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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos da propolis(P) e da geleia real(GR) em comparacdo a terapia de
fotobiomodulacdo (FBM) com laser de baixa intensidadeem um modelo animal de mucosite
oral (MO) quimioinduzida por 5-fluorouracil (5-FU). Adicionalmente, verificar por meio de
uma revisdo sistemdtica da literatura o efeito da fitoterapia no tratamento da MO
quimioinduzida 5-FU em modelo animal. Material e Métodos: Trata-se de um estudo in vivo,
experimental, controlado e cego. Setenta e dois ratos Wistar foram distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos (n = 18): controle (C) (sem tratamento), terapia de fotobiomodulacdo (FBM)
(laser intraoral 6 J/cm?), gel de propolis (P) e geleia real (GR). Nos dias 0 e 2, os animais
receberam uma inje¢ao intraperitoneal de 5-FU. Nos dias 3 e 4, a mucosa bucal foi escarificada.
As terapias foram iniciadas no dia 5. Seis animais por grupo foram eutanasiados nos dias 8, 10
e 14. A andlise fitoquimica da prépolis e da geleia real foi realizada por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD). As andlises clinica e histopatolégica (baseada nos escores de
reepitelizacdo e inflamacdo) foram realizadas por fotografias e laminas coradas em
Hematoxilina e Eosina, respectivamente. Os estudos imuno-histoquimicos (pAKT, p-S6 e
NF«kB) e do estresse oxidativo (Superéxido Dismutase-SOD, Glutationa reduzida-GSH e
Malonaldeido-MDA) foram realizados.Em seguida, uma busca sistemdtica da literatura foi
realizada por meio da pesquisa nas bases de dados PubMed/Medline, CENTRAL (The
Cochrane Library), EMBASE e Web of Science, a partir dos registros iniciais até janeiro de
2020. Resultados: A andlise da CCD revelou a presenca de compostos como terpenos,
saponinas, 0leos essenciais e flavonoides no P e de alta quantidade de sacarose (Rf0,34) na RG.
Nos dias 8 e 10, os animais dos grupos FBM, P e GR apresentaram melhora clinica da MO e
cicatrizacdo acelerada com menores escores morfolgicos, aumento da imunoexpressao das
proteinas pS6 (exceto no dia 10), pAKT (ANOVA e teste de Tukey; p <0,05) e fator de
transcricdo NF-kB (teste de Mann Whitney; p <0,05) quando comparados ao grupo controle.
No dia 14, o grupo P aumentou os niveis do antioxidante GSH quando comparado ao grupo
controle (ANOVA e teste de Tukey; p <0,05). Treze artigos foram incluidos na revisdo
sistematica da literatura (todos utilizando o 5-FU para indu¢do de MO em animais), de um total
de 503 artigos. A formulag@o dos tratamentos variou de aplicagdo topica de pomada, gel e
extrato, até a ingestdo de fitoterdpicos. Todas as pesquisas investigadas exibiram resultados
promissores no uso de fitoterdpicos no manejo da MO. Conclusoes: Nossos resultados
evidenciaram que a P e a GR, assim como a FBM, sao terapias eficazes no tratamento da MO.

A presenca de acticares na GR e de flavonoides, terpenos e 6leos essenciais na P justifica a



excelente acdo cicatrizante de feridas e seus efeitos antiinflamatérios. Adicionalmente, o grupo
P, exibiu redugdo do estresse oxidativo tecidual, em comparagdo aos grupos FBM, GR e
controle.Nas 13 pesquisas avaliadas, pdde-se observar excelentes resultados na cicatrizacdo
tecidual, acdo antiinflamatdria, antimicrobiana e antioxidante, com o uso de fitoterdpicos no
tratamento da MO. Diante disso, pode-se sugerir que o uso de fitoterdpicos € uma alternativa

promissora no tratamento da MO quimioinduzida.

Palavras-chave: Mucosite oral. Tratamento. Vias de sinalizacdo. Fitoterdpicos. Estresse

oxidativo.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the effects of propolis (P) and royal jelly (RJ) compared to
photobiomodulation therapy (PBMT) with low intensity laser in an animal model of oral
mucositis (OM) chemically induced by 5-fluorouracil (5-FU). Additionally, to verify by means
of a systematic review of the literature the effect of phytotherapy in the treatment of
chemoinduced OM 5-FU in an animal model. Material and Methods: This is an in vivo,
experimental, controlled and blind study. Seventy-two male and female Wistar rats were
randomly assigned to four groups (n = 18): control (C) (without treatment), photobiomodulation
therapy (PBMT) (6 J / cm2 intraoral laser), propolis gel (P) and royal jelly (RJ). On days 0 and
2, the animals received an intraperitoneal injection of 5-FU. On days 3 and 4, the oral mucosa
was scarified. Therapies were started on day 5. Six animals per group were euthanized on days
8, 10 and 14. Phytochemical analysis of P and RJ were performed by Thin Layer
Chromatography (TLC). The clinical analysis was performed using photographs and the
histopathological evaluation (hematoxylin / eosin) was based on the reepithelization and
inflammation scores. Immunohistochemical studies (pAKT, p-S6 and NF«kB) and oxidative
stress (Superoxide Dismutase-SOD, Glutathione reduced-GSH and Malonaldehyde-MDA)
were performed. Then, a systematic search of the literature was performed, by searching the
PubMed / Medline, CENTRAL (The Cochrane Library), EMBASE and Web of Science
databases, from the initial records until January 2020). Results: The TLC analysis revealed the
presence of compounds such as terpenes, saponins, essential oils and flavonoids in P and a high
amount of sucrose (Rf 0.34) in RJ. On days 8 and 10, animals in the PBMT, P and RJ groups
showed clinical improvement of OM and accelerated healing with lower morphological scores,
increased immunoexpression of pS6 proteins (except on day 10), pAKT (p <0.05, ANOVA and
Tukey test) and NF-kB transcription factor (Mann Whitney test; p <0.05) when compared to
the control group. On day 14, the P group increased the levels of the antioxidant GSH when
compared to the control group (p <0.05, ANOVA and Tukey's test). Thirteen articles were
included in the systematic literature review (all using the 5-FU to induce OM in animals), out
of a total of 503 articles. The formulation of treatments ranged from topical application of
ointment, gel and extract, to the intake of herbal medicines. All investigations showed
promising results in the use of herbal medicines in the management of OM. Conclusions: Our
results showed that P and RJ, as well as PBMT, are effective therapies in the treatment of OM.
The presence of sugars in RJ and flavonoids, terpenes and essential oils in P justifies the

excellent wound healing action and its anti-inflammatory effects. In addition, the P group



exhibited a reduction in tissue oxidative stress compared to the PBMT, RJ and control groups.
In the 13 studies evaluated, it was possible to observe excellent results in tissue healing, anti-
inflammatory, antimicrobial and antioxidant action with the use of herbal medicines in the
treatment of OM. Therefore, it can be suggested that the use of herbal medicines is a promising

alternative in the treatment of chemically induced OM.

Keywords: Oral mucositis. Treatment. Signaling pathways.Phytotherapics. Oxidative stress.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 MUCOSITE ORAL (MO)

A mucosite é uma complicacdo comum que acomete pacientes que estdo em tratamento
oncoldgico, como radioterapia em cabega e pescogo e/ou quimioterapia e transplante de células
tronco-hematopoiéticas (VITALE et al., 2017; SONIS; VILLA, 2018). Ela pode acometer a
mucosa oral, sendo denominada de mucosite oral (MO) e a mucosa gastrointestinal (SURESHet
al., 2010; CINAUSERO et al., 2017). Esta condi¢do pode ser um dos fatores que pode
aumentar a morbidade e mortalidade em pacientes portadores de cancer. A MO induzida por
radioterapia constitui uma das maiores toxicidades dose-limitantes em pacientes portadores de
cancer de cabeca e pescoco, que pode interferir diretamente na qualidade de vida do paciente e
na continuidade da terapia oncolégica (MARIA; ELIOPOULOS; MUANZA, 2017,
WEISSHEIMER et al., 2017; KUO et al., 2018; SONIS; VILLA 2018; PEREIRA et al., 2019;
THIEME et al., 2019; VILLA; SONIS, 2020).

