCP sdo para o alivio da dor e a
laserterapia, utilizados em 90 a 97% dos casos, respectivamente (Trotti et al.,2003). O laser de
baixa poténcia é empregado na prevenc¢do e/ou tratamento da MO pois os lasers de baixa
poténcia tém acdo direta nos processos metabdlicos das células-alvo, produzindo efeitos
bioestimulantes a nivel celular e vascular, resultando numa acdo analgésica, anti-inflamatéria
e cicatrizante ou reparadora (Pugliese et al., 2003). A PDT utiliza um fotossensibilizador,
como o azul de metileno, ativado por laser de baixa poténcia para gerar radicais livres que
destroem bactérias, sendo eficaz contra infecgdes orais, inclusive na MO. A técnica é segura,
com baixa chance de resisténcia microbiana, apresentando atividade significativa contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, embora Pseudomonas aeruginosa tenha mostrado

resisténcia (Catdo & Batista, 2020).Vale comentar que o tratamento curativo atua com o

28



objetivo de analgesia e aceleracdo do processo de reparacao das feridas, embora a eficacia do
tratamento € individual a cada paciente e a cada quadro diagndstico (Oncoguia, 2013).

1.7.Principais vias de sinalizagéo e genes envolvidos com a mucosite oral em pacientes
com cancer de cabeca e pescogo

Para melhor explicar o mecanismo de desenvolvimento da MO no CCP, Sonis (2004)
prop6s um modelo tedrico que divide a evolucdo desta lesdo em cinco estagios: iniciagao,
sinalizacdo, amplificacdo de sinal, ulceracdo e cicatrizacdo. A fase de iniciacdo ocorre
rapidamente apds administracdo da QT e/ou RT que induzem lesGes ao DNA, levando a leséo
das células do epitélio basal e do conjuntivo subjacente (IA&mina prdpria) (Denahm & Hauer-
Jensen, 2002). Simultaneamente, ROS sdo geradas, que sdo importantes mediadores de
eventos bioldgicos (Sonis, 2004). Quebras das fitas de DNA levam a ativacdo de diversas vias
de transducdo que, por sua vez, ativam fatores de transcricdo como o fator nuclear kB (NF-
kB) (Sonis, 2002). A ativacdo do NF-xB pode resultar em um aumento na expressdo de
aproximadamente 200 genes, dos quais muitos tém potencial efeito na toxicidade da mucosa.
A superexpressdo desses genes leva a producdo de citocinas pré-inflamatorias, incluindo o
TNF-a, a IL-1b e a IL-6. Os niveis elevados dessas citocinas foram observados em saliva de
pacientes com CCP submetidos a quimioradioterapia (Logan et al., 2008; Bossi et al., 2016).
Essas citocinas, entdo, amplificam o sinal priméario ou podem ativar a via NF-xB em outras
células, resultando na expressao de moléculas sinalizadoras de proteina-quinase ativada por
mitégeno (MAPK), ciclooxigenase 2 (COX2) e proteina tirosina-quinase (PTK). Essas vias de
sinalizacdo levam a ativacdo de metaloproteinases de matriz (MMPSs) em células epiteliais e
do conjuntivo subjacente, como fibroblastos, macréfagos e células endoteliais (Sonis, 2004).
As MMPs, por sua vez, causam destruicdo da matriz de colageno subepitelial e rompem a
interface entre o epitélio e o tecido conjuntivo, possibilitando a disseminacéo de outros sinais
destrutivos (Sonis, 2007; Al-Dasooqi et al., 2010).

Como consequéncia da superexpressao génica que ocorre devido a ativacgdo inicial de
fatores de transcricdo, um grande nimero de proteinas se acumula e tem como alvo o tecido
epitelial e o conjuntivo subjacente. Algumas delas, em especial as citocinas pro-inflamatdrias,
ndo soO lesionam o tecido, como também geram um feedback positivo que amplifica a lesdo
inicial (Sonis, 2002; Sonis, 2007).



A fase de ulceragdo da MO é a mais significante, uma vez que a perda da integridade da
mucosa resulta em lesdes extremamente dolorosas e propensas a colonizagdo bacteriana
superficial. Componentes da parede celular dessas bactérias podem penetrar no tecido
conjuntivo, onde ativam macrofagos a produzirem e liberarem citocinas pro-inflamatérias
adicionais. 1sso acaba promovendo a expressdo de genes pré-apoptdticos que potencializam a
lesdo tecidual, gerando Ulceras clinicamente visiveis (Al-Ansari et al., 2015; Stringer & Logan,
2015). Na maioria dos casos, a MO é um fenbmeno agudo que se resolve espontaneamente
dias ap6s o término do tratamento antineoplasico. Sinais provenientes da matriz extracelular
regulam a migracdo e a proliferacdo celular e sua diferenciagdo em tecido de cicatrizagdo
(Sonis, 2004).

Estudos demonstraram que multiplos genes estavam envolvidos na formacéo, gravidade
e persisténcia da MO. Assim, os autores identificaram como genes significativamente
associadas a MO (ERCC1, XRCC1 e MTHFR) e envolvidos com estresse oxidativo e reparo
do DNA (BRCA1, RB e TP53) na MO. Este estudo foi baseado em uma rede de interagoes
intracelulares e intercelulares, ou seja as abordagens utilizadas no mesmo foi utilizar o
Ingenuity Pathway Analysis (IPA;www.ingenuity.com), uma ferramenta de bioinformatica,
para explorar vias bioldgicas e mecanismos moleculares associados a mucosite. Entretanto, os

autores ndo avaliaram as expressdes dos genes associados @ MO em pacientes (Reyes, 2017).

Embora ha poucos estudos que explorem o papel dos genes na MO em pacientes com
CCP, os estudos existentes estabeleceram uma base promissora para pesquisas futuras. Essas
investigacBes iniciais podem contribuir significativamente para a melhoria do manejo e
tratamento da MO em pacientes oncoldgicos. A compreensdo dos fatores genéticos que
influenciam a ocorréncia e a gravidade da MO podera resultar em abordagens terapéuticas
mais eficazes, personalizadas e preventivas, aumentando assim a qualidade de vida dos
pacientes durante os tratamentos (Menezes et al., 2014; Gao et al., 2015; Kauffmann et al.,
2023).

1.8.Glicirrizinato dipotéassio

A raiz do alcaguz (Glycyrhiza glabra) é amplamente utilizada na medicina tradicional
chinesa devido as suas diversas propriedades farmacolodgicas e fisiologicas, que incluem

desintoxicacéo, reducdo da glicose, diminuicdo do colesterol, efeitos antialérgicos, antibioticos
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e anti-inflamatdrios (Shibata et al., 2000; Chen et al., 2021). O Acido Glicirrizico (AG), um
dos principais componentes isolados do alcaguz, é conhecido por seus efeitos anti-
inflamatdrios e tem sido extensivamente estudado (Feltrin et al., 2010; Shibata et al., 2000).
Pesquisas recentes indicam que a administracao oral de 15mg/kg de AG em ratos Wistar inibiu
processos infecciosos, reduzindo os niveis de TNF-a, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase e a liberacdo de citocromo C (Khan et al., 2013). Estudos adicionais
demonstraram que o AG suprimiu a expressdo de varias proteinas pro-inflamatorias e
promoveu a expressdo de proteinas relacionadas a apoptose tanto in vitro quanto in vivo
(Schrofelbauer et al., 2009; Yang et al., 2009; Manns et al., 2012; Khan et al., 2013). Além
disso, 0 AG demonstrou efeito antitumoral, induzindo apoptose em varias linhagens celulares
de diferentes tumores (KATO Ill e HL-60, HLE) (Hibasami et al., 2005; Hibasami et al., 2006;
Sivasakthivel et al., 2008).

O Glicirrizinato dipotéssio (DPG), um sal de dipotassio do AG, exibe propriedades
semelhantes as do AG, incluindo efeitos anti-inflamatérios e antialérgicos, porém sem o0s
efeitos colaterais observados com o AG, tornando-se uma opc¢ao de tratamento continuado
(Cec Editore, 2013). Além de seu potencial terapéutico, o DPG ja é usado na industria
farmacéutica e cosmética devido a essas propriedades (Cec Editore, 2013) e até o pressente
estudo, ndo existem estudos especificos que investiguem o uso do DPG na MO em pacientes
com CCP.

Embora as propriedades do DPG sugiram seu potencial para ajudar a reduzir inflamac6es
e proteger a mucosa oral danificada por esses tratamentos, até o0 momento ndo ha estudos
especificos documentados sobre o uso direto do DPG no manejo da MO em pacientes com
CCP. Esse contexto apresenta uma oportunidade relevante para futuras pesquisas, que
poderiam explorar o papel do DPG na protecdo da mucosa oral e na cicatrizacdo de lesdes
associadas a MO, visando melhorar o conforto e a qualidade de vida dos pacientes durante o

tratamento oncologico.
1.9.Quercetina

O uso de compostos naturais tem sido explorado em processos inflamatérios, como na
MO (Nagpal & Sood, 2013; Devaraj & Neelakantan, 2014; Zwicker et al., 2023). Os

flavonoides s@o compostos naturais com estrutura fenolica variavel e a QCT (3,3',4',5,7-
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pentahidroxiflavona) € o principal flavonoide presente na dieta humana, geralmente na forma
glicosilada, o que facilita sua absorgcdo (Crespy et al, 1999). A QCT tem demonstrado

propriedades antioxidante e anticancerigena (Behling et al., 2004).

Extratos de Calendula officinalis (caléndula) demonstraram efeitos anti-inflamatério,
antioxidante e antimicrobianos, sendo eficazes na reducéo da gravidade da MO induzida por
RT em pacientes com CCP, efeito atribuido a sua capacidade antioxidante (Babaee et al.,
2013). A caléndula contém QCT, e também flavonoides como (luteina, acido protocatecuico,
entre outros), triterpenoides (como faradiol, acido oleandlico, beta-amirina, calenduladiol,

etc.) e o alcaloide narcissina (Matysik et al., 2005).

A Aloe vera tem sido amplamente investigada para condi¢cfes orais, como sindrome da
boca ardente, xerostomia, Ulceras aftosas recorrentes e MO induzida por radiacdo (Nair et al.,
2016), além de auxiliar na prevencdo de MO em pacientes em tratamento anticancer (Varoni
etal., 2012). Compostos como acido gélico, catequina, galocatequina, acido elagico, naringina,
miricetina, QCT e kaempferol foram identificados na Aloe vera (Lacerda, 2021).

A curcuma e curcumina, aplicadas como gel ou bochecho, reduziram a intensidade da
MO, dor e tamanho das ulceras em pacientes submetidos a RT (Rao et al., 2014, Patil et al.,
2015). Estudos determinaram teores significativos de polifendis e flavonoides, incluindo QCT
e kaempferol, no extrato aquoso de curcuma e nas raizes (Kim et al., 2011; Lako et al., 2007).
Assim, Kim et al. (2011) analisaram o extrato aquoso de curcuma, encontrando 58,28 ug de
fendis equivalentes a catequina por grama de amostra e 324,08 ug de flavonoides equivalentes
a QCT por grama. Lako et al. (2007) examinaram o decocto das raizes de circuma e
quantificaram 320 mg de polifendis e 0,05 mg de antocianinas por 100 g de amostra. Eles
também identificaram os flavonoides miricetina (17 mg/100 g), fisetina (64 mg/100 g), morina
(2 mg/100 g), QCT (41 mg/100 g) e canferol (<1 mg/100 g).

A camomila (Chamomilla recutita) também possui flavonoides como apigenina, crisina,
QCT, luteolina e glicosideos, com propriedades anti-inflamatdrias e bacteriostaticas, sendo
utilizada no tratamento da MO (Salehi et al., 2019).

Conforme exposto, a QCT é um dos compostos presentes em varias plantas tornando-a
uma substancia interessante para ser estudada na MO. Embora 0os mecanismos ainda ndo sejam

totalmente compreendidos, estudos demonstraram que a QCT pode atenuar danos induzidos
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pela radiacdo na bexiga, pulmdes, neurdnios e rins (Ozyurt et al., 2014; Chatterjee et al., 2019;
Wang et al., 2015), inibir a colite induzida por radiagdo no colon (Guven et al., 2019) e mitigar
a fibrose cutanea induzida pela radiacdo (Horton et al., 2013). Portanto, a hipotese é que a

QCT possa exercer um papel radioprotetor na mucosa oral.

Lotfi et al. (2021) avaliaram os efeitos preventivos e terapéuticos da QCT na MO
induzida por QT, utilizando camundongos albinos machos. Os resultados demonstraram que a
QCT ajudou a reduzir a perda de peso nos camundongos com mucosite e melhorou a
integridade da mucosa da lingua, prevenindo sinais tipicos de inflamacdo como hemorragia e
infiltracdo celular. A andlise histoquimica indicou que o pré-tratamento com QCT reduziu 0s
niveis de malondialdeido e aumentou a atividade de antioxidantes como superéxido dismutase
e catalase. Ainda, um estudo realizou um ensaio clinico randomizado com 23 pacientes adultos
recebendo QT em altas doses. Os pacientes foram tratados com QCT ou placebo, administrado
duas vezes ao dia durante quatro semanas. A incidéncia de mucosite foi menor no grupo tratado

com QCT (30%) em comparacgédo ao grupo placebo (60%) (Kooshyar et a., 2017).

Outro estudo mais recente investigou os efeitos radioprotectores da QCT na MO
induzida por radiacdo. O tratamento com QCT reduziu a producdo de ROS, a ativacao da via

NF-xB ¢ a liberacdo de citocinas inflamatorias (Zhang et al., 2021).

Conforme exposto, a MO é uma complicacdo comum e debilitante em pacientes com
CCP submetidos a RT e/ou QT, afetando a qualidade de vida e o tratamento. O DPG, sal do
AG, apresenta efeitos anti-inflamatdrios similares ao composto original, mas com menor risco
de efeitos adversos, podendo proteger a mucosa oral e reduzir a inflamacdo. A QCT,
flavonoide presente em diversas plantas medicinais, possui propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e radioprotetoras, comprovadas em modelos pré-clinicos e clinicos na reducéo
da gravidade da MO. Diante disso, o presente estudo propde avaliar, in vitro, o efeito do DPG
e da QCT na protecdo da mucosa oral utilizando CPT para mimetizar a MO em linhagens
celulares de CCP.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Avaliar o potencial anti-inflamatério do DPG e da QCT em linhagens celulares de CCP
induzidas a MO, utilizando a CPT como agente indutor em comparagdo com células ndo

induzidas.
2.2 Objetivos especificos

e Caracterizacdo da pureza dos compostos por espectrometria de fluxo.

e Avaliar a citotoxicidade da CPT, DPG e QCT isoladamente ou na presenca da CPT em

linhagens celulares de cancer oral (FaDu e SCC-25), pelo ensaio MTT;

e Avaliar a citotoxicidade da CPT, DPG e QCT isoladamente ou na presenca da CPT em

uma linhagem de células epiteliais humanas normais (HaCat), pelo ensaio MTT;

e Avaliar o efeito anti-apoptotico do DPG e da QCT isoladamente ou na presenca da

CPT nas células FaDu e SCC-25, por citometria de fluxo;

e Avaliar a proliferacdo e modificacdo do ciclo celular pelo DPG e QCT isoladamente
ou na presenga da CPT nas células FaDu e SCC-25, por ensaio da proliferacdo celular e

citometria de fluxo;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria do DPG e QCT isoladamente ou na presenca da
CPT nas linhagens FaDu, SCC-25 e HaCat, pela anélise por gPCR dos genes IL-1p, TNF-4 e
INOS;

e Avaliacdo da atividade antimicrobiana do DPG e da QCT pelo método disco difuséo;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens celulares e compostos

As linhagens celulares de CCP (FaDu e SCC-25) e as células epiteliais humanas normais
(HaCat), foram gentilmente fornecidas pelo Dr. Gustavo Jacob Lourenco, do Laboratério de
Genética do Cancer da UNICAMP, Campinas, SP (Certificados apresentados em Anexos I1-
[11). As células foram descongeladas 4-7 dias antes do inicio dos experimentos e mantidas em
meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) enriquecido com glicose
(Sigma, St. Louis, Missouri, Estados unidos da América [EUA]), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Sigma) e 1% de solucdo de penicilina e estreptomicina (Cultilab,
Campinas, Sdo Paulo, Brasil). As culturas foram acondicionadas em frascos e mantidas em

uma incubadora a 37°C com 5% de COs..

A CPT foi adquirida da Asta Médica Oncologia (Sado Paulo, Sdo Paulo, Brasil) e 0
composto natural QCT da Farma Nova manipulacdo (Braganca Paulista, S&o Paulo, Brasil)
respectivamente. O DPG foi gentilmente doado pela empresa Verdi Cosméticos Ltda
(Joanopolis, Sao Paulo, Brasil). A solucdo estoque de CPT (peso molecular 301 g/mol) foi
preparada na concentracdo de 100 uM. Para o DPG, com peso molecular de 898 g/mol, foi
preparada uma solugéo estoque a 50 UM. A solucdo estoque de QCT, com massa molecular de
338 g/mol, foi preparada na concentracdo de 200 uM. Solugdes estoque adicionais foram
preparadas conforme necessario para cada experimento proposto,utilizando DMEM como

veiculo para preparo das solucdes.
3.2 Ensaio MTT (brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)

As concentracdes e 0s tempos de tratamento da CPT e DPG foram estabelecidos com
base em estudos prévios (Macedo et al., 2016; Bonafé et al., 2019; Bonafé et al., 2022a; Bonafé
et al., 2022b). Em contrapartida, para a QCT, ndo foram encontrados estudos prévios que
especificassem as condigdes experimentais, sendo, portanto, as concentragdes e 0s tempos de
tratamento definidos a partir de experimentos realizados no presente estudo. Cerca de 0,2x10°
células de cada linhagem (FaDu e SCC-25) foram plaqueadas com meio DMEM suplementado
com 10% de SFB (Sigma), em triplicata em placas de 96 pogos (Kasvi, Pinhais, Parand, Brasil)

¢ mantidas por 24 horas a 37°C com 5% de CO.. Apo6s confluéncia celular, foi realizado
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tratamentos com CPT (5 uM, 10 pM, 15 uM, 20 pM, 30 uM, 50 uM, 75 pM e 100 pM) e
DPG (2 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 puM, 25 uM, 30 uM, 35 pM, 40 puM, 45 uM e 50 pM,
55 uM, 60 uM, 65 uM , 70 uM , 75 uM , 80 uM, 85 uM , 90 UM , 95 uM e 100 uM) ou QCT
(10uM, 20uM, 40uM, 60uM, 80uM, 100uM, 150uM, 200 uM) por 24, 48 e 72 horas. A
concentracdo inibitdria de 20% (IC20) da CPT foi determinada para as linhagens celulares FaDu
(20 uM) e SCC-25 (30 uM) e foi utilizada para induzir o processo inflamatério na MO nas
analises subsequentes com a QCT, mantendo-se as mesmas concentracfes e tempos de
tratamento mencionados anteriormente. Para a avaliacdo do efeito do DPG na inibicdo da
inflamacdo, as concentracdes adotadas foram as mais baixas (2 UM, 5 uM, 10 uM, 15 uM, 20
MM, 25 uM, 30 puM, 35 uM, 40 pM, 45 uM e 50 pM), com tempos de exposicao de 24, 48 e
72 horas. Triplicatas contendo apenas meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB

(Sigma) e 1% de antibioticos (Cultilab) foram utilizadas como controles.

Apds o tratamento, as células foram incubadas com 0,2 pg/puL de MTT (Sigma) por 4
horas a 37°C. Os cristais de formazan foram dissolvidos em 100 uL de dimetilsulfoxido
(DMSO) (Synth, Diadema, Sdo Paulo, Brasil), e a absorbancia foi medida em um
espectrofotbmetro a 540 nm (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, EUA). O ICxo,
representando a minima concentracdo necessaria dos compostos avaliados para induzir o
processo inflamatério semelhante a MO [Macedo et al. (2016)], foi aplicada em todos os

ensaios subsequentes.

O célculo utilizado para determinar o percentual de inibicdo dos compostos avaliados
foi pela equacdo: AA%= 100-{[(Abs.amostra — Abs.branco)x100]+Abs.controle}. Apds a
avaliacdo da faixa de concentracéo ideal, calculou-se 0 IC20 dos compostos por anélise da curva
sigmoidal, no ambiente do R v4.2 (dados ndo mostrados).

3.3. Citometria de fluxo
3.3.1. Ciclo celular

Para a anélise do ciclo celular, seguiu-se o protocolo recomendado pelo fabricante do
corante intercalante de DNA, iodeto de propidio (PI) Guava Cell Cycle (Millipore, Hayward,
CA, EUA). Cerca de 1 x 10° células de cada linhagem (FaDu e SCC-25) foram plaqueadas em

triplicata em placas de cultura de 6 pocos (Kasvi) e mantidas por 24 horas a 37°C com 5% de
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CO.. Em seguida, as células foram expostas aos compostos DPG e QCT nas concentracdes e
tempos determinados pelo ensaio MTT (IC20). Triplicatas contendo apenas meio de cultura
foram usadas para estabelecer os parametros do equipamento. Células expostas a DPG e QCT,
com ou sem CPT, foram avaliadas. Ao final, as células foram coletadas em tampdo fosfato
salina (PBS) (Vitrocell, Campinas, S&o Paulo, Brasil), transferidas para uma placa de 96 pocos
(Kasvi), fixadas com etanol 70% (Exodo Cientifica, Sumaré, Sdo Paulo, Brasil) a 4°C, coradas
com P1 por 30 minutos protegidas da luz e analisadas no citémetro de fluxo Guava Easy Cyte
5HT Benchtop Flow Cytometer (Millipore), a analise do ciclo celular é realizada através da
quantificacdo do conteldo de DNA celular, geralmente utilizando corantes fluorescentes como
0 lodeto de Propidio (PI) ou DAPI, que se ligam ao DNA. A intensidade da fluorescéncia dos
corantes permite a distin¢do entre as diferentes fases do ciclo celular: as células na fase G0O/G1
apresentam 2n de cromossomos (1 cromatide por cromossomo), as células em fase S possuem
contedo de DNA intermediario (entre 2n e 4n, devido a duplicacdo das cromatides), e as
células em fase G2/M tém 4n de cromaétides (2 cromatides por cromossomo). O FSC (Forward
Scatter) e 0 SSC (Side Scatter) podem ser usados para caracterizar o tamanho e a complexidade
das células, mas a identificacdo precisa das fases do ciclo celular é baseada na fluorescéncia,
gerando uma distribuicdo que pode ser analisada para avaliar a proliferacéo celular, bloqueios

no ciclo ou outros aspectos do ciclo celular.

3.3.2. Apoptose

Para a analise da morte celular, foi utilizado o protocolo do fabricante para o corante
Anexina V Guava Nexin Reagent (Millipore). Aproximadamente 1x10° células de cada
linhagem (FaDu e SCC-25) foram plaqueadas em triplicata em placas de cultura de 6 pocos
(Kasvi) e mantidas por 24 horas a 37°C com 5% de CO.. Em seguida, as células foram tratadas
com 0s compostos nas concentracfes e tempos determinados anteriormente pelo MTT na
auséncia ou presenca de CPT. Triplicatas contendo apenas meio de cultura foram usadas para
estabelecer os pardmetros do equipamento. Ao final, as células foram coletadas em PBS,
transferidas para uma placa de 96 pogos, incubadas com 100 uL. do reagente Guava Nexin por
20 minutos, protegidas da luz e analisadas no citdmetro de fluxo Guava Easy Cyte 5HT
Benchtop Flow Cytometer (Millipore), a analise de apoptose, € realizada através da
combinacdo de dispersdo de luz (FSC/SSC) e fluorescéncia, permitindo a identificacdo de
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celulas em diferentes estagios do processo apoptético. O FSC e 0 SSC fornecem informacoes
sobre o tamanho celular e a complexidade interna, enquanto a fluorescéncia de Anexina V-
FITC detecta a exposicdo de fosfatidilserina nas células apoptoticas precoces (positivas para
Anexina V, mas negativas para PI). O lodeto de Propidio (PI) é utilizado para marcar células
com membranas danificadas, indicando células apoptoticas tardias ou necréticas (positivas
para ambos, Anexina V e PI). Essa analise multiparamétrica permite a distingdo precisa entre
células viaveis, apoptoticas precoces e tardias/necréticas, proporcionando uma avaliacdo

detalhada da morte celular programada.
3.4. Ensaio de proliferacéo celular

Aproximadamente 0,4x10° células/pogo das linhagens FaDu e SCC-25 foram
plaqueadas em triplicata em placas de 24 pocos e mantidas por 24 horas a 37°C, com 5% de
CO:. Em seguida, as células foram expostas a0 DPG (IC20) ou a QCT (IC20) na auséncia ou
presenca de CPT (IC20). Triplicatas contendo apenas o0 meio de cultura foram utilizadas como
controles. Durante quatro dias consecutivos, as células foram coletadas, lavadas com PBS e
submetidas a contagem de células viaveis utilizando microscépio invertido (Axio Vert. Al
ZEISS, Jena, Oberkochen, Alemanha), aplicando o método de exclusdo pelo corante azul de

trypan (Millipore) em camara de Neubauer.

3.5. Extracdo de RNA

Cerca de 1x10° células por poco das linhagens propostas no estudo foram plaqueadas
em triplicata em placas de 6-pog¢os e mantidas durante 24 horas a 37°C, com 5% de CO2. Ap06s
atingirem a confluéncia necesséria, as células foram expostas aos compostos propostos nas
concentragdes e tempos observados pelo MTT (ICx). Triplicatas das linhagens contendo
apenas meio de cultura foram utilizadas como controles. Ao final do tratamento, as células
foram coletadas, e 0 RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen, Estados
Unidos), conforme as recomendacbes do fabricante. As concentragcbes dos RNAs foram
determinadas utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher, Estados

Unidos). Os RNAs foram armazenados em um freezer a -80°C até o momento da sintese do
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cDNA.

3.5.1. Analise da expressao de genes que codificam proteinas inflamatorias

As amostras de RNA foram submetidas a sintese de cDNA utilizando o Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit (Life Technologies, Carlsbad, Califérnia, EUA), conforme as
instrucdes do fabricante. Para verificar a expressdo de genes envolvidos com 0 processo
inflamatério (IL-1B, TNF-4 e INOS), iniciadores sense e anti-sense foram desenhados e
utilizados para a amplificacdo por meio da gPCR com o reagente SYBR Green (Applied
Biosystems) (Tabela 3). O gene GAPDH foi utilizado como controle constitutivo em todas as
reacoes de gPCR. Os ensaios de expressdo dos referidos genes foram realizados com 1500 ng
de cDNA de cada amostra. Todas as reacGes foram realizadas em triplicata, e controles
negativos, utilizando agua estéril em substituicdo ao cDNA, também foram incluidos. A

expressdo de cada gene foi calculada pela aplicacdo da formula aritmética 2*-AACT.

TABELA 3. Sequéncia dos iniciadores sense e anti-sense
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Genes Iniciador Sense (3'—=5") Iniciador Anti-Sense (3'—>5")
GAPDH GCACCGTCAAGGCTGAGAAC CCACTTGATTTTGGAGGGAT

IL-1p GGGCCTCAAGGAAAAGAATC TTCTGCTTGAGAGGTGCTGA
TNF-4 AGCCCATGTTGTAGCAAACC GCTGGTTATCTCTCAGCTCC

INOS CCATAAGGCCAAAGGGATTT ATCTGGAGGGGTAGGCTTGT

3.6. Atividade antimicrobiana

3.6.1. Disco Difusao

A atividade antimicrobiana do DPG e da QCT foi inicialmente testada pela técnica de
disco difusdo (BrCast, 2022) contra isolados clinicos bacterianos das espécies Staphylococcus
aureus, Staphylococcus coagulase negativa, Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Os isolados foram
subcultivados, durante dois dias consecutivos, em agar Tryptic Soy Agar (TSA) (Sigma), a
partir do banco de microrganismos do Laboratério de Microbiologia, do Programa de Pos-

Graduagdo em Ciéncias da Saude da Universidade S&o Francisco. Os isolados foram



selecionados com base em seu perfil de sensibilidade aos antibidticos, previamente
determinado pelo laboratério de rotina clinica do Hospital Universitario Sdo Francisco na
Providéncia de Deus (HUSF). Foram escolhidos aqueles que apresentaram resisténcia aos
principais antibioticos de uso clinico para as respectivas espécies. O armazenamento dos
isolados clinicos foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa da USF (CAAE: 44416021).

Indculos bacterianos foram preparados na escala 0,5 de McFarland (1,5x108 Unidades
Formadoras de Col6nia [UFC]) em solucédo salina a 0,75%. Cada soluc¢éo foi inoculada sobre
uma placa de agar Mueller Hinton (Sigma) com o auxilio de um swab estéril. Trés discos
estéreis foram dispensados sobre a superficie da placa, e 10 uL de DPG e QCT foram pipetados
sobre os discos.

3.7. Quantificacdo dos compostos por cromatografia liquida de pressdo ultra elevada
acoplada a espectrometria de massa (UHPLC-MS) e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

A quantificacdo da pureza da CPT ndo foi realizada por ser mesma utilizada em
pacientes oncoldgicos (Anexo I). A quantificacdo da pureza do DPG foi realizada em estudo
anterior por UHPLC-MS (Bonafé et al., 2024c) e a quantificacdo da pureza da QCT foi
realizada por por HPLC, uma técnica analitica utilizada para determinar a concentracéo de
substancias em amostras complexas, como alimentos, produtos farmacéuticos e ambientais.
Sua alta resolucgdo e velocidade possibilitam analises eficientes, com melhor sensibilidade e
economia de tempo e solventes. O principal objetivo é realizar analises quantitativas, sendo
crucial em areas como controle de qualidade, pesquisa € monitoramento ambiental. Além
disso, o HPLC é amplamente utilizado na validacdo de métodos analiticos, na determinacéao

de pureza de compostos e na monitorizacao de reagdes quimicas em tempo real.