E referido na literatura que entre os pacientes com céncer de cabega e pescoco tratados
com radioterapia, a MO ocorre em 90 a 97% dos pacientes. Alguns fatores de risco parecem
estar implicados na probabilidade do paciente desenvolver esta complicagdo, como o local do
campo de radiagdo, preexisténcia de doenca dentéria, higiene oral precéria, baixa producdo de
saliva, funcdo imune comprometida e focos de infeccdo local (SURESHer al., 2010; ATILLA;
TOPRAK; DEMIRER., 2017; CINAUSERO et al., 2017; WEISSHEIMER et al., 2017,
SCHMIDT et al., 2019; PEREIRA et al., 2019). Adicionalmente, Maria et al. (2017), referiram
que o tratamento oncoldgico concomitante da radioterapia com a quimioterapia e o habito de
fumar também sdo fatores de riscos importantes para o desenvolvimento da MO, além da idade
e género, sendo os pacientes jovens e do sexo feminino mais propensos a desenvolver esta
complicagdo.

Quando decorrente da quimioterapia, a mucosite ¢ denominada de inflamacao quimio-
induzida. Este tipo de mucosite € mais comum em pacientes que recebem quimioterapia
mielobldstica agressiva como, por exemplo, durante o condicionamento para transplante de
medula 6ssea (TMO) (PAVESI et al., 2009).

O quadro inflamatério presente na MO acarreta em dor e desconforto, o que pode
comprometer fala, degluticdo e alimentagdo, de forma que as lesdes ulceradas podem levar a
desidratacdo e mda nutricdo. Além disso, as ulceragdes aumentam o risco para invasao

microbiana, acarretando predisposi¢do a infec¢des locais e/ou sistémicas. O aumento da
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severidade da MO pode ocasionar febre, risco de infec¢cdo, necessidade de nutricao parenteral,
necessidade de uso de analgésicos intravenosos, sendo referido que a intensidade e curso clinico
desta condi¢d@o é dependente do tipo do tratamento oncoldgico e do sitio do tumor (PAVESI et
al., 2009; CINAUSERO et al., 2017; WEISSHEIMER et al., 2017).

A severidade clinica da MO é comumente avaliada pela Escala de Toxicidade Oral, em
uma gradacdo estabelecida pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS). Nessa escala estdo
preconizados critérios como presenca de eritema e ulceracdo, dor local e capacidade de
degluticdo. A pontuacgdo O (zero) € atribuida na auséncia de anormalidade. Quando h4 presenca
de eritema sem tratamento necessdrio, caracteriza pontuacdo 1; a pontuacdo 2 € atribuida
quando hé quadro doloroso sem necessidade de analgésicos, com dificuldade na alimentagao;
no caso de pontuacdo 3, hd presenca de ulceracdo dolorosa exigindo o uso analgésicos e
impossibilitando a alimentacdo; o grau 4 evidencia a presenga de necrose com necessidade de

nutricao parenteral.

Os critérios de toxicidade preconizados pelo National Cancer Institute (NCI), € outra
forma possivel de avaliacdo da MO. Esta classificacdo estabelece grau 0 na auséncia de MO;
grau 1 quando ha ulceras indolores, eritema ou dor leve na auséncia de tlceras; grau 2 na
presenca de eritema doloroso, edema ou tlceras, mas alimentar-se ou deglutir € possivel; grau
3 na presenca de eritema doloroso, edema, ou dlceras com necessidade de nutri¢do parenteral;
grau 4 quando h4 ulceracdo grave ou necessidade de nutricdo parenteral ou intubacio

profilatica; e grau 5 em caso de morte relacionada a toxicidade.

Weissheimer et al. (2017) ao estudar a severidade da MO em pacientes submetidos a
TCPH, observou que a incidéncia dessa lesdo varia entre 75-100% em pacientes submetidos a
TCPH, sendo que de 50-75% dos casos sao classificados nos graus 3 e 4. A severidade da MO
nesses pacientes, conforme o grau, pode ocasionar modificacdes negativas da qualidade de vida
do paciente durante o tratamento, visto que pode comprometer a degluticdo, a ingestdo de
alimentos e a capacidade de comunicagdo do paciente (FIGUEIREDO et al., 2013; ATILLA;
TOPRAK; DEMIRER, 2017; CINAUSERO et al., 2017, WEISSHEIMER et al., 2017;
SCHMIDT et al., 2019; PEREIRA et al., 2019).

A MO € geralmente autolimitada e seu curso clinico, como mencionado depende do tipo
de tratamento oncoldgico. Entre os pacientes que recebem quimioterapia, 0S primeiros sinais
aparecem logo apds a administragdo e geralmente com pico da manifestagcdo clinica nos dias 7

a 14, com remissdo na semana seguinte (VILLA; SONIS, 2015). Por outro lado, a mucosite
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induzida por RT geralmente se desenvolve durante a segunda ou terceira semana de tratamento
e muita vez persiste até 2-4 semanas apods a ultima sessao (VILLA; SONIS, 2015; PEREIRA et
al., 2019).

Além do uso das terapias oncoldgicas convencionais (Radioterapia e Quimioterapia)
citadas que estdo envolvidas no desenvolvimento da MO, cita-se também que terapias-alvo,
como as baseadas nos inibidores de mTOR também produzem efeitos toxicos importantes sobre
a mucosa, principalmente sobre a mucosa oral, denominadas estomatites profundas (grandes
ulceracdes). Os inibidores de mTOR, como o Everolimus, sdo atualmente usados no tratamento
de uma série de tumores sdlidos, incluindo mama, neuroenddcrino do trato gastrointestinal e
renal, j4 que segundo Sonis e Villa (2015), a via de sinalizagdgo mTOR ¢é responsavel por
conferir resisténcia a algumas drogas utilizadas no tratamento do cancer (VILLA; SONIS,

2015; CINAUSERO et al., 2017; SCHMIDT et al., 2019).

1.2 BIOPATOLOGIA DA MUCOSITE ORAL

A mucosite se desenvolve em um processo de vdrias fases e compromete tanto o
revestimento epitelial das mucosas como as células presentes na submucosa (VILLA; SONIS,
2015). Algumas etapas t€ém sido relacionadas ao seu desenvolvimento como: a inicia¢do, supra-
regulacdo e ativacdo, que acarretam na geracdo de mediadores inflamatdrios, amplificacdo de
sinal, ulceracdo e cura. Os elementos que conduzem cada fase representam potenciais alvos de
intervencdo (SONIS, 2004; SONIS; VILLA 2018).

O 1inicio da mucosite € desencadeado pelo estresse oxidativo, que por meio da liberagdo
das espécies reativas de oxigénio (EROS) ocorre dano direto ao dcido desoxirribonucleico
(DNA) celular, dano ao sistema de endomembranas celulares, ativagao da resposta imune inata
por meio da ativacdo de macrofagos e ativagdo de vdrios fatores de transcricdo, dentre eles
destaca-se o fator nuclear kappa B (NF-xB) (SONIS; VILLA 2018; VILLA; SONIS, 2020).

A ativagdo do NF-kB ¢ um evento extremamente importante na patogenia da mucosite
tecidual (SONIS; VILLA 2018; VILLA; SONIS, 2020), pois, uma vez ativado, o NF-xB
estimula a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, tais como fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucina 6 (IL)-6 e interleucina 1B (IL-1p), assim como ciclooxigenase-2 (COX-
2), 6xido nitrico sintase indutivel (INOS), superéxido dismutase (SOD) e moléculas de adesao

celular (SONIS; VILLA 2018; VILLA; SONIS, 2020).
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J& foram encontrados niveis séricos aumentados do NF-kB previamente ao surgimento
de lesdes de MO (VILLA; SONIS, 2015). A regulagdo de outros genes acarreta na expressao
de moléculas de adesdo e angiogénese (SONIS, 2004, SONIS, 2009). A liberacio de TNF-a
gera um feedback sobre NF-kB para amplificar sua resposta e ativa a proteina quinase ativada
por mitogénio (MAPK), conduzindo a ativagdo da via de sinalizacdo mediada por c-Jun N-
terminal quinase (JNK). Adicionalmente, ha também participacao de vias independentes do
NF-kB, como a via da ceramida, que resulta em apoptose das células epiteliais levando a
ulceracdo mucosa (fase ulcerativa) e estimulo da angiogénese local (SONIS, 2004; SONIS
2009; SONIS; VILLA, 2018).