As analises cromatograficas foram realizadas na USF. Uma aliquota de 1 uL de
quercetina (5 mg/mL diluida em metanol) foi injetada em uma coluna C18 (Synergi 4u MAX
RP, 80 A, 75 x 4,6 mm, Phenomenex) acoplada a um sistema de cromatografia liquida HPLC
Agilent 1200 Infinity Series. Os solventes utilizados foram (A) agua contendo 2% é&cido
acético e (B) 70% metanol contendo 2% &cido acético. A eluigdo foi feita por gradiente linear

de 0 a 100% B em 15 minutos, em fluxo constante de 1 mL/min e detec¢do em 254 nm. O
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cromatograma foi adquirido e analisado pelo software OpenLAB, para determinacdo da area
dos picos e quantificacdo da quercetina.

3.8. Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como a média + desvio padrdo. A diferenca entre os
maltiplos grupos foi analisada pelo teste de t-Student. Todos os céalculos estatisticos foram
realizados utilizando o software SPSS.11 (SPSS Inc., Estados Unidos). p<0.05 foi considerado

para indicar uma diferenca estatisticamente significativa.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise do efeito da cisplatina em células FaDu e SCC-25: avaliacéo por ensaios MTT e

morfologia celular

A CPT foi avaliada por meio do ensaio MTT para determinar IC2 nas linhagens celulares
FaDu e SCC-25. A ICx foi selecionada para garantir uma dose subcitotdxica, visando simular as
condicdes de QT que contribuem para o desenvolvimento da MO. A escolha da IC2 permite que a
CPT atue como estimuladora do processo inflamatério e da mucosite nessas células, proporcionando

um modelo adequado para investigar o efeito protetor do DPG e a QCT na inflamacéo induzida pela
QT.

Para investigar a viabilidade celular da CPT nas linhagens celulares FaDu (Figura 1A) e
SCC-25 (Figura 1C), foi realizado um ensaio MTT em trés tempos de exposicdo distintos (24, 48 e
72 horas), utilizando concentracdes ja observadas na literatura (5 uM, 10 uM, 15 puM, 20 uM, 30
MM, 50 uM, 75 uM e 100 uM). Os resultados indicaram que a CPT apresentou uma ICzo de 20 puM
e 30 uM apds 48 e 24 horas de tratamento nas linhagens FaDu e SSC-25, respectivamente.
Adicionalmente, a analise da morfologia celular corroborou os resultados do MTT, demonstrando
uma reducdo significativa na viabilidade celular e alteracdes morfolégicas das células apds
exposicao a concentraces maiores que 0 ICz (Figuras 1B e 1D). Ainda, as células SCC-25 exibiram
maior resisténcia a CPT (Figura 1D).
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FIGURA 1.  Andlise da viabilidade da cisplatina (CPT) nas linhagens celulares FaDu e SCC-25. (A)
Anélise do efeito da CPT em células de cancer de cabeca e pescogo (FaDu) utilizando o ensaio MTT. Foram
utilizadas as concentragdes 5 UM, 10 uM, 15 uM, 20 uM, 30 uM, 50 pM, 75 puM e 100 M, com tempos de
exposicédo de 24, 48 e 72 horas. A concentracdo de 20 uM foi identificada como 1C20 ap6s 48 horas, sugerindo
0 inicio de uma reducdo da viabilidade nas células FaDu. (B) A analise morfoldgica das células FaDu,
realizada em microscopio invertido com aumento de 400X, confirmou os resultados do MTT, evidenciando
uma reducdo na viabilidade celular e alteracbes morfoldgicas ap6s exposi¢do a concentragBes superiores a 20
MM de CPT por 48 horas. (C) Andlise do efeito da CPT em células SCC-25 pelo ensaio MTT, utilizando as
mesmas concentracdes e tempos de exposi¢do acima. Os resultados indicaram uma ICz de 30 UM apds 24
horas. (D) A andlise morfoldgica das células SCC-25 demonstrou maior viabilidade em concentracdes de até
50 uM ap6s 24 horas de exposic¢do. Trés experimentos independentes foram realizados, cada um em triplicata,

com os resultados expressos como média + desvio padrao.

4.2. Analise da viabilidade celular do glicirrizinato dipotassio em células FaDu: avaliacdo por

ensaios MTT e morfologia celular

Para investigar a acdo anti-inflamatoria do DPG na linhagem celular FaDu, foi realizado
um ensaio MTT. O experimento foi conduzido em trés tempos de exposicao distintos (24, 48
e 72 horas) e diferentes concentra¢Ges do DPG divididas em concentragdes baixas (2 uM, 5
MM, 10 uM, 15 pM, 20 puM, 25 uM, 30 UM, 35 pM, 40 uM, 45 uM e 50 uM) e altas (55 pM,
60 uM, 65 uM, 70 uM, 75 pM, 80 puM, 85 uM, 90 uM, 95 uM e 100 pM). Os resultados
indicaram que o DPG apresentou uma concentracéo inibitdria de 20% (IC20) a 30 UM apos 48

horas de tratamento (Figura 2A), sugerindo um possivel efeito citotoxico. Adicionalmente, a



analise da morfologia celular corroborou os resultados do MTT, demonstrando uma reducéo
significativa na viabilidade celular e altera¢cGes na morfologia das células FaDu apds exposi¢do
na concentracdo acima de 100 uM por 72 horas (Figura 2B). Ainda, ap6s 72 horas de
exposicdo, observou-se comprometimento significativo da morfologia celular ja com a
concentracdo de 20 uM. Esses achados reforcam a reducdo da viabilidade celular ap6s o
tratamento com DPG, evidenciando que, em exposicdes elevadas, o DPG apresenta efeito

antitumoral. Por outro lado, em exposicdes menores, 0 DPG pode exercer acdo anti-

inflamatoria.
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FIGURA 2. Analise da acdo anti-inflamatéria do glicirrizinato dipotassio (DPG) na linhagem

celular FaDu. (A) Anélise do efeito do glicirrizinato dipotassio(DPG) em ceélulas de cancer de cabeca e
pescogo (FaDu) pelo ensaio de MTT, utilizando concentrag¢fes baixas (2 uM, 5 uM, 10 pM, 15 pM, 20 uM,
25 pM, 30 pM, 35 pM, 40 puM, 45 pM e 50 pM) e altas (55 pM, 60 uM, 65 uM, 70 uM, 75 pM, 80 pM, 85
KM, 90 pM, 95 uM e 100 pM), em tempos de exposicao de 24, 48 e 72 horas. A concentracdo de 30 uM foi

identificada como IC20 ap0s 48 horas, sugerindo o inicio de uma possivel resposta inflamatdria. (B) A analise

da morfologia celular, realizada em microscopio invertido com aumento de 400X, confirmou os resultados

do MTT, evidenciando uma reducéo significativa na viabilidade celular e alteragées morfoldgicas em células

FaDu expostas a concentrag@es superiores a 55 UM, especialmente apds 48 e 72 horas de exposi¢do. Trés
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experimentos independentes foram realizados, cada um em triplicata, com os resultados expressos como

média + desvio padrdo.

4.3. Analise da acgdo anti-inflamatoria do glicirrizinato dipotassio em células SCC-25:
avaliacéo por ensaios MTT e morfologia celular

Para investigar a acdo anti-inflamatéria do DPG na linhagem celular SCC-25, foi
realizado o ensaio de MTT. Devido aos efeitos citotdxicos observados em altas concentragdes
na linhagem FaDu, foi utilizado apenas as concentracdes baixas (5 uM, 15 uM, 20 uM, 25
UM, 30 uM, 35 uM, 40 uM e 50 uM) por 24, 48 e 72 horas (Figura 3A). No entanto, a analise
demonstrou que a linhagem SCC-25 apresentou maior resisténcia em comparacdo a FaDu,
tolerando concentracdes de DPG mais elevadas sem sofrer perdas significativas de viabilidade
celular. A concentracdo de 35 uM foi identificada como IC20 ap0s 48 horas, sugerindo o inicio
de uma possivel resposta inflamatéria. A analise morfologica corroborou os resultados do
MTT, demonstrando uma reducdo significativa na viabilidade celular e alteracOes
morfoldgicas nas células SCC-25 somente ap0s a exposicao a concentragdes superiores a 50
UM por 24, 48 e 72 horas (Figura 3B).
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FIGURA 3.  Analise da acdo anti-inflamatéria do glicirrizinato dipotassio (DPG) na linhagem SCC-
15. (A) Analise do efeito do DPG em células de cancer de cabega e pescoco (SCC-25) pelo ensaio de MTT,
utilizando as concentracdes de 5 uM, 15 uM, 20 uM, 25 pM, 30 uM, 35 uM, 40 uM e 50 uM, em tempos de
exposicdo de 24, 48 e 72 horas. A concentracdo de 35 uM foi identificada como ICzo ap6s 48 horas, sugerindo
0 inicio de uma possivel resposta inflamatoria. (B) A analise da morfologia celular, realizada em microscopio

invertido com aumento de 400X, confirmou os resultados do MTT, evidenciando uma reducéo significativa
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na viabilidade celular e alteragdes morfoldgicas em células SCC-25 expostas a concentra¢des superiores a 50
MM, especialmente apos 24, 48 e 72 horas de tratamento. Trés experimentos independentes foram realizados,

cada um em triplicata, com os resultados expressos como média + desvio padrao.

4.4. Andlise da acdo anti-inflamatoria da quercetina em células FaDu e SCC-25: avaliacao por

ensaios MTT e morfologia celular

Para investigar a acdo anti-inflamatéria da QCT nas linhagens celulares FaDu e SCC-25, foi
realizado o ensaio MTT, utilizando as concentracdes de (10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM,
100 puM, 150 puM e 200 uM), por periodos de 24, 48 e 72 horas (Figuras 4A e 4C). As analises
demonstraram que as células SCC-25 apresentaram maior resisténcia a QCT em comparacao as
células FaDu, tolerando concentracdes mais elevadas (80 uM a 200 uM) sem apresentar perdas
significativas na viabilidade celular. As concentracdes de 60 UM e 80 uM foram identificadas como
IC2 ap0s 72 horas, nas linhagens FaDu e SCC-25, respectivamente, sugerindo o inicio de uma
possivel resposta inflamatoria. A analise morfoldgica corroborou os resultados do ensaio MTT,
evidenciando uma reducéo significativa na viabilidade celular e alteragdes morfoldgicas nas células
SCC-25 apenas apds a exposicdo a concentracbes superiores a 100 uM, em 48 e 72 horas,

respectivamente (Figuras 4B e 4D).
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FIGURA 4.  Anadlise da acdo anti-inflamatéria da quercetina (QCT) nas linhagens FaDu e SCC-25.
(A) Andlise do efeito da QCT em ceélulas de cancer de cabega e pescogo (FaDu) pelo ensaio de MTT,
utilizando as concentracfes de 10 uM, 20 puM, 40 uM, 60 uM, 80 uM, 100 uM e 150 puM e 200 pM, em
tempos de exposi¢do de 24, 48 e 72 horas. A concentragdo de 60 UM foi identificada como IC20 apds 72 horas,
sugerindo uma possivel resposta inflamatéria (B) A analise morfoldgica das células FaDu, realizada em
microscdpio invertido com aumento de 400X, confirmou os resultados do MTT, evidenciando uma redugdo
na viabilidade celular e alteracdes morfoldgicas apds exposi¢do a concentracdes superiores a 60 UM de QCT
por 72 horas. (C) Andlise do efeito da QCT em células SCC-25 pelo ensaio MTT, utilizando as mesmas
concentracdes e tempos de exposicao acima. Os resultados indicaram uma IC2 de 80 UM apés 72 horas (D)
A andlise da morfologia celular, realizada em microscépio invertido com aumento de 400X, confirmou os
resultados do MTT, evidenciando uma reducdo significativa na viabilidade celular e alteracGes morfoldgicas
em células SCC-25 expostas a concentracdes superiores a 100 UM, especialmente apds 72 horas de exposicao.
Trés experimentos independentes foram realizados, cada um em triplicata, com os resultados expressos como

média £ desvio padrao.

4.5. Analise da acdo anti-inflamatoria do glicirrizinato dipotassio em células FaDu tratadas

com cisplatina: avaliagdo por ensaios MTT, morfologia e proliferagéo celular

A acdo anti-inflamatoéria do DPG (IC20: 30 uM) foi investigada em células da linhagem FaDu
tratadas com diferentes concentracdes de CPT (5 uM, 10 uM, 15 puM, 20 uM, 30 uM, 50 uM, 75
UM, 100 puM), por periodos de 24, 48 e 72 horas, utilizando o ensaio MTT (Figura 5A). A
combinacdo de DPG com CPT demonstrou um efeito protetor nas células FaDu até concentracGes
de 80 uM de CPT, com maior eficacia observada apds 24 e 48 horas de exposic¢do. No entanto, apos
72 horas, o efeito protetor do DPG foi atenuado. A analise morfoldgica confirmou os resultados
obtidos pelo ensaio MTT, evidenciando uma reducéo significativa na viabilidade celular e altera¢fes
morfolégicas nas células FaDu ap6s 72 horas (Figura 5B). Ainda, o ensaio de proliferacdo
demonstrou que as células expostas a combinacdo de DPG+CPT apresentaram proliferacdo celular
acentuada apés 48 (p-valor= 0,02) e 72 horas (p-valor= 0,04) em comparagdo com células tratadas
apenas com DPG (Figura 5C), sugerindo efeito protetor do DPG provavelmente pela modulacéo da

via NF-kB e promocéo de resisténcia celular.
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FIGURA 5. Analise da acdo protetora anti-inflamatoria do glicirrizinato dipotéssio (DPG) em células
FaDu tratadas com cisplatina (CPT). (A) Efeito do DPG (IC2: 30 puM) nas células FaDu tratadas com
diferentes concentragfes de CPT (5 uM, 10 uM, 15 pM, 20 uM, 30 uM, 50 uM, 75 pM, 100 uM), por 24,
48 e 72 horas, avaliado pelo ensaio MTT. O efeito protetor do DPG foi observado até a concentracdo de 80
UM de CPT ap6s 24 e 48 horas. (B) Analise morfolégica das células FaDu ap6s 24, 48 e 72 horas de
tratamento, realizada em microscopio invertido com aumento de 400X, demonstrando alteracGes
significativas na viabilidade celular e morfologia nas células tratadas com doses elevadas de CPT,
corroborando os resultados do ensaio MTT. (C) O ensaio de proliferacdo celular demonstrou que as células
FaDu tratadas com DPG+CPT apresentaram proliferacdo significativamente acentuada ap6s 48 (p-valor=
0,02) e 72 horas (p-valor= 0,04) em comparac¢do com células tratadas apenas com DPG, sugerindo que o DPG
exerce um efeito protetor e anti-inflamat6rio, promovendo a sobrevivéncia e proliferacdo celular. Trés
experimentos independentes foram realizados, cada um em triplicata, com o0s resultados expressos como

média + desvio padrdo.

4.6. Analise da acéo anti-inflamatoria da quercetina em células FaDu tratadas com cisplatina:

avaliacéo por ensaios MTT, morfologia e proliferagéo celular

A acdo anti-inflamatéria da QCT (IC2 60 puM) foi avaliada em células da linhagem FaDu
tratadas com diferentes concentragdes de CPT (5 uM, 10 uM, 15 pM, 20 puM, 30 uM, 50 uM, 75
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UM e 100 pM), durante periodos de 24, 48 e 72 horas pelo MTT (Figura 6A). Os resultados
indicaram um efeito protetor significativo da QCT nas células expostas a CPT, em todas as
concentracdes avaliadas, especialmente apds 48 horas de tratamento, sendo que a analise de
morfologia celular corroborou com os resultados observados no ensaio MTT (Figura 6B). O ensaio
de proliferacdo demonstrou que células FaDu tratadas com QCT+CPT apresentaram proliferacdo
celular similar as celulas tratadas apenas com QCT (Figura 6C), indicando efeito anti-inflamatério

da QCT.
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FIGURA 6. Andlise da acdo protetora anti-inflamatoria da quercetina (QCT) em células FaDu tratadas
com cisplatina (CPT). (A) Efeito da QCT (IC: 60 uM) nas células FaDu tratadas com diferentes
concentracdes de CPT (5 UM, 10 uM, 15 uM, 20 uM, 30 puM, 50 uM, 75 uM, 100 uM), por 24, 48 e 72 horas,
avaliado pelo ensaio MTT. O efeito protetor do DPG foi observado em todas as cocnetracdes de QCT

utilizadas, especialmente ap6s 48 horas. (B) Analise morfolégica das células FaDu apds 24, 48 e 72 horas de
tratamento, realizada em microscopio invertido com aumento de 400X, demonstrando poucas altera¢fes na
viabilidade celular e morfologia, corroborando os resultados do ensaio MTT. (C) O ensaio de proliferagéo
celular demonstrou que as células FaDu tratadas com QCT+CPT apresentaram proliferacdo similar as células
tratadas apenas com QCT, sugerindo efeito anti-inflamatorio de QCT. Trés experimentos independentes

foram realizados, cada um em triplicata, com os resultados expressos como média + desvio padréo.
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4.7. Andlise da acdo anti-inflamatoria da quercetina em células SCC25 tratadas com
cisplatina: avaliacdo por ensaios MTT, morfologia e proliferacdo celular

A acéo anti-inflamatoria da quercetina (QCT; IC2 = 80 uM) foi avaliada em células SCC-
25 tratadas com diferentes concentragdes de cisplatina (CPT; 5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 pM, 30 pM,
50 UM e 75 uM), durante 24, 48 e 72 horas, pelo ensaio MTT (Figura 7A). Os resultados indicaram
que a QCT exerceu efeito protetor parcial nas células SCC-25 expostas a cisplatina, especialmente
nas concentraces de 10 uM e 15 uM, apos 48 horas de tratamento. Em 72 horas, observou-se
reducdo significativa da viabilidade celular, possivelmente em decorréncia da toxicidade cumulativa
da CPT. A analise morfoldgica (Figura 7B) demonstrou que as células tratadas com QCT + CPT
apresentaram melhor preservacao da morfologia e adesdo celular em comparacao as células tratadas
apenas com CPT. Nas maiores concentragdes (> 50 M), foram observadas alteragdes compativeis
com efeito citotdxico, incluindo retracdo citoplasmatica, arredondamento e perda de adesdo. O
ensaio de proliferagdo celular mostrou que as células SCC-25 tratadas com QCT + CPT
apresentaram numero de células vidveis superior ao grupo tratado exclusivamente com CPT,

sugerindo efeito anti-inflamatdrio e citoprotetor da QCT.
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FIGURA 7. Anélise da acao protetora anti-inflamatoria da quercetina (QCT) em células SCC-25
tratadas com cisplatina (CPT). (A) Efeito da QCT (IC20: 80 uM) nas células SCC-25 tratadas com
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diferentes concentracdes de CPT (5 uM, 10 puM, 15 uM, 20 pM, 30 pM, 50 uM e 75 puM), por 24, 48 e 72
horas, avaliado pelo ensaio MTT. O efeito protetor da QCT foi observado principalmente nas concentracfes
intermediérias (10 uM e 15 puM), com maior viabilidade ap6s 48 horas de tratamento.(B) Analise
morfoldgica das células SCC-25 tratadas com QCT + CPT ap0s 24, 48 e 72 horas de tratamento, realizada
em microscopio invertido com aumento de 400X, evidenciando manutencdo parcial da adesdo e morfologia
celular, principalmente nas menores concentragdes de CPT, corroborando os resultados obtidos no ensaio
MTT. (C) O ensaio de proliferagdo celular demonstrou que as células SCC-25 tratadas com QCT + CPT
apresentaram numero de células viaveis superior ao grupo tratado apenas com CPT, indicando efeito anti-
inflamatdrio e citoprotetor da QCT. Trés experimentos independentes foram realizados, cada um em

triplicata, com os resultados expressos como média * desvio padréo.

4.8. Andlise da acdo anti-inflamatoria do glicirrizinato dipotassio em células SSC25 tratadas

com cisplatina: avaliagdo por ensaios MTT, morfologia e proliferagéo celular

A acdo anti-inflamatoria do DPG (IC2 = 35 uM) foi avaliada em células SCC-25 tratadas
com diferentes concentracdes de cisplatina (CPT; 15 uM, 20 uM, 50 uM e 75 uM), durante 24, 48
e 72 horas, pelo ensaio MTT (Figura 8A).Os resultados mostraram que o DPG exerceu efeito protetor
discreto sobre a viabilidade das células SCC-25 tratadas com CPT, com maior preservacdo da
viabilidade observada nas concentracdes mais baixas (15 e 20 uM) ap6s 48 horas. No entanto, em
concentragdes mais elevadas (> 50 uM) e apds 72 horas, houve reducdo acentuada da viabilidade
celular, indicando predominio do efeito citotoxico da cisplatina.A analise morfoldgica (Figura 8B)
corroborou esses achados, demonstrando reducdo progressiva da densidade celular e alteragdes
morfoldgicas como retracdo citoplasmatica e arredondamento celular, mais evidentes nas maiores
concentracdes de CPT e ap06s 72 horas.O ensaio de proliferacdo (Figura 8C) evidenciou que as
células tratadas com DPG + CPT apresentaram proliferacdo celular superior as tratadas apenas com
CPT, sugerindo acéo anti-inflamatoria e possivel modulacao da resposta celular ao estresse oxidativo

induzido pela cisplatina.
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FIGURA 8. Anélise da a¢do protetora anti-inflamatéria do DPG (DPG) em células SCC-25 tratadas
com cisplatina (CPT). (A) Efeito do DPG (IC2: 35 pM) nas células SCC-25 tratadas com diferentes
concentracdes de CPT (5 uM, 10 uM, 15 puM, 20 uM, 30 uM, 50 uM e 75 uM), por 24, 48 e 72 horas, avaliado
pelo ensaio MTT. O efeito protetor do DPG foi mais evidente nas menores concentracfes de CPT (15 uM e
20 uM), especialmente apds 48 horas de tratamento. (B) Analise morfol6gica das células SCC-25 tratadas
com DPG + CPT ap6s 24, 48 e 72 horas, realizada em microscépio invertido com aumento de 400X,
demonstrando reducgdo progressiva da densidade e alteracbes morfologicas associadas ao aumento da
concentracdo e tempo de exposi¢do & CPT.(C) O ensaio de proliferacdo celular revelou que as células SCC-
25 tratadas com DPG + CPT apresentaram proliferacdo superior as tratadas apenas com CPT, sugerindo agao
anti-inflamatdria e discreto efeito citoprotetor do DPG. Trés experimentos independentes foram realizados,

cada um em triplicata, com os resultados expressos como média + desvio padrao.

4.9. Andlise do impacto do glicirrizinato dipotéssio e quercetina na distribuicdo do ciclo

Celular em células FaDu e SCC-25 tratadas com cisplatina por citometria de fluxo

A influéncia do DPG e da QCT na distribuicdo do ciclo celular foi avaliada por citometria
de fluxo nas linhagens FaDu e SCC-25 apds exposic¢do a CPT (controle positivo 20 uM), DPG (ICzo
30 uM e 35 uM, respectivamente), QCT (IC20 60 UM e 80 UM, respectivamente), DPG+CPT e QCT
+CPT por 48 horas. Em comparacdo com controle CPT, os resultados indicaram que, nas células da
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linhagem FaDu, o tratamento com DPG levou a uma reducéo da fase G1 (80,83% vs. 73,45%) e um
aumento significativo na fase S (8,98% vs. 15,60%, p=0,03), enquanto a fase G2M também
apresentou um leve aumento (0,83% vs. 3,35%). A combinacdo de DPG e CPT resultou em uma
reducdo moderada na fase G1 (80,83% vs 77,25%) e aumento significativo na fase S (8,98% vs.
11,75%, p=0,01), com moderada alteracdo na fase G2M (0,83% vs. 2,08%) (Tabela 4). Estes
resultados corroboraram com aqueles observados pelo ensaio de proliferagéo celular.

Para a QCT, a distribuicao do ciclo celular apresentou alteracBes mais discretas, ou seja, a
fase G1 apresentou uma reducéo discreta em relacéo ao controle (80,83% vs. 76,93%), enquanto a
fase S (8,98% vs. 13,08%) e G2M (0,83% vs. 2,23%) apresentaram aumentos moderados. A
combinacdo de QCT e CPT né&o causou alteragdes significativas na distribui¢édo do ciclo celular em
comparacdo ao controle, com a fase G1 apresentando uma proporcdo de células similar ao controle
(80,83% vs. 79,15%), a fase S indicando um pequeno aumento (8,98% vs. 12,25%) e a fase G2M
permanecendo praticamente inalterada (0,83% vs. 1,25%) (Tabela4).

Por outro lado, nas células SCC-25, os tratamentos com DPG e QCT também ndo induziram
alteracdes significativas nas fases do ciclo celular, exceto por uma leve reducdo da fase G1 nos
tratamentos combinados de DPG + CPT (76,65%) e QCT + CPT (78,02%), comparados ao controle
(80,83%) e um pequeno aumento da fase S (20,73% e 19,68%, respectivamente), comparados ao
controle (18,58%). As fases G2M permaneceram praticamente inalteradas em todos os tratamentos
(Tabela 4).

Esses dados sugerem que o DPG e combinacao de DPG e CPT apresentaram um efeito mais
pronunciado nas células FaDu, promovendo uma transicdo da fase G1 para a fase S, 0 que pode estar
relacionado ao seu efeito anti-inflamatdrio, enquanto a combinacdo de QCT e CPT ndo provocou
alteragfes marcantes no ciclo celular em ambas as linhagens, embora um aumento moderado da fase

G1 para a fase S foi observado.

TABELA 4. Distribui¢do do ciclo celular nas linhagens FaDu e SCC-25 ap06s tratamentos com cisplatina

(CPT), glicirrizinato dipotassio (DPG) e e quercetina (QCT). Continua

FaDu Fase G1 (%) p-valor FaseS (%) p-valor Fase G2M (%) p-valor

(médias+DP) (médias+DP) (médias+DP)

Controle+ (CPT)  80,83+1,76 8,98+1,53 0,93+0,68
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DPG 73,45+1,02 0,09 15,60+2,43 0,03 3,35+0,35 0,08
Concluséo
DPG+CPT 77,25+5,95 0,11 11,75+3,33 0,01 2,08+1,93 0,13
QCT 76,93+3,22 0,16 13,08+2,5 0,18 2,23+1,24 0,17
QCT+CPT 79,15+2,06 0,18 12,25+1,52 0,06 1,25+0,54 0,15
SSC-25 Fase G1 (%) p-valor FaseS (%) p-valor Fase G2M (%) p-valor
(médias+DP) (médias+DP) (médias+DP)

Controle+ (CPT)  79,20+1,93 18,58+1,98 1,45+0,13

DPG 77,83+1,64 0,32 19,83+1,4 0,33 1,625+0,35 0,38
DPG+CPT 76,65+0,98 0,15 20,73+0,88 0,18 1,85+0,21 0,09
QCT 77,40+0,93 0,07 20,35+0,95 0,09 1,65+0,13 0,09
QCT+CPT 78,025+1,64 0,24 19,675+1,41 0,30 1,6+0,29 0,18

4.10. Efeito do glicirrizinato dipotassio e quercetina na inibicao da apoptose em células FaDu

e SCC-25 tratadas com cisplatina por citometria de fluxo

A capacidade do DPG e da QCT em modular a apoptose foi avaliada por citometria de fluxo
em células das linhagens FaDu e SCC-25 ap6s exposicao a CPT (controle positivo 20 uM), DPG
(IC20 30 uM e 35 uM, respectivamente), QCT (IC2 60 uM e 80 puM, respectivamente), DPG+CPT
e QCT +CPT e a porcentagem de células em apoptose foi quantificada. Os corantes 7-AAD e
Anexina V séo utilizados para avaliar a apoptose e viabilidade celular, sendo que 7-AAD entra nas
células com membranas danificadas, indicando células mortas ou necroticas e Anexina V se liga a
fosfatidilserina exposta nas células apoptdticas precoces. Juntas, elas permitem distinguir células
viaveis (sem sinal de 7-AAD ou Anexina V), apoptéticas (Anexina V positiva, 7-AAD negativa) e
necroéticas (Anexina V e 7-AAD positivas). Desta forma, foi observado apenas porcentagens de

ceélulas apoptoticas pois os tratamentos ndo causaram necrose evidente nas células estudadas.

Os resultados demonstraram que exposicdo a DPG (p=0,01) ou a combinacao de DPG e CPT
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(p=0,0009) induziram aumento significativo na apoptose nas células FaDu (Figura 7), embora, um
efeito menos pronunciado foi observado também nas células SSC-25. Na verdade, todos 0s
tratamentos demonstraram efeito apoptdtico moderado nas células estudadas, principalmente quando
tratadas apenas com CPT (Figura 7).
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FIGURA 9. Andlise dos efeitos da quercetina (QCT) e cisplatina (CPT) na inbi¢do da apoptose em
células FaDu e SCC-25 expostas a cisplatina (CPT). As células FaDu e SCC-25 foram tratadas com CPT
(20 uM), DPG (30 uM e 35 pM, respectivamente), QCT (60 uM e 80 uM, respectivamente), DPG+CPT e
QCT +CPT por 48 horas e a porcentagem de células apoptéticas foi quantificada por citometria de fluxo. A
exposicao ao DPG (p=0,01) e a combinacdo de DPG e CPT (p=0,0009) induziu aumento significativo na
apoptose das células FaDu, com um efeito menos pronunciado nas células SCC-25. Todos os tratamentos
apresentaram efeito apopt6tico moderado, especialmente com CPT isolado. Trés experimentos independentes

foram realizados, cada um em triplicata, com os resultados expressos como média + desvio padréo.