De forma detalhada, Maria, Eliopoulos e Muanza (2017) relataram que, o dano do DNA
e os EROS atuam através de trés vias principais, como na degradacdo da fibronectina, que
estimula os macréfagos o que conduz a ativacdo das metaloproteinases da matriz (MMPs),
ativacdo de NF-kB, que estimula a expressao génica e a liberagdo de citocinas pré-inflamatérias
(TNF-o0, IL-1B e IL-6), e a via da ceramida através de esfingomielinase e ceramida sintase. O
resultado final serd mais les@o tecidual e aumento na apoptose, sendo a barreira protetora da
membrana basal perdida durante a fase de ulceracgao.

O fator de transcri¢do NF-kB pertence a uma familia de fatores de transcri¢des centrais
que coordenam uma série de acdes envolvidas na resposta inflamatdria, ativacdo do sistema
imune inato e adaptativo, diferenciagdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular em quase todos os
organismos multicelulares (MITCHELL; VARGAS; HOFFMANN, 2016).

A ativagdo da via NFkB tem sido amplamente atribuida a uma série de doencas, que
variam de neoplasias malignas a disturbios inflamatdrios e imunoldgicos. Como resultado, a
identificacdo de fatores que regulam essa via e sua dinamica, tem oferecido uma infinidade de
objetivos terapéuticos que ainda precisam ser totalmente explorados e traduzidos para o uso
clinico (SHIH et al., 2011; MITCHELL; VARGAS; HOFFMANN, 2016).

Virios estimulos estdo associados a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, como
neurotransmissores (glutamato), neurotrofinas, proteinas neurotoxicas (b-amiloide), citocinas
(IL-1 e TNF), glicocorticoides, ésteres de forbol, peptideo natriurético atrial, ceramidas,
produtos provenientes de virus e bactérias, irradiacao ultravioleta, quimiocinas, como a proteina
quimiotdtica de mondcitos 1 (MCP-1), produtos de reagcdes de enzimas como a 6xido nitrico
sintase induzivel e a COX-2 (GLEZER et al., 2000; SHIH et al., 2011; MITCHELL; VARGAS;
HOFFMANN, 2016) (Figura 1).

Independente do estimulo, parece haver participacdo de EROS (estresse oxidativo) e o

aumento de célcio intracelular para a ativacdo do NF-kB. Quando ndo estimulado, o NF-kB
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encontra-se no citoplasma ligado a uma proteina inibitéria: o IkB. Esse complexo impede a
translocacdo do NF-kB para o nicleo. Assim, a fosforilacio e a degradacdo do IkB sdo
necessarias para que ocorra a translocacao nuclear do NF-kB (SHIH et al., 2011; MITCHELL,;
VARGAS; HOFFMANN, 2016).

Figura 1 - Envolvimento do NF-kB nas respostas celulares. Esquema mostra os estimulos que
ativam as acoes do NF-kB (flecha continua) e fendmenos nos quais a ativacao do NF-kB esta

envolvida (flecha pontilhada).
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o~

Neurotoxinas (b-amiloide) \

Inflamagdo (citocinas) ——— > > ST N > Defesa celular

___..—-» Morte celular

A

st Desenvolvimento
Estresse Oxidativo

Les@o tecidual isquémica

Fonte: Glezer et al., 2000.

Do ponto de vista clinico, a mucosa inicialmente exibe aspecto de normalidade apesar
dos eventos bioldgicos desencadeados, mas o tempo entre o efeito do tratamento oncolégico e
o desencadeamento das cascatas de sinalizacdo e as manifestagcdes clinicas da MO (eritema e
dor) é em torno de 4 dias, com as ulcera¢des ocorrendo pouco depois. Porém, consequéncias
do dano celular nas vilosidades intestinais para desenvolvimento da mucosite gastrointestinal
sao quase imediatas, em 24-48h apds inicio da quimioterapia (CINAUSERO et al., 2017).

Apesar de todas estas fases terem sido descrita separadamente, todos estes estagios
acontecem de forma continua e dinamica (Figura 2). Acredita-se que essa cascata de eventos

repete-se sempre que existe o aparecimento da mucosite. Adicionalmente, alteracdes dos
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mecanismos relacionados a imunidade, incluindo secrecd@o de citocinas téxicas e a neutropenia
prolongada, contribuem para a intensidade do dano tecidual e duragdo dessas lesdes nas

mucosas (SONIS, 2004; SONIS, 2009; SONIS, 2011; SONIS; ANDREOTTA; LYNG, 2017).

Figura 2 - Modelo dos miltiplos mecanismos no desenvolvimento da mucosite.
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O estresse oxidativo € definido como uma producio excessiva de espécies reativas
oxigenadas (EROS) que ndo podem ser neutralizadas pela a¢do de antioxidantes, mas também
como uma perturbacio do equilibrio redox celular. As EROS e espécies oxigenadas reativas
nitrogenadas (ERNS) sdo representadas por radicais anion superdxido, hidroxil, alcoxil e
peroxil lipidico, 6xido nitrico e peroxinitrito (PISOSCHI; POP, 2015; GEBICKI, 2016).

Os radicais livres primarios gerados sob estresse oxidativo nas células e tecidos
produzem uma cascata de radicais secunddrios reativos, que atacam biomoléculas com
eficiéncia determinada pelas constantes da taxa de reacao e pela concentracao alvo. As proteinas

sao alvos proeminentes, uma vez que constituem a maior parte do contetido organico de células
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e tecidos e reagem prontamente com muitos dos radicais secundérios (PISOSCHI; POP, 2015;
GEBICKI, 2016).

As reagdes comumente levam a formacdo de radicais centrados no carbono, que
geralmente se convertem in vivo em radicais peroxil e, finalmente, em hidroperéxidos semi-
estdaveis. Todos esses intermedidrios podem iniciar danos biolégicos (GEBICKI, 2016) (Figura
3).

O estresse oxidativo determina modificagdes na estrutura e na fung¢do em &acidos
nucleicos, lipidios e proteinas. A degradacao oxidativa dos lipidios produz malondialdeido e 4-
hidroxinonena, mas também isoprostanos, a partir de 4cidos graxos insaturados. Podem ocorrer
danos as proteinas com oxidagdo do tiol, carbonilagdo, oxidacdo da cadeia lateral,
fragmentacao, desdobramento e desdobramento, resultando em perda de atividade. A 8-hidroxi-
desoxiguanosina € um indice de dano ao DNA peroxinitrito (PISOSCHI; POP, 2015;
GEBICKI, 2016).

Figura 3 - Mecanismo de atuacdo dos principais radicais livres gerados durante as reacdes do

estresse oxidativo tecidual. Fonte: Gebicki, 2016
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Fonte: Gebicki, 2016.

Alguns autores t€m relacionado a via da proteina alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR) ao desenvolvimento das lesdes bucais associadas a mucosite e ulceragdes aftosas
(SONIS, 2009; BOERS-DOETS et al., 2013; IGLESIAS-BARTOLOME et al., 2012; SONIS;
ANDREOTTA; LYNG, 2017). A via PI3K (fosfatidilinositol-3-cinase)-mTOR ¢ ativada pela
AKT (serina/treonina-quinase) principalmente pela sua fosforilagdo nos seus residuos Thr308
e Serd73 (CASTILHO; SQUARIZE; GUTKIND, 2013; ROSSELLI-MURAI et al., 2013). Tem

sido relatado que a ativacdo de PIK3-mTOR regula a sintese de proteinas necessarias para
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progressdo do ciclo celular, crescimento e sobrevivéncia celular, uma vez que aumenta a
proliferacdo de células epiteliais e a migracdo acelerando a cicatrizacdo de feridas (SONIS,
2009; CASTILHO; SQUARIZE; GUTKIND, 2013; JIN et al., 2013; SQUARIZE et al., 2010;
PELLICIOLI et al., 2014; TOMIOKA et al., 2014; SONIS; ANDREOTTA; LYNG, 2017).
Esta via é parte de dois complexos: mTORCI (leva a fosforilacdo de S6) e mTORC?2 (leva a
fosforilagdo de AKT) (Figura 4).