4.11. Efeito anti-inflamatdria do glicirrizinato dipotassio e quercetina na expressao de genes

envolvidos com processos inflamatorios em células FaDu tratadas com cisplatina

A andlise da de expressdo dos genes TNF-a, IL1p e INOS em células FaDu tratadas com
CPT, DPG, QCT e combinagdes (DPG+CPT ou QCT+CPT) por 48 horas revelou diferencas
significativas entre os tratamentos. O tratamento com CPT aumentou significativamente a média de

expressdo de TNF-a (8,95 vs. 1,14; p-valor = 0,0009) em comparagdo com controle, sugerindo a
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inducdo de uma resposta inflamatoria. Em contraste, a média de expressdo de TNF-a foi reduzida
significantemente em células tratadas com DPG (0,21 vs. 8,95; p-valor = 0,015) em comparagédo
com células expostas a CPT isolado. Células tratadas com DPG+CPT (1,85 vs. 8,95; p-valor = 0,08)
também apresentou média de expressdo TNF-a diminuido, sugerindo que DPG atenua a resposta
inflamatoria. O tratamento com QCT isolado reduziu a média de expressdo de TNF-a (1,23 vs. 8,95;
p-valor = 0,06) e em células tratadas em combinagdo QCT+CPT (7,23 vs. 8,95; p-valor = 0,60) em

comparacdo com celulas tratadas com CPT isolado (Figura 8).

Para o gene INOS, o tratamento com CPT gerou alteracfes significativas na media de
expressao em relacédo ao controle (14,27 vs. 1,05; p-valor = 0,008), enquanto o tratamento com DPG
isolado apresentou uma modulacdo acentuada (0,21 vs. 14,27; p-valor = 0,03) e em células em
combinacdo DPG+CPT (4,21 vs. 14,27; p-valor=0,07) em comparacdo com células tratadas cm CPT
isolado. Da mesma maneira, 0 QCT, tanto isolado (3,78 vs. 14,27; p-valor = 0,02) quanto combinado
com CPT (3,44 vs. 14,27; p-valor = 0,06), induziu uma reducdo na média de expressao de INOS,
sugerindo um efeito anti-inflamatorio (Figura 8).

Para o gene IL1B, observou-se que o tratamento com CPT (20 uM) promoveu um aumento
expressivo, mas ndo significante, na média de expressdo em relacédo ao controle (2,65 vs. 1,30; p-
valor = 0,21), indicando ativacdo da via inflamatéria. O tratamento com DPG (30 uM), por sua vez,
resultou em discreta inibicdo da expressdo de IL1B (1,88 vs. 2,65; p-valor = 0,28). Ja na combinacéo
DPG+CPT, verificou-se uma reducédo significativa da expressdo (0,55 vs. 2,65; p-valor = 0,03)
quando comparada ao CPT isolado, indicando possivel capacidade do DPG em atenuar a resposta
inflamatdria desencadeada pelo farmaco. De modo semelhante, o tratamento com QCT (60 uM)
também inibiu discretamente os niveis de IL1B (2,57 vs. 2,65; p-valor = 0,93), enquanto a
combinacdo QCT+CPT promoveu uma diminuicéo significativa da expresséo (0,71 vs. 2,65; p-valor
= 0,10), reforcando o potencial do QCT em suprimir mediadores inflamatdrios em células FaDu
(Figura 8).

Em resumo, a analise da expressao dos genes TNF-a, IL1/ e INOS em células FaDu ap0s 48
horas de tratamento com CPT, DPG, QCT e suas combinacdes evidenciou que 0s compostos
modulam de forma distinta a resposta inflamatéria. O CPT, administrado isoladamente, promoveu
um aumento expressivo na expressao de TNF-a e INOS, acompanhado também de uma elevacao nos

niveis de /L1p, sugerindo ativagdo de vias pro-inflamatdrias. Em contrapartida, 0 DPG reduziu
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significativamente a expressdo de TNF-a e INOS, além de atenuar a expressao de /LIS quando
combinado ao CPT, indicando um possivel efeito modulador sobre a inflamag&o induzida pelo
farmaco.

De modo semelhante, a QCT demonstrou tendéncia anti-inflamatoria, reduzindo a expresséo
de INOS e TNF-a de forma mais acentuada quando administrado isoladamente. Embora a reducéo
de IL1p pelo QCT tenha sido discreta, a combinacdo QCT+CPT também resultou em menor
expressdo dos trés genes avaliados, sugerindo uma acdo sinérgica moderada na supressao de
mediadores inflamatorios.

Em conjunto, esses achados indicam que tanto DPG quanto QCT apresentam potencial para
mitigar os efeitos pré-inflamatdrios induzidos pelo CPT em células FaDu, com destaque para o DPG,
que evidenciou efeito mais pronunciado na reducédo de /L1 e TNF-«, e para 0 QCT, que apresentou
acdo consistente sobre INOS.
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FIGURA 9. Anélise da média de expressdo dos genes TNF-a, IL1B e INOS em células FaDu tratadas
com cisplatina (CPT), glicirrizinato dipotassico (DPG), quercetina (QCT) e suas combinacGes
(DPG+CPT ou QCT+CPT) por 48 horas. A média de expressdo de TNF-a foi significativamente
aumentada em células tratadas apenas com CPT em comparagédo ao controle (8,95 vs. 1,14; p= 0,0009). Os
tratamentos com DPG (0,21 vs. 8,95; p= 0,015) e DPG+CPT (1,85 vs. 8,95; p= 0,08) resultaram em redugéo
expressiva da expressdo de TNF-a em relagéo ao CPT isolado. O QCT, tanto isoladamente (1,23 vs. 8,95; p=
0,06) quanto em combinagdo com CPT (7,23 vs. 8,95; p= 0,60), também promoveu reducdo, embora menos
acentuada, sugerindo um efeito anti-inflamat6rio moderado. Para o gene IL1B, o tratamento com CPT elevou
a média de expressdo em relacdo ao controle (2,65 vs. 1,30; p= 0,21), indicando ativacdo inflamatoria. O
DPG isolado apresentou leve reducdo (1,88 vs. 2,65; p= 0,28), enquanto a combina¢do DPG+CPT promoveu
uma diminuigdo significativa da expressao (0,55 vs. 2,65; p= 0,03). De forma semelhante, 0 QCT isolado
reduziu discretamente a expressdo de IL1B (2,57 vs. 2,65; p= 0,93), e o tratamento combinado QCT+CPT
também levou a redugdo da expressdo (0,71 vs. 2,65; p= 0,10), reforcando o potencial do composto em
suprimir mediadores inflamatorios. O gene INOS apresentou aumento significativo em células tratadas com
CPT (14,27 vs. 1,05; p=0,008) em comparacao ao controle. Os tratamentos com DPG isolado (0,21 vs. 14,27,
p=0,03) e DPG+CPT (4,21 vs. 14,27; p= 0,07) reduziram a expressdo de INOS, assim como o0 QCT isolado
(3,78 vs. 14,27; p= 0,02) e QCT+CPT (3,44 vs. 14,27; p= 0,06), evidenciando um perfil anti-inflamatério
desses compostos. Esses resultados indicam que DPG e QCT possuem potencial para atenuar a resposta
inflamatdria induzida por CPT em células FaDu. A analise morfoldgica das células apds os tratamentos
corroborou os achados obtidos por PCR em tempo real. Foram realizados trés experimentos independentes,

cada um em triplicata, e os resultados estdo expressos como média + desvio padrao.

4.12. Efeito anti-inflamatdria do glicirrizinato dipotéssio e quercetina na expressao de genes
envolvidos com processos inflamatorios em células SCC-25 tratadas com cisplatina

A andlise da expressdo dos genes TNF-a, IL-1/5 e INOS em células SCC-25 tratadas com
CPT, DPG e QCT isolados ou em combinagdo (DPG+CPT ou QCT+CPT) por 48 horas revelou

variagOes significativas entre os tratamentos.

A meédia da expresséo relativa de TNF-a nas células tratadas com CPT foi significativamente
mais alta quando comparada ao controle (12,78 vs. 1,38; p-valor =0,02). Esse aumento na expressao
sugere uma resposta inflamatdria induzida pelo CPT nas células SCC-25. O valor da média de
expressao relativa de TNF-a foi mais baixo em ceélulas tratadas com DPG (7,32 vs. 12,78; p-
valor=0,06); entretanto, significativamente mais baixo nas células tratadas com ambos DPG+CPT
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(1,68 vs. 12,78; p-valor=0,0001) quando comparado ao tratamento com CPT isolado, sugerindo uma
diminuicdo da resposta inflamatdria. No caso de QCT, a média da expressdo relativa foi
significativamente reduzida (1,41 vs. 12,78; p-valor=0,0009) e QCT+CPT (2,32 vs. 12,78 p-

valor=0,0001), de forma mais pronunciada do que no DPG isolado (Figura 9).

A média da expressao relativa de IL-7 nas células tratadas com CPT foi significativamente
maior em comparacdo ao controle (4,47 vs. 1,11; p-valor = 0,002), indicando uma inducéo
inflamatdria provocada pelo CPT nas células SCC-25. O tratamento com DPG resultou em uma
reducdo na media de expressdo de IL-/f (2,93 vs. 4,47; p-valor = 0,15), sugerindo um efeito
atenuador da resposta inflamatdria. A combinacdo de DPG+CPT apresentou uma reducdo mais
pronunciada (1,66 vs. 4,47; p-valor = 0,04) na média da expressdo de IL-/f, indicando uma
diminuicao da resposta inflamatdria de forma significativa. Da mesma forma, o tratamento com QCT
reduziu significativamente a expressdo de IL-7/4 (0,91 vs. 4,47; p-valor = 0,02), evidenciando um
forte efeito anti-inflamatorio. A combinagdo QCT+CPT também reduziu a expresséo de IL-15 (1,28
vs. 4,47; p-valor = 0,006) de maneira mais acentuada do que o tratamento com QCT isolado (Figura
9).

A média da expressdo relativa de INOS nas células tratadas com CPT foi similar em
comparagdo ao controle (1,60 vs. 1,75; p-valor = 0,92), indicando que ndo houve uma inducao
inflamatdria pela presenca de CPT nas células SCC-25. O tratamento com DPG resultou em uma
modulacéo leve da expressdo de INOS (2,05 vs. 1,75; p-valor = 0,22), sugerindo que o DPG tem
uma capacidade limitada de reduzir essa resposta inflamatéria. Em contrapartida, o tratamento com
QCT isolado causou uma reducdo na expressdo de INOS (0,32 vs. 1,75; p-valor = 0,06), indicando
um efeito anti-inflamatdério moderado. No entanto, a combinacdo de QCT+CPT promoveu uma
reducdo pronunciada na expressdo de iNOS (0,05 vs. 1,75; p-valor = 0,03), demonstrando um efeito

anti-inflamatorio mais robusto do que o tratamento isolado com CPT (Figura 9).

Os resultados da anélise da média de expresséo dos genes TNF-«, IL-15 e INOS em células
SCC-25 tratadas com CPT, DPG, QCT e suas combinacdes indicam que o CPT induz uma resposta
inflamatoria, evidenciada pelo aumento significativo da expressédo de TNF-a e IL-1p. Os tratamentos
com DPG e QCT, tanto isolados quanto em combinag&o com CPT, reduziram significativamente a
expressdo desses genes, demonstrando um efeito anti-inflamatorio. O DPG apresentou reducdo da

expressdo de TNF-o, enquanto o QCT teve um efeito mais pronunciado, especialmente em
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combinacdo com CPT. Embora o CPT ndo tenha induzido uma resposta inflamatoria clara em

relacdo ao gene iINOS, o QCT, isolado e combinado com CPT, reduziu substancialmente sua

expressao, evidenciando um efeito anti-inflamatério mais robusto. Em resumo, tanto o DPG quanto

0 QCT possuem potencial anti-inflamatério nas células SCC-25, indicando que esses compostos

podem ser explorados como potenciais moduladores da resposta inflamatéria em contextos

terapéuticos da MO.
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FIGURA 10. Analise da expressao dos genes TNF-a, IL-1p e INOS em células SCC-25 tratadas com
cisplatina (CPT), glicirrizinato dipotéssio (DPG), quercetina (QCT) e combinacdes (DPG+CPT ou
QCT+CPT) por 48 horas. A média de expressdo de TNF-a foi significativamente aumentada nas células

tratadas com CPT, em comparacéo ao controle (12,78 vs. 1,38; p=0,02). Os tratamentos com DPG (7,32 vs.
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12,78; p=0,06) e DPG+CPT (1,68 vs. 12,78; p= 0,0001) resultaram em uma reducéo na expressao de TNF-
a em comparacdo com células tratadas com CPT isolado, indicando um efeito atenuador da resposta
inflamatdria. O QCT também reduziu a média de expressdo de TNF-¢, tanto isoladamente (1,41 vs. 12,78;
p= 0,0009), quanto em combina¢do com CPT (2,32 vs. 12,78; p= 0,0001) em comparacdo com células
tratadas com CPT. (B) Para o gene IL-1p, o tratamento com CPT aumentou significativamente sua média de
expressao (4,47 vs. 1,11; p= 0,002) em comparagéo ao controle. O DPG isolado reduziu a expressao de IL-
15 (2,93 vs. 4,47; p= 0,15), sendo que a combina¢do DPG+CPT demonstrou uma redugdo mais pronunciada
(1,66 vs. 4,47; p=0,04) em comparacdo com células expostas a CPT. O QCT, isolado (0,91 vs. 4,47; p=0,02)
e combinado com CPT (1,28 vs. 4,47; p= 0,006), demonstrou um forte efeito anti-inflamatério em
comparagdo com células CPT. A média de expressdo de INOS foi similar no controle e no tratamento com
CPT (1,60 vs. 1,75; p=0,92), mas foi reduzida com os tratamentos com DPG (2,05 vs. 1,75; p=0,22), QCT
(0,32 vs. 1,75; p=0,06) e especialmente com QCT+CPT (0,05 vs. 1,75; p=0,03) em comparac¢do com células
tratadas somente com CPT. Esses resultados indicam que DPG e QCT possuem efeito anti-inflamatério nas
células SCC-25. Trés experimentos independentes foram realizados, cada um em triplicata, com os resultados

expressos como média + desvio padréo.