Figura 4 - Via de sinalizacio mTOR. O esquema mostra as principais vias de sinalizacdo que

regulam mTORC1 e mTORC?2 e a atuacdo de cada uma na ativacdo da via mTORC.
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Fonte: Kim, Buel e Blenis, 2013.

Ja foi evidenciada presenga de AKT (473) fosforilada durante o processo de cicatrizagio
de feridas produzidas em lingua de rato na camada espinhosa e basal do epitélio (SQUARIZE
et al., 2010). Iglesias-Bartolome et al. (2012) mostraram que tratamentos com rapamicina

inibem mTOR, limitando o acimulo de espécies reativas de oxigénio.
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1.3 PREVENCAO E TRATAMENTO DA MUCOSITE ORAL

Nos dltimos anos, alguns estudos foram realizados com enfoque na prevencdo e
tratamento da MO decorrente da terapia oncoldgica (PAVESI et al.,, 2009; FERNANDES et
al., 2010; PAVESI et al., 2011; CURRA et al., 2013; LOPEZ et al., 2013; COELHO et al.,
2015; CUBA et al., 2016; WAGNER et al., 2017; SENER et al., 2019). Ha na literatura o
registro do emprego de mais de 20 medidas profildticas para a MO, podendo ser citados:
laserterapia de baixa intensidade, crioterapia, gluconato de clorexedina 0,12%, higiene oral,
glutamina, benzidamida, sucralfato, vitamina E, vitamina A, dentre outras (CINAUSERO et
al., 2017; PEREIRA et al, 2019; SENER et al, 2019). Mas, a prevencdo da MO ¢
predominantemente baseada nos cuidados paliativos (enxdgues bucais, antiinflamatoérios e
higiene bucal) com o objetivo de aliviar os sintomas e controlar o possivel infec¢cdes secundarias
e/ou hemorragias (CURRA et al., 2013; FIGUEIREDO et al., 2013; SENER et al., 2019).

Outros trabalhos, todavia, sugerem outras medidas profildticas compostas por
mecanismos bioldgicos envolvidos em cada fase da mucosite, a exemplo do uso do laser de
baixa intensidade (LBI), que atualmente é a terapia padrdo ouro na prevencao e tratamento da
MO (ANTUNES et al., 2007; ANTUNES et al., 2008; SCHUBERT et al., 2007; LOPEZ et al.,
2010; FIGUEIREDO et al., 2013; LOPEZ et al., 2013; MIGLIORATI et al., 2013; OBEROI et
al., 2014; SILVA et al., 2015b; CURRA et al., 2015; SILVA et al., 2015a; BEZINELLI et al.,
2014; MEDEIROS-FILHO; MAIA FILHO; FERREIRA, 2017; THIEME et al., 2019).

A Multinational Association of Supportive Care in Cancer (MASCC) desenvolveu uma
série de guidelines nos ultimos anos sobre o tratamento e prevencdo da MO e gastrintestinal. O
quadro 1 mostra os principais trabalhos e sua evolugdo até a ultima atualizacdo, desenvolvida
por Lalla et al. (2014), em relacdo as praticas clinicas frente a MO em pacientes submetidos ao

TCPH.

Quadro 1 - Guidelines para prevencao e tratamento da Mucosite oral em pacientes

submetidos a TCPH de acordo com a MASCC.

GUIDELINE/AUTOR RECOMENDACOES
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Rubenstein et al., 2004

1. Cuidados orais e educacdo do paciente, numa tentativa de
reduzir a gravidade de MO associada a quimioterapia ou terapia
de radiacdo;

2. Analgesia com morfina para a dor de MO em pacientes
submetidos a  Transplante de células  progenitoras
hematopoiéticas (TCPH);

3. Fotobiomodulagdo (FBM) requer equipamento caro e
treinamento especializado. Devido a variabilidade interoperador,
ensaios clinicos sdo dificeis de realizar. No entanto, ¢é
incentivada, pelas evidéncias acumuladas em apoio do FBM.
Para os centros capazes de suportar a tecnologia e treinamento
necessdrios, € sugerido o uso de FBM, numa tentativa de reduzir
a incidéncia de MO e a dor associada em pacientes submetidos a

quimioterapia de alta dose ou quimioradioterapia pré-TCPH.

Keefe et al., 2007

1. Cuidados de higiene oral e educagao do paciente e da equipe
multidisciplinar no uso de tais protocolos;

2. Analgesia com morfina para a dor de MO em pacientes
submetidos a TCPH;

3. Em pacientes com malignidades hematologicas que vao
receber quimioterapia de altas doses e com transplante aut6logo
de células tronco € recomendado o uso de fator de crescimento
de queratindcitos-1 (palifermina) numa dose de 60 pg / kg por
4. Durante 3 dias antes do condicionamento e durante 3 dias p6s-
transplante, para a prevengao de MO;

5. Uso de crioterapia para prevenir a MO em pacientes que
receberam altas doses de melfalan;

6. FBM para reduzir a incidéncia de MO e a dor associada, em
pacientes que receberam quimioterapia de dose elevada ou
radioquimioterapia antes de TCPH, se o centro de tratamento for
capaz de suportar a tecnologia e formacdo profissional

necessdrias, pelo fato de que a FBM requer um equipamento
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dispendioso e treinamento especializado. Devido a variabilidade
interoperador, os ensaios clinicos sao dificeis de conduzir, e seus
resultados sdo dificeis de comparar. No entanto, o painel é

incentivado pelas evidéncias acumuladas em apoio a FBM.

Lalla et al., 2014 1. Fator de crescimento recombinante dos queratindcitos
humanos-1 (KGF-1 / palifermina) deve ser usado para
prevenir a MO (a uma dose de 60 pg / kg por dia durante 3
dias antes do condicionamento e durante 3 dias apds o
transplante) em pacientes que receberam quimioterapia de
dose elevada e irradiacdo corporal total (ICT), seguido de
transplante autélogo de células estaminais, para uma
malignidade hematoldgica;

2. FBM (comprimento de onda de 650 nm, poténcia de 40 mW,
e cada centimetro quadrado tratado com o tempo necessario
para uma dose de energia de tecido de 2 J / cm?), deve ser
usada para prevenir a MO em pacientes que recebem TCPH
condicionado com quimioterapia de dose elevada, com ou
sem ICT;

3. Analgesia controlada pelo paciente com morfina para tratar a
dor devido a MO em pacientes submetidos ao TCPH;

4. Protocolos de cuidados orais;

5. Crioterapia oral deve ser usada para prevenir a MO em
pacientes que recebem doses elevadas de melfalan, com ou

sem ICT, como condicionamento para TCPH.

Fonte: Lalla et al. (2014)

A fotobiomodulagdo (FBM), também conhecida como terapia laser de baixa intensidade
ou baixa poténcia, € utilizada em terapias, ao contrdrio do laser de alta intensidade, que € usado
com finalidade de corte ou cirtrgica. Os lasers de baixa poté€ncia mais utilizados sdo os de
Hélio-Neonio e o laser de Diodo, que emitem luz na faixa do visivel (vermelho) e na faixa do
infravermelho, respectivamente. A onda emitida na faixa do vermelho apresenta um

comprimento entre 630 e 690 nandmetros (nm), e o infravermelho esté situado na faixa de 760
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e 850 nm, sendo o mais utilizado o de 830 nm (ANTUNES er al., 2007, ANTUNES et al.,
2008). O laser vermelho apresenta finalidade de reparacao de tecidos mais superficiais, pois seu
comprimento de onda ndo permite uma permeabilidade da luz nos tecidos profundos. Ja o laser
infravermelho € utilizado quando ha a necessidade de influenciar tecidos mais profundos, ou
quando se espera efeito analgésico (MEDEIROS-FILHO; MAIA FILHO; FERREIRA, 2017;
THIEME et al., 2019).

A FBM tem sido amplamente utilizada em processos patoldgicos como forma de
acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas, demonstrando a¢do antiinflamatéria. Estes efeitos
podem estar relacionados com a ag¢do do laser aumentando o metabolismo celular, o potencial
regenerativo dos tecidos, a neovascularizagdo e a formacao de tecido cicatricial (PAVESI et al.,
2009; USUMEZ et al.,2014; CURRA et al., 2015; PANDESHWAR et al., 2016; SILVA et al.,
2015b; MEDEIROS-FILHO; MAIA FILHO; FERREIRA, 2017; WEISSHEIMER et al., 2017;
SCHMIDT et al., 2019). O efeito produzido pela FBM se baseia na capacidade de modulacao
de diversos processos metabodlicos, mediante a conversdo da energia luminosa aportada pela
FBM através de processos bioquimicos e fotofisicos, os quais transformam a luz laser em
energia util para a célula. Os efeitos biolégicos do laser incluem ativagdo na produgdo de
Adenosina-trifosfato (ATP), auxilio na multiplicacdo de fibras coldgenas, formagao de enzimas
especificas, auxilio ao sistema linfatico, beneficios no desenvolvimento de novos vasos
sanguineos (microcirculacdo) e aumento significativo na sintese de proteinas e de DNA
(WAGNER et al., 2013; WAGNER et al., 2016). Além disso, os queratindcitos respondem a
FBM acelerando a migracdo epitelial, independente dos mecanismos de proliferacdo celular,
contribuindo para a cicatrizacdo das lesdes de MO, sem causar dano ao DNA (PELLICIOLI e?
al., 2014). O laser também tem sido associado a ativacdo da via NF-kB, reduzindo a severidade
da MO (CURRA et al., 2015).

Investigadores tém realizado estudos para avaliar os efeitos da FBM isoladamente ou
em combinacdo com outras terapéuticas para tratamento e prevencdo da MO. Resultados
apresentam nao somente a diminuic¢ao da intensidade da dor, como a diminui¢ao da severidade
da MO, sem apresentar efeitos colaterais (ANTUNES et al., 2007; ANTUNES et al., 2008;
SCHUBERT et al., 2007; LOPEZ et al., 2013; MIGLIORATI et al., 2013; OBEROI et al.,
2014; SILVA et al., 2015b; SILVA et al., 2015a; BEZINELLI et al., 2014; MEDEIROS-
FILHO; MAIA FILHO; FERREIRA, 2017; THIEME et al., 2019).

Protocolos de terapia com FBM com diferentes parametros vém sendo descritos na

literatura e mostram-se efetivos quando comparados com o efeito placebo.
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Lopez et al. (2013) investigaram o efeito LBI na prevencdo e tratamento da mucosite
oral induzida por 5-FU em hamsters. O grupo que submetido a PBM teve escores clinicos e
histolégicos significativamente melhores, quando comparado com o grupo controle.

Curra et al. (2015) estudaram se a FBM com laser de baixa intensidade como
modalidade preventiva e/ou terapéutica, influenciaria na transcricao do NF-kB em casos de MO
induzida por 5-FU em hamsters. A irradiagdo foi realizada usando um diodo de 660 nm, 40-
mW Laser a 6 J / cm2 durante 6 s / ponto, 0,24 J / ponto, para uma dose total de 1,44 J / dia de
aplicacdo. A andlise clinica revelou que os grupos que receberam a irradiacio com laser
apresentaram menos quadros de mucosite, quando comparados com os animais do grupo
controle. Os animais do controle exibiram niveis mais baixos de NF-kB durante o
desenvolvimento e cura da mucosite. A LBI preventiva associada aos protocolos combinados
foram associados com niveis mais elevados de NF-kB no quinto dia. No entanto, o grupo
terapéutico teve niveis mais altos nos dias 10 e 15. Esses achados sugerem que os protocolos
PBM preventivos e / ou terapéuticos reduziu a gravidade da MO ativando a via NF-kB.

Vitale et al. (2017) avaliaram a eficdcia da LBI em pacientes portadores de MO induzida
por quimioterapia e por TCTH em dezesseis pacientes pediatricos. Os pacientes tanto do grupo
placebo, quanto do grupo tratado com a LBI foram monitorados e avaliados nos dias 3, 7 e 11
ap6s o primeiro dia de terapia a laser. Todos os pacientes tratados com LBI demonstraram
melhora na sensacdo de dor a partir do dia 3 de aplicacdo, as ulceracdes reduziram suas
dimensdes e o eritema desapareceu. Os pacientes do grupo placebo tiveram melhora a partir do
dia 7. Diante dos resultados encontrados, estes autores sugeriram que a terapia com LBI é uma
abordagem segura e inovadora em no manejo da mucosite oral. Dessa forma, a terapia a laser
reduz os impactos negativos da MO, principalmente na ingestao nutricional, higiene bucal e
qualidade de vida.

Thieme et al., (2019) investigaram o efeito da irradiacdo com laser de diodo intraoral
(IO) (6 J/cm?) e extraoral (EO) (6 J/cm?e 12 J/cm?) em casos de MO quimioinduzida por 5-FU
em ratos Wistar. Os tempos de avaliacdo foram os dias 8, 10 e 14. Foi observado que no dia 08,
os animais do grupo FBM EO 6 J/cm?, apresentaram menores escores clinicos quando
comparado ao grupo controle. J4 nos dias 10 e 14, todos os grupos FBM exibiram melhora
clinica da MO em comparacdo ao grupo controle. Em relacdo as caracteristicas microscopicas,
foi observado que no dia 08, todos os grupos FBM exibiram um processo acelerado de
cicatrizacdo e reducdo de espécies reativas de oxigénio, além de niveis mais altos do

antioxidante glutationa peroxidase (GSH-Px) em comparag¢do ao grupo controle. Os autores
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sugeriram que o uso dos protocolos de laser de diodo IO a EO testados, promoveram efeitos

positivos no estado clinico, histopatoldgico e redox da MO induzida por 5-FU.

1.4 TERAPIAS ALTERNATIVAS NO MANEJO DA MUCOSITE ORAL

Algumas pesquisas t€ém sido realizadas na busca continua de novas terapias para o
tratamento e prevencao da mucosite (CINAUSERO et al., 2017; KUO et al., 2018). O uso de
medicamentos a base de plantas (fitoterapia), como goiaba (FERNANDES et al., 2010), mel de
abelha (SUEMARU et al.,2008; SENER et al., 2019), prépolis (SUEMARU et al., 2008;
NORONHA et al., 2017), geleia real (SUEMARU et al., 2008) camomila (MARTINS et al,,
2009; PAVESI et al., 2011; CURRA et al., 2013; SCHMIDT et al., 2019), aloe vera (CUBA et
al., 2016), Curcumina (LUER et al., 2014; SCHMIDT et al, 2019) e éleo de copaiba
(WAGNER et al., 2017), vem sendo proposto para tratamento da dor e reparacdo de lesdes
teciduais provocadas nesta condicao.

Dentre estes produtos naturais, destacam-se a Prépolis e da Geleia real, dois importantes
produtos produzidos por abelhas do género Apis. sp. que s@do comumente usados em todo o
mundo como nutrientes tradicionais e na farmacologia desde os tempos antigos (VIUDA-
MARTOSet al., 2008; YUKSEL; AKYOL, 2016; ISIDOROV et al., 2018).

A prépolis € um produto natural que tem sido bastante utilizada no tratamento de feridas
pela sua facilidade de utilizacdo, inocuidade, baixo custo e poder bactericida/bacteriostatico
(BARBOSA et al., 2009; VALENTE, 2014). A mesma € constituida basicamente de resinas,
balsamo, cera de abelha, 6leos voldteis, polen, acrescido pela coleta de diversas espécies
vegetais (casca das drvores, gemas apicais, brotos, flores, exsudatos de plantas e até mesmo das
folhas), as quais sofrem adi¢do de secrecoes (BARBOSA et al., 2009; AKYOL et al., 2015).
Dessa forma, a préopolis € considerada um medicamento opoterdpico, ou seja, substiancias
obtidas a partir de glandulas, tecidos, outros 6rgaos ou secre¢oes animais (YUKSEL; AKYOL,
2016). Dependendo do material coletado, a qualidade da prépolis € definida, podendo interferir
na sua atividade bioldgica e no seu uso medicinal (JUG; KONCIC; KOSALEC, 2014; KOCOT
et al., 2018; REIS, 2019; YUAN et al.,2019).