4.13. Avaliacdo da citotoxicidade da cisplatina em células epiteliais humanas normais HaCat:
ensaio MTT

O ensaio MTT foi realizado nas células epiteliais humanas normais HaCat para avaliar a
resposta de células normais aos compostos testados, isolados e em combinacdo com a CPT,
utilizando as mesmas concentragdes aplicadas as linhagens tumorais FaDu e SCC-25 (10-200 uM)
e tempos de exposicao de 24, 48 e 72 h. Utilizando o DPG isolado, observou-se reducgéo acentuada
da viabilidade celular de forma dependente da dose e do tempo, com valores inferiores a 50% ja em
10-20 uM (Figura 10A). Esses achados indicaram que a DPG apresentou maior citotoxicidade em
células HaCaT do que nas linhagens tumorais FaDu e SCC-25, nas quais a IC2 foi determinada em
35 uM. A QCT, por sua vez, demonstrou baixa citotoxicidade em HaCat, mantendo a viabilidade
celular superior a 60% nas concentracfes de 20 a 100 uM apds 24 horas e 20 a 80 UM apds 48 horas
(Figura 2B). Ainda, a QCT se mostrou resistente a CPT entre as concentra¢es 60 a 150 UM ap06s
72 horas. Somente nas maiores concentragdes e tempos prolongados (>150 uM e 72 h) observou-se

reducéo da viabilidade, sugerindo boa tolerancia da linhagem normal a QCT (Figura 10B).
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O tratamento com CPT em combinacdo com DPG [IC2] reduziu a viabilidade celular de

forma dose-dependente, com queda acentuada a partir de 30 UM apds 24 horas. Desta forma o co-

tratamento com DPG ndo apresentou efeito protetor significativo em comparacdo a CPT isolada

(Figura 10C). Quando combinada a CPT, a QCT [IC20] apresentou discreto efeito citoprotetor apos

24 horas, evidenciado por valores de viabilidade superiores aos observados com CPT isolada (Figura

10C). Em contrapartida, apo6s 48 horas, tanto QCT quanto DPG, em associagdo a CPT, mantiveram

comportamento semelhante a CPT isolada, sem alteracdes expressivas na viabilidade (Figura 10D);

mas sendo possivel observar efeito protetivo, especialmente a QCT, em comparacdo a CPT isolada.

Esses resultados demonstram que a QCT possui melhor perfil de biocompatibilidade em

células normais, enquanto o DPG apresenta maior citotoxicidade em HaCat, reforcando a

necessidade de ajuste de dose para uso seguro em aplicacOes terapéuticas.
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FIGURA 11. Avaliacao da viabilidade celular da linhagem epitelial humana ndo tumoral HaCat apds

tratamento com dipotassio glicirrizato (DPG), quercetina (QCT) e cisplatina (CPT), isolados ou em
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combinacéo, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. (A) Viabilidade celular ap6s tratamento com DPG (10-100
HMM); (B) Viabilidade celular apés tratamento com QCT (20-200 uM); (C) Efeito da coadministragdo de DPG
(35 uM) ou QCT (80 pM) com CPT (10-100 puM) por 24 horas; (D) Efeito dos mesmos co-tratamentos ap6s
48 horas. A viabilidade foi determinada pelo ensaio MTT e expressa em porcentagem em relacdo ao controle
ndo tratado (100%). Trés experimentos independentes foram realizados, cada um em triplicata, com os

resultados expressos como média + desvio padréo.

4.14. Efeito anti-inflamatdria do glicirrizinato dipotassio e quercetina na expressao de genes

envolvidos com processos inflamatorios em células HaCat tratadas com cisplatina

A andlise da expressao dos genes TNF-a, IL1B e INOS em células HaCaT tratadas com DPG
(35 uM) ou QCT (80 uM) em combinacdo com CPT (30 uM) revelou alteragdes distintas na resposta

inflamatoria apds 48 horas de incubacéo (Figura 11).

O tratamento com CPT promoveu um aumento expressivo na média de expressdo dos genes
TNF-a (3,97 vs. 1,06; p = 0,14) e INOS (3,30 vs. 1,02; p = 0,32) em comparagdo ao controle,
sugerindo ativacdo de vias pro-inflamatérias. A expressdo de IL1B também apresentou elevagdo
moderada (1,57 vs. 1,09; p = 0,51), indicando uma resposta inflamatéria leve.

A combinacdo DPG+CPT resultou em uma reducdo acentuada na expressao dos trés genes
analisados em comparacéo ao tratamento com CPT isolado, com destaque para IL1B (0,39 vs. 1,57,
p =0,05) e INOS (0,17 vs. 3,30; p = 0,21), demonstrando um efeito inibitdrio significativo do DPG
sobre a inflamacdo induzida pela CPT. O gene TNF-a também apresentou discreta diminui¢do em

relacdo ao tratamento com CPT (2,54 vs. 3,97; p = 0,39), reforcando o potencial modulador do DPG.

O tratamento com QCT+CPT apresentou um perfil distinto: TNF-« (1,39 vs. 3,97; p = 0,17)
mostrou discreta inibicdo em relacdo ao CPT, enquanto IL1B exibiu aumento considerdvel na
expressao (3,01 vs. 1,57; p=0,30), sugerindo possivel ativacdo seletiva de mediadores inflamatorios.
Por outro lado, INOS permaneceu reduzido (0,36 vs. 3,30; p = 0,23), indicando que a QCT associada
a CPT pode exercer efeito antioxidante e anti-inflamatorio sobre a via dependente de 0xido nitrico.

Em conjunto, esses resultados indicam que o tratamento com CPT isolado ativa genes pro-
inflamatorios em células HaCaT, enquanto a presenca de DPG atenua de forma expressiva essa

resposta. A associacdo QCT+CPT modulou de maneira diferenciada os marcadores inflamatorios,
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reduzindo INOS mas aumentando IL1B, o que sugere uma regulagdo complexa entre as vias

inflamatorias e antioxidantes nesses queratinocitos.
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FIGURA 12. Analise da média de expressao dos genes TNF-a, IL1B e INOS em células HaCaT tratadas
com cisplatina (CPT, 30 uM), glicirrizinato dipotéssico (DPG, 35 puM) em combinacdo com CPT, e
quercetina (QCT, 80 uM) associada a CPT, ap0s 48 horas de incubacéo. O tratamento com CPT elevou
a expressédo dos genes TNF-a, IL1B e INOS em comparagéo ao controle, indicando ativagdo inflamatoria. A
combinagdo DPG+CPT promoveu redugdo significativa na expressdo desses marcadores, principalmente
IL1B e INOS, demonstrando efeito anti-inflamatério do DPG. O tratamento QCT+CPT reduziu a expressdo
de INOS, mas aumentou IL1B, sugerindo modulagao seletiva da resposta inflamatoria. Os dados representam

a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes, realizados em triplicata.

4.15. Teste de atividade antimicrobiana do glicirrizinato dipotéssio e quercetina contra

isolados clinicos bacterianos por método de disco-difusdo

O método de disco-difusdo é amplamente utilizado em laboratorios de microbiologia para
avaliar a atividade antimicrobiana de substancias. Este método envolve a difuséo de antimicrobianos
impregnados em discos de papel sobre placas de agar inoculadas com o microrganismo alvo. A
formacéo de zonas de inibicdo ao redor dos discos indica a sensibilidade dos microrganismos aos
agentes testados. A atividade antimicrobiana dos compostos (Figura 11) 1) DPG e 2) QCT foi

avaliada contra isolados clinicos das seguintes espécies bacterianas: Staphylococcus aureus (1),
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Staphylococcus coagulase negativa (2), Enterococcus sp. (3), Pseudomonas aeruginosa (4),
Acinetobacter baumannii (5), Escherichia coli (6), Klebsiella pneumoniae (7), Streptococcus mutans
(8), Lactobacillus spp. (9) e bactérias totais da boca (10). Os isolados bacterianos foram
subcultivados em agar TSA a partir do banco de microrganismos do Laboratorio de Microbiologia
do Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias da Saude da Universidade Séo Francisco. Os resultados
experimentais ndo demonstraram atividade antimicrobiana de DPG ou QCT contra as espécies
testadas, pois ndo foram observadas zonas de inibicdo ao redor dos discos, indicando a auséncia de
sensibilidade dos microrganismos a esses compostos, indicando que esses compostos ndo possuem

efeito bactericida (matar bactérias) ou bacteriostatico (inibir o crescimento bacteriano) contra as

espécies avaliadas (Figura 13).

FIGURA 13. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do Glicirrizinato Dipotéssio (DPG) e da
Quercetina (QCT) contra isolados clinicos bacterianos. O método de disco-difusdo utilizado para testar a
atividade antimicrobiana dos compostos 1) DPG, 2) QCT e 3) DMSO (controle) em discos de papel
impregnados com concentracfes conhecidas dos agentes, sobre uma placa de agar inoculada com
microrganismos alvo. Dentre as espécies bacterianas testadas Staphylococcus aureus (1), Staphylococcus
coagulase negativa (2), Enterococcus sp. (3), Pseudomonas aeruginosa (4), Acinetobacter baumannii (5),
Escherichia coli (6), Klebsiella pneumoniae (7), Streptococcus mutans (8), Lactobacillus spp. (9) e bactérias
totais da boca (10), ap6s dois dias consecutivos de subcultivo, ndo foi observada atividade antimicrobiana
significativa dos compostos DPG e QCT, pela auséncia de zonas de inibi¢&o ao redor dos discos.
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4.16. Quantificacdo dos compostos por cromatografia liquida de pressdo ultra elevada
acoplada a espectrometria de massa (UHPLC-MS) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

A caracterizacdo do DPG por UHPLC-MS identificou os principais ions correspondentes
a forma desprotonada da molécula ([M-H]") e a forma duplamente desprotonada ([M-2H]*"),
com razfes massa/carga de 410 e 821, respectivamente. O erro de medi¢&o para o ion [M-H]~
foi de -1,83 ppm, abaixo do limite de 3 ppm, assegurando a precisdo dos resultados. A
comparacdo dos sinais experimentais com padrdes isotopicos simulados e reais demonstrou
valores de massa compativeis, com erro inferior a 2 ppm, validando a identificacdo molecular
do DPG (Bonafé, 2024c).

A analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) revelou um perfil
cromatografico com um pico principal, correspondente a QCT, com pureza de 94,25%,
indicando alta qualidade do composto. Além do pico principal, foram observados dois picos
secundarios, identificados como pico X (4,4%) e pico Y (1,35%), sugerindo a presenca de
impurezas ou subprodutos. Embora esses picos representem concentra¢cbes menores, sua
natureza e impacto devem ser investigados conforme a aplicacdo do material. O
cromatograma, apresentado na Figura 14, demonstra uma separacéo eficiente, com intensidade
e formato dos picos indicando a precisao e confiabilidade do método analitico utilizado.

FIGURA 14. Quantificacdo do composto quercetina (QCT) por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). A analise realizada por HPLC demonstrou um perfil cromatografico dominado por um pico
principal, correspondente a QCT, com uma pureza de 94,25%. Esse resultado indica que a amostra apresenta

um alto grau de pureza, sendo 0 composto majoritario identificado com clareza. Além do pico principal, foram
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detectados dois picos secundarios, denominados pico X (4,4%) e pico Y (1,35%), sugerindo a presenca de
impurezas ou subprodutos oriundos do processo de sintese ou extracdo. Embora esses componentes estejam
em concentracdes relativamente baixas, sua natureza e impacto devem ser avaliados conforme a aplicacdo do
material. O cromatograma obtido evidencia uma separacdo eficiente, permitindo a quantificagcdo precisa dos
componentes presentes. O formato e a intensidade dos picos indicam a adequacdo do método analitico
empregado, garantindo confiabilidade na identificacdo da QCT.



5. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial anti-inflamatorio do DPG e
QCT em linhagens celulares de CCP, utilizando a CPT como agente indutor de MO. A
mucosite é uma das complicagdes mais debilitantes associadas a quimioterapia e a
radioterapia, caracterizada por inflamagé&o intensa, morte celular e ulceragdo da mucosa bucal,
que comprometem a alimentacéo, a fala e a qualidade de vida dos pacientes (Sonis, 2004; Lalla
et al., 2008). A patogénese da MO envolve cinco fases principais: iniciacdo, geracdo de
mensagens, amplificacdo, ulceracéo e cicatrizacdo. Na segunda fase, a via NF-kB é uma das
primeiras a ser ativada, promovendo a expressao de citocinas pro-inflamatorias, especialmente
TNF-a, IL-1P e IL-6, além de enzimas como iNOS, que amplificam a resposta inflamatoria e
0 estresse oxidativo (Volpato et al., 2007; Escames et al., 2011). Essa cascata molecular leva

a disfuncao epitelial e ao dano tecidual caracteristico da MO.

Nos ensaios de viabilidade celular, as concentracdes e 0s tempos de exposicdo ideais
foram determinados para simular o processo inflamatdrio observado nas fases intermediarias
da mucosite. As analises por gPCR confirmaram o aumento da expressdo de genes
inflamatorios, como TNF-a, IL- 1 ¢ iNOS, validando o modelo de inflamag3o celular induzido
pela CPT. A ativagdo da via NF-«xB foi evidenciada por alteragdes morfologicas compativeis

com dano epitelial, reforcando o carater inflamatério do modelo experimental.

O DPG apresentou um efeito anti-inflamatorio expressivo, reduzindo a citotoxicidade
induzida pela CPT nas células FaDu. Esse efeito protetor foi evidenciado pela menor perda de
viabilidade celular em comparacdo com o tratamento isolado com CPT. Em concentracfes
mais elevadas, entretanto, 0 DPG demonstrou uma agéo citotoxica mais acentuada, sugerindo
potencial atividade antitumoral. As células SCC-25, por sua vez, demonstraram maior
resisténcia ao DPG, mantendo a viabilidade celular por periodos mais prolongados, o que

sugere diferencas intrinsecas entre as linhagens quanto a sensibilidade ao composto.

De forma semelhante, a QCT também apresentou potencial anti-inflamatdrio, sendo
mais eficaz nas células FaDu, que demonstraram reducgdo significativa na viabilidade celular
em concentragdes menores. As células SCC-25 foram mais resistentes, requerendo

concentragbes mais altas para que se observasse um efeito comparavel. Esses achados
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reforcam a acdo dupla desses compostos, ou seja, em doses baixas, exercem efeitos anti-
inflamatorios, enquanto em doses mais altas podem assumir perfil antitumoral (Bonafé et al.,
2019; Bonafé et al., 2022a; Bonafé et al., 2022b; Bonafé, 2024).

A combinacdo de DPG ou QCT com CPT demonstrou efeito protetor nas células FaDu,
principalmente nas primeiras 24 a 48 horas de exposicao, o que sugere a¢cdo moduladora inicial
sobre a inflamacéo e o estresse oxidativo. No entanto, apos 72 horas, o efeito anti-inflamatério
foi atenuado, possivelmente devido a ativacdo continua de vias inflamatdrias e a exaustao da
capacidade antioxidante e regulatdria desses compostos. A exposicao prolongada a CPT pode
também ativar outras cascatas, como a via MAPK, intensificando a resposta inflamatéria e

superando a acdo protetora inicial de DPG e QCT.

A anélise morfoldgica das células expostas a CPT revelou alteragcdes compativeis com
0s estagios iniciais da mucosite, incluindo desorganizacao do epitélio, perda de integridade da
membrana celular e danos ao citoesqueleto. Esses achados corroboram a literatura, que
descreve a mucosite como resultado da interagcdo entre apoptose e necrose epitelial induzida

por citocinas e radicais livres (Sonis, 2004; Lalla et al., 2008).

O DPG, isolado ou combinado a CPT, modulou o ciclo celular nas células FaDu,
promovendo discreta transi¢do da fase G1 para a fase S, o que sugere um papel na manutengao
da atividade proliferativa e na regeneracao epitelial durante a inflamacdo. A QCT, por outro
lado, ndo provocou alteracGes significativas no ciclo celular, mas contribuiu para a redugéo
moderada da morte celular, indicando uma acdo protetora complementar. Esses efeitos
sugerem que ambos os compostos podem atenuar o estresse inflamatdrio e promover um

ambiente celular favoravel a recuperacao tecidual.