A propolis apresenta na sua constituicdo flavonoides, dcidos fenodlicos e terpenoides
(KOCOT et al., 2018; REIS, 2019; YUAN et al.,2019). Os flavonoides sdo considerados os
principais compostos responsaveis pelos efeitos benéficos da propolis. Sdo compostos fendlicos

provenientes de plantas, que agem em diferentes processos fisioldgicos, atuando na agdo e
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absor¢do de vitaminas, nos processos de cicatrizagdo, como antioxidantes e exercendo funcao
antimicrobiana e moduladora do sistema imune (BARBOSA et al., 2009; JUG; KONCIC;
KOSALEC, 2014; AKYOL et al., 2015; KUO et al., 2018; KOCOT et al., 2018; REIS, 2019;
YUAN et al.,2019).

Virios métodos sdo usados em todo o mundo para extrair os componentes da propolis,
sendo o uso do etanol, como solvente principal no método de extragao (JUG; KONCIC;
KOSALEC, 2014; KOCOT et al., 2018; REIS et al., 2019). A propolis sob a forma de extratos
etandlicos sdo frequentemente utilizados devido ao aumento do seu conteido em dacidos
fendlicos e flavonoides (KOCOT et al., 2018). Alguns estudos descrevem que diferentes
composi¢des quimicas e atividades bioldgicas dos extratos da propolis exibem relacdo direta
como o método de extragdo e com a origem geografica do mesmo. Logo, o solvente empregado,
influencia diretamente o rendimento e a seletividade alguns compostos liberados, como
exemplo, na acdo dos flavonoides (JUG; KONCIC; KOSALEC, 2014; REIS, 2019).

Akyol et al. (2015), Reis (2019) e Yuan et al.(2019) sugeriram a importancia clinica do
uso da propolis ndo apenas pela eliminacdo de radicais livres e atividades antioxidantes, mas
também pela atuacido no NF-«kB, 6xido nitrico e inibi¢do da apoptose, junto com a supressiao
das atividades da caspase-3 e da fosforilagcao do p38.

Em relagdo a atuacio terapéutica da propolis no tratamento de feridas, esse composto
atua como agente cicatrizante, antimicrobiano (Bacteriana, viral e fungica), antiinflamatorio,
analgésica e de neoangiogénese (BARBOSA et al., 2009; VALENTE, 2014; AKYOL et al.,
2015; REIS, 2019; YUAN et al., 2019). Essas propriedades dependem diretamente da forma e
local de extracdo e concentragdo do produto (BARBOSA et al., 2009; REIS, 2019; YUAN et
al., 2019).

Damyanliev et al. (1982) aplicaram soluc¢ao tépica de propolis 20% e 30% em pacientes
com feridas infeccionadas. Foi observada que a cicatrizacdo ocorria dentro de um periodo de
tempo menor do que as tratadas com solucdo cloreto de s6dio 0,9%. Essas preparacdes de
propolis exerceram efeito antimicrobiano “in vivo” sobre Bacterium coli, Streptococcus spp. e
Staphylococcus spp. Ao comparar a cicatrizagdo de lesdes cutaneas induzidas em ratos a partir
do uso de solucdo alcodlica de propolis a 10% e a 30%, constatou-se que ambas estimularam a
reparagdo tecidual, ocorrendo uma acentuada neovascularizacdo, seguida de rdpida regeneragao
do tecido, embora o resultado das lesdes tratadas com solucdo a 30% fosse mais lento.

Em seu estudo, Abreu et al. (2012) investigaram o efeito da aplicagdo topica de extratos
alcodlicos de prépolis a 30%, a 70% e de dexametasona creme a 0,001% em feridas cirtirgicas

induzidas na pele de ratos Wistar. Os tempos de avaliacdo foram dia 03, 07, 14 e 28. Foi
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verificado que os grupos prépolis estimularam em menor tempo uma maior fibroplasia tecidual
(dias 03 e 07) quando comparado ao grupo dexametasona. Os autores sugerem que os extratos
alcodlicos de prépolis a 30% e a 70% estimularam a fibroplasia tecidual e reepitelizagao,
ajudando assim, a acelerar o processo de cicatrizacdo das feridas.

A fibroplasia é a parte final do processo de cicatrizagdo tecidual. O processo de
cicatrizagdo tecidual € dividido em trés fases: inflamatoria, proliferativa e remodeladora. Por
meio de estimulos de fatores quimiotaticos produzidos durante a fase inflamatéria, fibroblastos
e células endoteliais sdo ativados e induzidos a produzir fibras coldgenas e vasos sanguineos
respectivamente, resultando na formacdo do tecido conjuntivo bastante proliferativo, rico em
fibroblastos. Na fase remodeladora, ocorre reducdo da densidade celular e a vascularizacdo da
ferida, enquanto ocorre o aumento da quantidade das fibras coldgenas. Ao final, ocorre a
formacdo de um tecido conjuntivo cicatricial denso, sendo esse processo denominado de
fibroplasia (ABREU et al., 2012).

Valente (2014) induziu feridas por criocirurgia em camundongos Wistar e observou que
os grupos tratados com prépolis e caléndula apresentaram o maior nimero de lesdes com
reepitelizagdo completa ao final do experimento. A anélise macroscopica das lesdes evidenciou
um resultado clinicamente relevante quanto ao aparecimento da cicatriz, mais precocemente
nos grupos que receberam as pomadas compostas por propolis, caléndula ou apenas vaselina
sOlida. O autor, concluiu que o grupo propolis expressou uma melhora estatisticamente
significativa quanto ao tempo de cicatrizacao de feridas cutaneas provocadas por congelamento
com nitrogénio liquido, comprovando a eficiéncia do tratamento.

Em seu estudo Noronha et al. (2017) investigaram a atuacdo do Gel de Propolis
mucoadesivo versus solugdo de Cloridrato de Benzidamina na prevencdo da MO em pacientes
irradiados em regido de cabeca e pescoco por meio de ensaio clinico, cego, randomizado de
fase II. Foi observado que o gel de Prépolis apresentou melhor efetividade na prevengao da
mucosite a partir da 17° sessdao de radioterapia, quando comparado ao grupo cloridrato de
benzidamina. Os autores sugeriram que as caracteristicas farmacoldgicas da Prépolis de
atividade analgésica, antiinflamatoria, antifingica e cicatrizante, conferem a esse fitoterapico
um grande potencial para prevenir as alteracdes na cavidade bucal dos pacientes que serao
submetidos a radioterapia.

Yuan et al. (2019) por meio de um estudo in vitro por cultivo celular com células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs), investigaram os possiveis efeitos
citoprotetores da prépolis verde contra a acdo da lipoproteina de baixa densidade oxidada

(LDLox), que € considerado um potencial fator indutor de danos as células endoteliais humanas.
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Os autores observaram que, o tratamento a base da prépolis verde impediu perdas de viabilidade
celular das HUVECs estimuladas por LDLox. Foi sugerido que, o uso da prépolis esteve
associado a efeitos inibitdrios sobre apoptose e autofagia celular. Também observamos que a
propolis reduziu os niveis de estresse oxidativo das HUVECs estimulados por LDLox, atuando
como um fator protetivo. O prépolis induziu a expressao de genes antioxidantes, como o Heme
oxigenase-1 e seu mediador, Nrf2 (fator nuclear eritroide relacionado ao fator 2), que foram
mediados pela ativacdo da fosforilagdo de PI3K / Akt / mTOR. Os autores sugerem que 0 uso
da propolis protegeu as HUVECs contra danos oxidativos parcialmente pela Via Nrf / HO-1
mediada por PI3K / Akt / mTOR, e que tal opoterdpico pode ser utilizado na prevencao de
doencas cardiovasculares mediadas por LDLox.

No contexto da utilizagdo dos fitoterdpicos, cita-se também geleia real, que é uma
substancia produzida e secretada pelas abelhas operdrias através das glandulas mandibulares
hipofaringeas. Apresenta cor branco-acinzentada, com aparéncia viscosa, de odor
caracteristico. E um dos produtos mais importantes da colmeia, pois serve como alimentagio
para a abelha rainha durante toda a sua vida (YUKSEL; AKYOL, 2016; ISIDOROV et al.,
2018).

Por ser um produto com muitos beneficios atribuidos e de dificil obtencao, ja que é
encontrado nas colmeias em pouquissima quantidade, possui um alto valor comercial. A geleia
real apresenta como propriedades funcionais atividade antibacteriana, antiinflamatoria,
vasodilatadores, atividades hipotensivas, acdo desinfetante, atividade antioxidante, atividade
anti-hipercolesterolémica e antitumoral atividade (YUKSEL; AKYOL, 2016; ISIDOROV et
al., 2018).

Alguns estudos mostraram que a geleia real exibe atividades bacteriostiticas
(FUJIWARA et al, 1990) e antimicrobianas contra leveduras, algumas bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (BRUDZYNSKI; SJAARDA, 2015; ISIDOROV et al., 2018), bem
como atua como imunomoduladora, estimulando o sistema imunoldgico na proliferacdo de
células de defesa e na produgdo de anticorpos em camundongos (SVER etz al., 1996), bem como
atua inibindo a sintese e secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a, IL-6 e IL-1
por macréfagos ativados (KOHNO et al., 2004).

A maioria dos beneficios da geleia real esta atribuida a sua complexa composi¢do, a
qual possui proteinas, aminodcidos, dcidos organicos, hormonios esteroides, fendis, minerais e
acucares, sendo um dos mais valorizados produtos apicolas (VIUDA-MARTOSet al., 2008;
YUKSEL; AKYOL, 2016).
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A geleia real é uma emulsao de proteinas, actcares e lipidios na d4gua (que corresponde
de 57 a 70%). Além disso, contém cerca de 1,5% de sais minerais (principalmente cobre, zinco,
ferro, célcio, manganés, potdssio e sddio) e pequenas quantidades de flavonoides, polifenois e
vitaminas (biotina, dcido fdlico, inositol, niacina, dcido pantoténico, riboflavina, tiamina e
vitamina E). Os flavonoides encontrados na geleia real sdo: hesperetina, isosaururinaina e
naringenina, as flavonas (acacetina, apigenina e seu glucosideo, crisina e luteolina glucosideo),
os flavonois (isorhamnetina e caempferol glicolaterais) e iso-flavonoides (coumestrol,
formononetina e genisteina) (VIUDA-MARTOSet al., 2008; YUKSEL; AKYOL, 2016;
KOCQOT et al., 2018; KUNUGI; ALL 2019).

O teor total de acucar da geleia real varia entre 7 e 21,2% e consiste principalmente de
frutose e glicose. Frutose e glicose, juntos representam 90% do todos os acucares. A sacarose
estd sempre presente, mas frequentemente em concentracdo varidvel (0,2% a 2,86%). Outros
oligossacarideos, como a trealose, maltose, gentiobiose, isomaltose, erlose, e melezitose,
também podem ser observados (YUKSEL; AKYOL, 2016; KOCOT et al., 2018; KUNUGI;
ALI 2019).

O conteuddo total de proteinas na geleia real varia entre 8 e 9%. Cerca de 90% do
conteddo proteico da geleia real € de Major Royal Jelly Protein 1 (MRJP1), o restante
apontaram que muito importante ¢ composto por aminodcidos livres, como a lisina, prolina,
cistina, 4cido aspdrtico, valina, dcido glutamico, serina, glicina, cisteina, treonina, alanina,
tirosina, fenilalanina, hidroxiprolina, leucina, isoleucina, glutamina e 4cidos graxos, como 10-
hidroxi-2-decanoico(10-HDA), royalisina e apisina. Estudos mostram que a atividade
antioxidante geleia real pode estar relacionada ao efeito bioldgico dos aminodcidos livres e
acidos graxos (YUKSEL; AKYOL, 2016; KOCOT et al., 2018; KUNUGI; ALIL 2019; REIS,
2019; YUAN et al.,2019).

A proteina maior da geleia real 1(MRJP1) € a principal proteina de um complexo de 5
proteinas que formam a familia das principais proteinas da GR (Major Royal Jelly Protein-
MRIJP1-5) (SCHMITZOVA et al., 1998).

Estudos mostram que a MRJP 1 atua através das vias de sinalizacdo como p70-S6
quinase (importante regulador da proliferacao celular), proteina quinase ativada por mitogénio
(MAPK) (proliferacdo, diferenciagdo, sobrevivéncia e apoptose celular) e fator de crescimento
epidérmico (EGF) (proliferacdo, adesdo, migragdo, diferenciagdo e sobrevivéncia celular)
(KOHNO et al. 2004; KAMAKURA, 2011). A p70-S6 € uma serina / treonina-quinase que atua
a jusante da PIP3 e daproteina dependente de fosfoinositol-1 (PDK-1) na via da PI3-quinase

(PIK3). Como o nome sugere, seu substrato alvo € a proteina ribossémica S6. A fosforilacao
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de S6 induz a sintese de proteinas no ribossomo. A fosforilacdo de p70S6K na treonina 389 tem
sido usada como uma marca registrada da ativagao pelo mTOR e correlacionada com a inibi¢ao
da autofagia em vdrios processos patoldgicos e fisiologicos (KAMAKURA, 2011; KIM;
BUEL; BLENIS, 2013).

Estudos mostram que o 4cido graxo 10-hidroxi-2-decanoico(10-HDA) desempenha
umpapel importante no aumento da migragao de fibroblastos in vitro (IZUTA et al., 2009; KIM
et al., 2010). Esse 4cido graxo atua induzindo a linhagem celular de fibroblastos dérmicos
humanos (FDHs) a produzirem o fator de transformacao do crescimento beta 1 (TGF-f1), que
¢ um fator importante na indu¢do da sintese do coldgeno. Dessa forma, varios mecanismos tém
sido propostos para aumentar a atuacao antiinflamatdria e de migracao celular na presenca do
10-HDA. Estes incluem o aumento da expressdo do fator crescimento endotelial vascular
(VEGF), do TGF -1, do fator de crescimento de fibroblastos 1 (FGF-1), bloqueio da a¢do do
RNA mensageiro (RNAm) relacionado ao TNF-a e colagenases (principalmente a
metaloproteinase-1) e inibicao da biossintese de lipoxigenase e metabdlitos da cicloxigenase
(IZUTA et al., 2009; YANG et al., 2010; KIM et al., 2010; YUAN et al., 2019).

A soma das atividades exercidas pelos grupos hidroxilas dos dcidos graxos10-HDA,
podem melhorar a producao de coldgeno e promover feridas cura. Foi demonstrado que tais
acido graxo aumenta a producdo de coldgeno in vivo e in vitro, fornecendo uma maior prote¢ao
anti-oxidante na pele foto-danificada, por meio do aumento dos niveis de dcido hialurdnico e
aumento da quantidade e a qualidade da elastina produzida no tecido conjuntivo formado
durante a cicatrizacao de feridas (IZUTA et al., 2009; YANG et al., 2010; KIM et al., 2010).

Atualmente, existe a crescente preocupacdo com substincias naturais que sejam capazes
de neutralizar os efeitos do estresse oxidativo associado a patogénese de inimeras doengas,
como distirbios neurodegenerativos, cancer, diabetes e aterosclerose. Assim como a prépolis,
a geleia real tem conteddos fendlicos e flavonoides, em partes, podem ser responsaveis pela
acdo antioxidantes deste composto. Dessa forma, a propolis e a geleia real estdo sendo
considerados importantes potenciais terapéuticos devido aos seus excelentes potenciais
antioxidantes (JUG; KONCIC; KOSALEC, 2014; KOCOT et al., 2018; REIS, 2019; YUAN et
al.,2019).