A anélise de expressdo génica confirmou o perfil anti-inflamatério dos compostos. A
CPT isoladamente induziu forte aumento na expressdao de TNF-a e iNOS, o que reflete a
resposta inflamatoria exacerbada e o estresse celular. O tratamento combinado com DPG
resultou em reducdo significativa desses marcadores, indicando que o composto atua na
modulacdo da inflamacdo e na protecdo celular frente ao dano quimioterapico. A QCT
apresentou efeito semelhante, embora de menor intensidade, sugerindo uma acdo moduladora

mais suave sobre as vias inflamatorias.
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O presente estudo sugere que o DPG atenua a resposta inflamatoria em estagios iniciais
da MO — especialmente nas primeiras 24-48 h — o que esta de acordo com o0 modelo proposto
por Sonis (2004), no qual a modulacdo da fase de amplificacdo da inflamacéo €é critica para
reduzir a severidade da mucosite. O DPG, um derivado da glicirrizina do extrato de
Glycyrrhiza glabra, apresenta atividade anti-inflamatéria documentada. Vitali et al. (2013)
observaram que o DPG inibe a liberagdo de HMGBL e reduz a expressdo de TNF-a e IL-1§
em modelos animais de colite. De forma consistente, Shim et al. (2013) e Lee et al. (2019)
demonstraram que o DPG exerce efeito anti-inflamatério significativo em queratindcitos
humanos, atenuando a expressédo de COX-2, IL-8 e iINOS por meio da inibicdo da ativacéo da
NF-«xB. Em modelos in vivo, o DPG também apresentou efeitos regenerativos, promovendo
reepitelizacdo acelerada e modulacdo de colageno (Leite et al., 2023), reforcando seu papel

reparador e anti-inflamatorio.

Os achados do presente estudo também evidenciaram que o DPG, em combinagdo com
CPT, reduziu de forma significativa os niveis de TNF-a e iNOS nas linhagens FaDu e SCC-
25, corroborando o potencial do composto em modular a inflamacdo sem comprometer a
viabilidade celular. Esses efeitos coincidem com os de Zhong et al. (2019), que relataram a
capacidade da glicirrizina em reduzir mediadores inflamatérios (CXCL1, CXCL3, PTGS2, IL-
6) e favorecer a restauracdo da barreira epitelial em modelos de colite. Ensaios clinicos
recentes também sustentam o potencial terapéutico da Glycyrrhiza glabra, indicando que o uso
topico do extrato reduziu a incidéncia e a severidade da MO em pacientes submetidos a
quimioterapia (Sattari et al., 2019).

De modo semelhante, a QCT exibiu efeitos anti-inflamatorios consistentes, com reducgéo
significativa na expressdo de TNF-a e iNOS, principalmente nas células FaDu. A QCT ¢
amplamente reconhecida como moduladora da via NF-kB e de citocinas pro-inflamatorias
(Halder et al., 2016; Rehman et al., 2020). Em modelos de mucosite induzida por 5-
fluorouracil, Lotfi et al. (2021) demonstraram que a nanoemulsdo de QCT reduziu lesGes orais,
aumentou a atividade antioxidante (SOD e CAT) e diminuiu a expressdo de NF-kB. Dados
semelhantes foram observados por Kooshyar et al. (2017) em ensaio clinico duplo-cego, no

qual a QCT reduziu significativamente a severidade da MO em pacientes oncoldgicos.
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Em modelos experimentais mais recentes, a administracdo topica ou oral de QCT
também atenuou o dano oxidativo e a apoptose epitelial induzidos pela radia¢do (Yamamoto
et al., 2022; Zhang et al., 2021). Esses resultados reforcam o papel da QCT na supressao de
vias inflamatdrias e na protecdo da mucosa oral. No presente estudo, a QCT mostrou efeito
mais pronunciado nas fases iniciais da exposicdo a CPT (24-48 h), o que é coerente com 0
perfil antioxidante e modulador observado em modelos in vivo. A reducéo do efeito ap6s 72 h
pode refletir o esgotamento do potencial antioxidante ou a ativagdo de vias secundarias, como

MAPK, que perpetuam a inflamacéo (Pulito et al., 2020; Huang et al., 2022).

A analise morfologica confirmou alteracGes compativeis com os estagios iniciais da MO,
incluindo desorganizacdo epitelial e perda de integridade da membrana, efeitos semelhantes
aos descritos em modelos de mucosite induzida por agentes alquilantes (Volpato et al., 2007).
Em ambas as linhagens, observou-se que concentracdes mais elevadas de DPG e QCT
exerceram efeitos citotoxicos, indicando possivel acdo antitumoral dose-dependente — um
fendmeno também relatado por Halder et al. (2024), que evidenciaram propriedades
anticancerigenas do glicirrizinato em combinacdo com metotrexato em carcinoma

epidermoide oral.

O DPG, isolado ou combinado a CPT, modulou o ciclo celular nas células FaDu,
promovendo discreta transicdo da fase G1 para a fase S, o que sugere um papel na manutengao
da atividade proliferativa e na regeneracdo epitelial durante a inflamacdo. Esse efeito €
compativel com a hip6tese de que o DPG contribui para a progressao celular em ambientes de
estresse inflamatdrio, promovendo equilibrio entre proliferacdo e reparo. Em contraste, a
combinacdo de QCT e CPT nao resultou em alteracdes substanciais no ciclo celular em ambas
as linhagens, embora tenha sido observado um leve aumento na transigéo da fase G1 para S,

indicando um efeito modulador mais discreto.

A anélise de apoptose revelou que o tratamento com CPT isoladamente induziu morte
celular acentuada nas células FaDu, compativel com o dano epitelial caracteristico da
mucosite. No entanto, o tratamento com DPG, tanto isoladamente quanto em combinagdo com
CPT, reduziu significativamente a apoptose, sugerindo que o composto exerce efeito protetor

por meio da modulagéo de vias inflamatorias. A QCT, por sua vez, apresentou efeito mais
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leve, com reducdo moderada da apoptose, reforcando sua acdo complementar e menos intensa

na regulacdo da resposta celular.

Esses resultados indicam que o DPG tem papel mais expressivo na inibicdo da morte
celular programada e na atenuacdo da inflamagdo induzida pela CPT, o que corrobora 0s
achados de Vitali et al. (2013) e Shim et al. (2013), que observaram inibi¢do da liberacdo de
HMGBL e reducdo de TNF-a e IL-1p.

A auséncia de alteracOes drasticas nos dados de citometria de fluxo, contudo, ndo deve
ser interpretada como auséncia de resposta bioldgica. De acordo com Sonis (2004), a mucosite
¢ caracterizada por um processo inflamatorio persistente e multifasico, no qual o estresse
celular nem sempre resulta em apoptose macica, mas em desequilibrio celular e ativacédo de
vias pro-inflamatérias subletais. Assim, a resposta observada pode refletir um estresse
inflamatorio cronico, dificil de ser captado por analises de apoptose convencionais.

Essas observacfes também estdo de acordo com a hipétese de que o DPG e a QCT
promovem um estado de adaptacdo celular frente ao estresse inflamatorio, preservando a
viabilidade e reduzindo a resposta apoptética. Esse fenbmeno é relevante para o contexto da
mucosite, em gue a inflamac&o crénica compromete o epitélio oral sem necessariamente levar

a morte celular imediata.

Além disso, estudos prévios demonstraram que a QCT exerce efeito radioprotetor e
antiapoptdtico em modelos de mucosite induzida por radiacao ionizante (Zhang et al., 2021),
mantendo a proliferacdo das células basais e reduzindo o estresse oxidativo e a ativacdo de
NF-kB. Esses dados reforcam o papel da QCT como moduladora de ROS e protetora da

integridade epitelial.

A maior sensibilidade das células epiteliais HaCaT a CPT observada neste estudo esta
em concordancia com o perfil de citotoxicidade descrito na literatura (Cheng et al., 2020;
Ribeiro et al., 2019), reforcando o papel deste modelo na simulagdo dos eventos iniciais da
MO induzida por quimioterapia. A perda de viabilidade celular em HaCaT reflete o dano direto
sofrido pelo epitélio oral durante o tratamento com CPT, o qual leva a liberagdo de ROS,
ativacdo da via NF-xB (aumento de IL-6) e aumento da expressdo de citocinas pro-
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inflamatorias (TNF-«, IL-14 e INOS ) caracterizando as fases de iniciacdo e sinalizacdo da
mucosite. Esse processo foi também descrito em pacientes oncol6gicos, nos quais a destrui¢do
do epitélio oral constitui a principal toxicidade dose-limitante durante a quimioterapia (Silva
et al., 2018). Em contrapartida, as linhagens tumorais FaDu e SCC-25 apresentaram menor
sensibilidade a CPT, o que esta de acordo com os achados de Wang e Lippard (2005), que
relataram maior resisténcia tumoral associada a ativacdo de mecanismos de reparo de DNA e

transporte de farmacos.

A QCT demonstrou perfil de biocompatibilidade favoravel nas células HaCaT, com
efeito citoprotetor frente a CPT. Esse efeito é coerente com achados de Rauf et al. (2018), que
relataram propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes da quercetina por meio da inibicao
das vias NF-kB e MAPK.

Ja o DPG apresentou citotoxicidade acentuada em HaCaT, sugerindo que, embora
possua reconhecidas propriedades anti-inflamatorias e capacidade de modular a via
HMGB1/NF-kB (Kao et al., 2010; Vitali et al., 2013), seu uso requer cautela em células
normais. Vitali et al. (2013) relataram que o DPG, em concentracOes elevadas apresentadas,
pode induzir alteracBes metabdlicas e morte celular, enquanto em doses moderadas (como 8
mg/kg em modelos in vivo) apresenta perfil seguro e efeito anti-inflamatorio significativo.
Esses achados reforcam a necessidade de ajuste de dose para o uso terapéutico do DPG e
sustentam o potencial protetor da quercetina frente a toxicidade epitelial associada a

quimioterapia.

Nas células tumorais FaDu e SCC-25, o tratamento com CPT promoveu uma clara
inducdo da expressdo dos genes pro-inflamatorios TNF-o e IL-18, refletindo a ativagdo de vias
inflamatdrias associadas a resposta ao agente quimioterapico. Em FaDu, observou-se elevacéo
significativa desses marcadores, especialmente TNF-a e INOS, enquanto em SCC-25, além do
aumento expressivo de TNF-a e IL-1/, ndo houve alteracdo significativa na expressao de INOS
com CPT isolado, sugerindo diferencas especificas na regulacdo inflamatdria entre essas duas

linhagens tumorais.

A atuacdo dos compostos naturais DPG e QCT apresentou efeito anti-inflamatorio
consistente em ambas as células tumorais. Em SCC-25, DPG e QCT, isolados ou combinados

73



com CPT, reduziram significativamente a expressao de TNF-a e IL-1, com QCT mostrando
maior eficécia, inclusive na reducdo expressiva de INOS quando combinado com CPT. Em
FaDu, DPG e QCT também atenuaram a inducéo inflamatoria promovida por CPT, embora
com variagdes na intensidade e no perfil de modulacéo. Estes resultados reforcam o potencial
desses compostos como moduladores da resposta inflamatoria em contextos tumorais, com

possiveis implicacGes terapéuticas para minimizar os efeitos adversos da quimioterapia.

Em contraste, nas células normais HaCaT, a indugdo inflamatdria pelo CPT foi mais
moderada, com aumentos discretos na expressdo de TNF-a, IL-15 e INOS. O DPG demonstrou
um efeito inibitério mais robusto sobre esses genes, especialmente reduzindo
significativamente IL-/5 e INOS, indicando capacidade de proteger as células queratindcitas
contra a ativacdo inflamatdria induzida pela cisplatina. J& a combinacdo QCT+CPT resultou
em um padrdo mais complexo, com reducdo na expressao de TNF-a e INOS, porém aumento
na expressdo de IL-/p, sugerindo uma regulac&o seletiva e multifacetada das vias inflamatorias

e antioxidantes em células ndo tumorais.

Assim, ao comparar linhagens tumorais e células normais, observa-se que CPT ativa
mecanismos pré-inflamatdérios em ambas, porém com maior intensidade nas células
cancerigenas. A coadministracdo de DPG e QCT é capaz de modular essa resposta
inflamatoria, reduzindo marcadores-chave como TNF-« e IL-/f, com QCT exercendo efeito
mais pronunciado sobre INOS, especialmente nas células tumorais. Esses achados indicam que
DPG e QCT podem representar adjuvantes promissores para a mitigacdo da inflamacéo
induzida pela cisplatina, com potencial para proteger tecidos normais e modular o
microambiente tumoral, abrindo caminho para estratégias terapéuticas mais eficazes e menos

téxicas.

A auséncia de efeito antimicrobiano significativo nos testes de disco-difusdo indica que
os efeitos observados de DPG e QCT sdo predominantemente anti-inflamatérios e ndo
derivados de acdo antibacteriana. Tal caracteristica € vantajosa no contexto da MO, pois
contribui para a preservagdo da microbiota oral, fundamental para o equilibrio da mucosa e
para a recuperacdo do epitélio ap6s o tratamento quimioterapico. A auséncia de efeito

antimicrobiano significativo nos ensaios de disco-difusdo sugere que os efeitos benéficos
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observados de DPG e QCT derivam de suas a¢des imunomoduladoras e ndo bactericidas, fato
desejavel no contexto da MO. Essa seletividade é importante, pois preserva a microbiota oral

e favorece a cicatrizacdo (Vitali et al., 2013; Ferreira et al., 2022).

A caracterizagdo dos compostos por espectrometria de massas confirmou sua identidade
e pureza, assegurando a confiabilidade dos ensaios. A pureza elevada da QCT (94,25%) e a
confirmacéo da estrutura do DPG reforcam a qualidade dos agentes utilizados e a validade dos

resultados obtidos.

No contexto fisiopatologico da MO, a capacidade do DPG e da QCT de modular a via
NF-kB e reduzir a expressdo de citocinas pro-inflamatorias sugere que esses compostos atuam
diretamente na fase de amplificacdo da inflamacéo, podendo prevenir a progressdo para 0s
estagios de ulceracdo e necrose tecidual. O uso desses agentes naturais, portanto, representa
uma estratégia promissora para atenuar os efeitos adversos da quimioterapia, promover a
reparacao tecidual e melhorar a qualidade de vida dos pacientes com cancer de cabeca e
pesco¢o. Em sintese, o presente estudo demonstra que tanto o DPG quanto a QCT exercem
efeitos anti-inflamatorios significativos em modelos celulares de mucosite induzida por CPT.
O DPG apresentou acdo mais robusta, reduzindo a expressdo de genes inflamatorios e a
apoptose, enquanto a QCT exibiu efeito moderado, mas consistente, na atenuacéo da resposta
inflamatdria. Esses resultados sustentam o potencial desses compostos como adjuvantes
terapéuticos no manejo da MO, especialmente em pacientes submetidos a quimioterapia.
Futuras investigacdes in vivo sdo essenciais para validar esses achados e avaliar a seguranca,
biodisponibilidade e eficacia clinica desses agentes naturais no contexto da inflamacao oral

induzida por tratamento oncolégico.
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6. CONCLUSAO

Efeito anti-inflamatdrio de DPG e QCT:

v" Ambos os compostos reduziram significativamente a expressdo de marcadores inflamatdrios
induzidos pela CPT. O DPG apresentou acdo mais robusta, enquanto a QCT exibiu
modulagdo mais suave, porém consistente.

Efeito protetor nas células epiteliais (FaDu):

v O DPG, isoladamente ou em combinacdo com CPT, reduziu a apoptose e preservou a
viabilidade celular, sugerindo acdo protetora em estagios iniciais da inflamacdo. A QCT
também reduziu a apoptose, ainda que de forma menos pronunciada, atuando como
modulador complementar da resposta inflamatoria.

Modulacéo do ciclo celular:

v" O DPG promoveu discreta transicdo da fase G1 para a fase S em células FaDu, sugerindo
estimulo a regeneracdo epitelial sob estresse inflamatério. A QCT ndo alterou
significativamente o ciclo celular, mas contribuiu para a manutencdo da viabilidade e
integridade celular.

Respostas diferenciais entre linhagens celulares:

v' As células FaDu demonstraram maior sensibilidade aos compostos, enquanto as SCC25
foram mais resistentes, exigindo concentracGes mais elevadas para efeitos comparaveis.
Essas diferencas refletem variabilidade intrinseca das linhagens quanto a susceptibilidade
inflamatdria e a resposta a agentes bioativos.

Atividade antimicrobiana limitada:

v' Os ensaios de disco-difusdo ndo demonstraram atividade antimicrobiana significativa,
indicando que os efeitos benéficos observados sdo decorrentes de a¢Oes anti-inflamatorias e
antioxidantes, e ndo de acdo bactericida, caracteristica desejavel para preservacdo da
microbiota oral durante o tratamento da MO.

Potencial terapéutico:

v" A combinacdo de DPG ou QCT com CPT exerceu efeito protetor em fases iniciais (2448 h)
da exposicéo, sugerindo utilidade clinica potencial na prevencao e reducéo da severidade da
MO. Esses achados apontam para o desenvolvimento futuro de formulagGes topicas ou
sistémicas a base desses compostos como adjuvantes a quimioterapia.

Qualidade e caracteriza¢do dos compostos:
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v' A confirmagcdo estrutural e a pureza dos compostos por espectrometria de massas garantiram
a validade experimental e sustentam a reprodutibilidade dos resultados.

Em sintese, o DPG apresentou ac¢do anti-inflamatdria mais pronunciada e protetora, enquanto a
QCT demonstrou efeito complementar e antioxidante, ambos contribuindo para a atenuacdo da
inflamacdo e protecdo epitelial. Esses achados fornecem base cientifica solida para futuras
investigagdes in vivo e ensaios clinicos, visando validar a eficacia, seguranga e aplicabilidade

terapéutica desses compostos no manejo da mucosite oral.

7. LIMITACOES DO ESTUDO

Apesar dos resultados promissores, este estudo apresenta algumas limitagdes que devem ser
consideradas:
Modelo exclusivamente in vitro:

As anélises foram realizadas em linhagens celulares, que ndo reproduzem completamente a
complexidade da mucosa oral in vivo, especialmente quanto a interacdo entre células epiteliais,
sistema imunoldgico e microbiota.

Auséncia de andlise proteica e funcional aprofundada:

Embora a expressdo génica tenha indicado modulacéo inflamatéria, ndo foram realizadas
quantificacbes de proteinas (por exemplo, por Western blot ou ELISA) nem estudos de
translocacéo nuclear de NF-«B.

Foco temporal restrito:

As observacfes concentraram-se em intervalos de até 72 horas. Estudos com tempos mais
prolongados poderiam elucidar os efeitos regenerativos e o comportamento crénico da
inflamacao.

Avaliacado limitada de vias de sinalizacéo:

O estudo priorizou parcialmente a via NF-xB, sem investigar detalhadamente outras rotas
envolvidas na mucosite, como MAPK, Nrf2 e TLR4, que poderiam contribuir para o
entendimento integral dos efeitos dos compostos.

Auséncia de dados farmacocinéticos e de biodisponibilidade:

A extrapolacdo dos resultados para o contexto clinico é limitada pela falta de informacdes

sobre absorcdo, metabolismo, distribuicdo e excrecdo dos compostos, especialmente no

microambiente oral.
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Potencial citotoxicidade do DPG em células normais:
Apesar do efeito anti-inflamatdrio, o DPG apresentou toxicidade em células epiteliais ndo
tumorais (HaCaT) em concentracdes mais elevadas, o que reforca a necessidade de ajuste de

dose e de estudos adicionais de seguranca.
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ANEXO I: Bula do composto Cisplatina.

C-Platin®

Blau Farmacéutica S.A.
Solugio injetavel
1 mg/mL ¢ 0,5 mg/mL

Blau Farmacéutica S/A.
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C-PLATIN®
cisplatina

MODELO DE BULA PROFISSIONAL DE SAUDE RDC 47/09

APRESENTACOES

Embalagem contendo frasco-ampola com 10 mg de cisplatina em 20 mL de solugdo injetavel (0,5 mg/mL).
Embalagem contendo frasco-ampola com 50 mg de cisplatina em 100 mL de solugdo injetavel (0,5 mg/mL).
Embalagem contendo frasco-ampola com 50 mg de cisplatina em 50 mL de solugdo mjetavel (1 mg/mL).
Embalagem contendo frasco-ampola com 100 mg de cisplatina em 100 mL de solugao injetavel (1 mg/mL).

VIA DE ADMINISTRACAO: INTRAVENOSA

USO ADULTO E PEDIATRICO

COMPOSICAO
Cada frasco-ampola de 10 mg contém:

veiculo (cloreto de sodio, acido cloridrico, hidroxido de sodio e agua para mjetaveis) q.s.p. 20 mL

Cada frasco-ampola de 50 mg contém:
cisplatina
veiculo (cloreto de sodio, acido cloridrico, hidréxido de s6dio e dgua para injetaveis) q.s.p. 100 mL

Cada frasco—ampola de 50 mg contém:

veiculo (cloreto de sodio, acido clondnco hidréxido de sodio e dgua para mjetavels) q.5p. 50 mL

Cada tmsco—ampola de 100 mg contém:

veiculo (cloreto de sodi ac1do-c1m'1dnco hidroxido de sodio e agua para mjeta\'ﬂs) q.5p. 100 mL

1) INFORMACOES TECNICAS AOS PROFISSIONAIS DE SAUDE

1. INDICACOES

Tumores Metastaticos de Testiculo

A cisplatina esta indicada na poliquimioterapia estabelecida com outros agentes aprovados, em pacientes portadores de tumores
metastaticos de testiculo que ja se submeteram ao tratamento cirirgico e/ou radioterapico apropriados.

Tumores Metastaticos de Ovario

A cisplatina esta indicada em combinagdes terapéuticas estabelecidas com outros agentes quimioterapéuticos aprovados, em pacientes
portadoras de tumores metastaticos de ovario, ja submetidas a procedimentos cirirgicos e/ou radioterapéutico apropriados. A cisplatina
como agente isolado é indicada como terapia secundaria em pacientes portadores de tumores ovarianos metastaticos refratarios a
quimioterapia padrio, que nio tenham sido previamente tratados com cisplatina.

Cancer Avancado de Bexiga
A cisplatina esta indicada como agente inico em pacientes portadores de cancer de células de transigdo da bexiga ndo mais sensivel a
tratamentos locais, tais como cirurgia e/ou radioterapia.

Carcinomas Espum{elu]al es de Cabe«;a e Pesco;o
A cisplatina esta indi em ¢ao q péutica com outros agentes aprovados, em pacientes portadores de carcinomas

espino-celulares de cabega e pescogo, como um adjunto aos p: gico e/ou péutico apropriados.

2. RESULTADOS DE EFICACIA
Tumores metastaticos do testiculo: Popadiuk et al. (2006) analisaram um estudo multicéntrico realizado desde 1998 envolvendo 31
meninos de um més a 18 anos de idade (média de 14 anos) com tumores testiculares malignos. Quatro desses pacientes foram excluidos
da analise, uma vez que trés ja haviam sido tratados e um morreu no segundo dia de hospitalizagdo. Vinte e sete meninos foram
submetidos a cirurgia (orquiectomia), nas quais 26 foram primérias (81% completas) e trés secundarias (100% completas). Do total dos
p 33% ndo receb terapia apos a cirurgia, em 41% foi administrado o protocolo de tratamento vimblastina, bleomicina
e cisplatina e em 26% o pmtocolo de tratamento etoposideo, ifosfamida e cisplatina. Dois pacientes também receberam o protocolo
adriamicina, bleomicina e carboplatina. Dentre as 26 criancas com tumores de células germinativas, 25 (96%) permaneceram vivas e 23
(88%) apresentaram primeira remissao apos o término do tratamento. Uma crianga faleceu devido a metastase do sistema nervoso central.
Duas criangas tiveram reincidéncia local tratadas com quimioterapia ou cn'm gla com bons resultados. A média de acompanhamento fo1
de 45 meses. A eficacia e toxicidade de terapia utilizando et ideo e cispl. em paci com tumores metastaticos de células
germinativas foram investigadas por Shintaku et al. (2002). O estudo envolveu 18 pacientes com tumores metastaticos de células

vas (seis e 12 ndo semi estagio I 8, estagio ITIA 2 esmglo 1IIB 6, estagio ITIC 2) tratados com trés a cinco
ciclos de inducio com regime etoposideo e cisplatina. Foram administrados 100 mg/m’ de etoposideo e 20 mg/m’ de cisplatina nos dias 1
a 5 erepetido a partir do dia 21. Depois da obtengdo de niveis normais dos marcadores tumorais, foram realizados um ou dois ciclos
adicionais de etoposideo e cisplatina. Ao final do tratamento, quatro dos 18 paci (22%) al a pleta e 14
pacientes (78%), remissao parcial. Destes ultimos, sete foram tratados com excisdo dos tumores residuais e al m r a

Blau Farmacéutica S/A.

Fonte:https://www.blau.com.br/storage/app/media/Bulas%20Novas%20-%2029.08.17/bulapsc-platin.pdf



ANEXO II: Certificado de analise da linhagem Fadu.

2
2 AUTHENTICITY TEST REPORT
°°§Q;a.&! N° STR/007.18 - Release 00
CLIENT'S DATA

Institution: Faculdade de Ciéncias Médicas
Address: Rua Vital Brasil, n® 50 — Zip code: 13083-888 City: Sao Paulo - SP
Name / E-mail: Ericka Costalerickadiascosta@yahoo.com.br

SAMPLE
FaDu - Lote: 000790 Cédigo BCRJ: 0301

TEST METHODOLOGY
STR (Short Tandem Repeats)

FINAL RESULT FOR SAMPLE
Amelogenin: None detected
D2S1338: 19

D19S8433: 14,16

CSF1PO: 12

TPOX: 11

THO1: 8

VWA: 15, 17

D16S539: 11

D78820: 11, 12
D13S8317:8,9

D55818: 12

FGA: 25

D18S51: 16,21

D21811: 31,2

COMMENTS
The test result refers only to the sample analyzed in this report.
This report can only be reproduced in full. The partial reproduction requires authorization from BCRJ.

Antonio Martins Monteiro
Curator of Banco de Células do Rio de Janeiro
Authorized signatory
Duque de Caxias, june 12, 2018.
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ANEXO II11: Certificado de analise da linhagem SSC25.

a;agag

CERTIFICADO DE ANALISE DE CELULAS EM CULTURA

Dados da célula

Cadigo BCRY BCRJ 0194

Mome da célula SCC-25

Mivel de biosseguranga 1

Mumero do lote 001337

Paszsagem 75

Apresentagdo Garrafa de 25 cm*

Data sheet https://berj.org.brjcelulafscc-25/

Testes realizados

Testes Resultados
Propriedade de crescimento Aderente
Morfologia Epitelial
Avaliacdo da presenca de Micoplasma [métado Megativo
Biokwminescéncio — Kit Myco Alert flus - Lanza)
Teste esterilidade (Ts& £ Noglicoimto) Megativo

Autenticidade
[Mi&tada STR [Short Tandem Bepeats)

Amelogenin: X
CSF1PO: 10
D135317: 13
D165539: 11,12
D55818: 12
D75820: 12
THO1: 8

TPOX: 8,12
vilA: 17,19

Observagdes:

Esses resultados se referem apenas a célula e lote especi

0 BCR) declara e garante que o material fornecido neste certificado foi submetido aos testes e procedimentos especificadas e

que os resultados descritos, juntamente com guaisguer outros dados forneddas neste certificado, s30 verdadeiros e corretos

de acordo com os testes realizados.

Para mais informagiies, entre em contato com ber@berj.org.br

Dugue de Caxias, 27 de novembro de 2023.
I
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b i

Antonio Marting Monteiro
Curador do BCRJ

ficado.
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Ted /Fax. 55 F1 2145 3337 - E-mal
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ANEXO 1V: Certificado de andlise da linhagem HaCat.

a
-] p .
QQBQRQ CERTIFICADO DE ANALISE DE CELULAS EM CULTURA

Dados da célula

Codigo BCRI BCRID341

MNome da célula HaCaT

Mivel de biosseguranga 1

Nimero do lote 001463

Paszzagem 47

Apresentagdo Garrafa de 5 cm*

Data sheet https://bcrj.org.br/celula/hacat/

Testes realizados

Testes Resultados
Propriedade de crescimento Aderente
Morfologia Queratindcito
Avaliacio da presenca de Micoplasma fMérodo Negativo
Bioksminescéncio — Kit Myco Alent Plus - Lonaa)
Teste esterilidade (T58 £ Nogiicoiato) Megativo
Autenticidade Amelogenin: X
[Métoda STR [Short Tandem Repeats) CSF1PO: 9,11
D0135317:10,12
D165539:9,12
D21511: 28, 30.2
D55818:12
D75820:9,11
THO1:9.3
TPOX:11,12
vWA: 16,17

Observacoes:

Esses resultados se referem apenas a célula e lote especificado.

0 BCRJ declara e garante que o material fornecido neste certificado foi submetido aos testes e procedimentos especificados e
que os resultados descritos, juntamente com quaisquer outros dados fornecidos neste certificado, s8o verdadeiros e corretos
de acordo com os testes realizados.

Para mais informagdes, entre em contato com ber@berj.org.br

Dugue de Caxias, 27 de setembro de 2023.

]
f =

Wheat s

b i

¥
Antonie Martins Monteira

Agsociaciio Técnico-Cientifica Paul Ehrlich (APABCAMI] - CMPJ 02053 585,/0001-84
Banco de C&lulas do Rio de Jansino [BCRI)
Avenida Mossa Senhora das Gragas n® 50 - Prédio 32 - PTH - Vila Nossa Senhora das Gragas - Dugue de Caxias - R - CEP 25250020

Ted /Fax. 55 21 2145.3317 - E-mail: berj@bcrj.org br - HP: httos/ fwws beri.org. br

FOR.PR.O0E.10 — REV.00 — 25-11-221-Pégina1de 1

96