Kohno et al. (2004), investigaram in vitro por cultivo de macrofagos peritoneais de
camundongos, o efeito antiinflamatério da Geleia real (GR) na inibi¢do da produgdo de
citocinas pro-inflamatdrias por ativagdo de macréfagos. Os autores observaram a inibicdo da
acdo macrofagica dose-dependente da GR, sem ter efeitos citotoxicos nos mesmos. Tal estudo

identificou a presenca de uma proteina, denominada Fator antiinflamatério das abelhas
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derivado da geleia real (HBRJ-AIF), que seria parte da familia das principais proteinas da GR
(MRIJP1-5) (SCHMITZOVA et al., 1998). Atribuiram que o fator HBRJ-AIF seria o principal
responsavel pela supressao da secrecao de citocinas pré-inflamatéria, como TNF-, IL-6 e IL-1.

Suemaru et al. (2008) em seu estudo experimental em MO induzida por 5-fluorouracil
(5-FU) em hamsters ao comparar a acio topica do mel, da geleia real e da prépolis observaram
que o mel (1%, 10% e 100%) e as pomadas de propolis (0,3%, 1% e 3%) nao reduziram o
tamanho da mucosite em comparacdo com o grupo de controle tratado com vaselina. No
entanto, a geleia real (3%, 10% e 30%) melhorou significativamente a recuperacdo do dano
induzido por 5-FU de uma maneira dependente da dose. Os autores sugerem que a aplicacao
topica de geleia real possa ter um efeito de cura na MO severa induzida por quimioterapia.

Kim et al. (2010) investigaram o uso da geleia real (concentragdes 0,1, 1,0 ou 5 mg / ml
por até 48 horas) no processo de cicatriza¢do de feridas, por meio de um estudo in vitro por
cultivo de FDHs. Para avaliar o fechamento das feridas, foram analisados o tempo de
fechamento em horas e os niveis de lipideos produzidos pelos FDHs. A migracdo dos
fibroblastos atingiu o pico as 24 horas apds o ferimento. Os autores constataram que a terapia
com a geleia real acelerou significativamente a migracdo dos fibroblastos, de maneira
dependente da dose, as 8 horas. Embora, também tenha acelerado a migracao de fibroblastos as
20 e 24 horas ap0ds o ferimento, porém com menor eficicia do que as 8 horas. Entre vdrias
classes lipidicas nos fibroblastos, o nivel de colesterol diminuiu significativamente as 8 horas
ap6s a administracdo de 0,1 ug/ml e 5 mg/ml de geleia real. Apesar do aumento dose
/dependente dos acidos graxos, como as esfinganinas, os niveis de esfingosinas, ceramidas e
glicosilceramidas ndo foram alterados com nenhuma concentragdo de geleia real. Os autores
sugeriram que o uso da geleia real aumenta a migracdo de fibroblastos e altera os niveis de
vérios lipidios envolvidos no processo de cicatrizagcdo de feridas.

Watanabe et al. (2013) avaliaram o efeito da geleia real envolvida por um filme a base
de alginato de s6dio-quitosano em um estudo experimental em MO induzida por 5-FU em
hamsters. Fol observado reparo significativo das lesoes, sendo esse fato atribuido a redug@o na
producgdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-1B). Além disso, a geleia real mostrou
atividade na eliminacdo de radicais livres. Os autores concluiram que os seus resultados
sugerem que a aplicagdo tdpica de filmes de alginato com geleia real tem um efeito de cura na
MO severa induzida por 5-FU e que o efeito positivo foi causado pelas atividades
antiinflamatodrias ou anti-oxidativas da geleia real.

Erdem e Gungormus (2014), por meio de um estudo clinico em 103 pacientes

submetidos a radioterapia e quimioterapia, observaram menores escores clinicos de MO (ja nos
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dias 04 e 05) no grupo de pacientes tratados com geleia real (in natura) quando comparado aos
grupos tratados com cloridrato de benzidamina (bochecho de enxaguatério bucal) com e
solucdo de nistatina (bochecho de suspensao oral; 100.000 Ul/ml). Diante dos resultados, os
autores consideraram a geleia real como uma excelente op¢ao de tratamento para a MO, devido
a reducdo dos sinais e sintomas e encurtando o tempo de cura da mesma.

Em virtude das excelentes caracteristicas antioxidantes dos produtos provenientes das
abelhas, Jiang et al. (2018) in vitro, investigaram o papel da proteina maior da geleia real 1
(MRIJPT1) na senescéncia celularde fibroblastos pulmonares embriondrios humanos (HFL-I). Os
autores observaram que a MRIJPI aumentou a proliferacio celular dose/dependente,
evidenciando teldmeros mais longos no grupo GR, indicativo de menor senescéncia celular.
Adicionalmente, verificaram que a MRJP1 regulou positivamente a expressao da superoxido
dismutase-1 (SOD1) e diminuiu a expressdo da proteina mTOR, da B-catenina e da proteina
supressora tumoral pS3 (TP53).

Diante da necessidade de se desenvolver terapias biologicamente mais eficazes,
pesquisas recentes focaram no entendimento da fisiopatologia da MO, com o intuito de
desenvolver novas intervengdes terapéuticas e preventivas para esta condicdo (CURRA et al.,
2013; LOPEZ et al., 2013; COELHO et al., 2015; WAGNER et al., 2017; CINAUSERO et al.,
2017; THIEME et al., 2019), ja que PBM néo esta acessivel em todos os servigos oncoldgicos
e requer a aplicacdo constante por um odontélogo devidamente habilitado. Mesmo diante de
vdrios estudos realizados na tentativa de encontrar qual melhor terapia se aplica a reduzir
melhor os efeitos da MO, cada vez mais se faz necessario ampliacdo do tratamento desta
complicacdo em virtude de nem todas as modalidades terap€uticas existentes estarem acessiveis
aos pacientes que estdo sendo submetidos a terapia oncoldgica. Dessa forma, torna-se
importante investigar se o gel da propolis e da geleia real exercem acd@o antiinflamatéria e na
cicatrizacdo tecidual em MO quimicamente induzida em um modelo animal e adicionalmente
de as mesmas atuam na via de sinalizacdo PI3K/mTOR/AKT. A realizag¢do desta pesquisa trara
contribui¢cdes importantes para o tratamento da MO, uma vez que o estudo dos beneficios dos
derivados do mel, vem trazendo impactos importantes na medicina moderna na cicatrizagio de
feridas, pois tem sido identificado que os mesmos além de terem acdo antimicrobiana, através
de sua viscosidade auxiliam na func¢do de barreira, auxiliando na diminui¢do da taxa de infeccao

e dor (MEO et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito do gel de prépolis e da geleia real em
relacdo a fotobiomodulacdo (FBM) com laser de baixa intensidade no reparo tecidual de

mucosite oral quimioinduzida por 5-fluorouracil (5-FU) em ratos Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar a constitui¢do fitoquimica dos compostos gel de propolis e da geleia real
utilizados no presente estudo;

o Avaliar comparativamente o efeito clinico do gel de prépolis e da geleia real em relacdao
a FBM com laser de baixa intensidade na cicatrizacio de MO quimioinduzida por 5-

FU;

o Avaliar comparativamente 0s aspectos microscopicos decorrentes do uso do gel de
propolis e da geleia real em relacdo a FBM com laser de baixa intensidade na mucosite

oral quimioinduzida por 5-FU;

o Investigar se a via de sinalizacdo PI3K/mTOR/AKT, por meio da andlise imuno-
histoquimica dos marcadores pS6 e pAKT, sofreu influéncia das terapéuticas utilizadas

na mucosite oral quimioinduzida por 5-FU;

o Investigar por meio de estudo imuno-histoquimico, se a ativacao do fator de transcricao
NF-kBsofreu influéncia das terapéuticas utilizadas na mucosite oral quimioinduzida por

5-FU;

o Investigar se o estresse oxidativo, através da verificacdo dos niveis das proteinas
antioxidantes, glutationa (GSH) e super6xido dismutase (SOD), e da proteina de dano
tecidual, malonaldeido (MDA), sofreram influéncia das terapéuticas utilizadas na

mucosite oral quimioinduzida por 5-FU;

o Investigar por meio de uma revisdo sistematica da literatura o efeito de fitoterdpicos no

tratamento da mucosite oral quimioinduzida por 5-FU em modelos animais.
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RESUMO

Objetivo: Essa pesquisa avaliou o efeito de fitoterdpicos no tratamento da mucosite oral (MO)
induzida por 5-Fluorouracil (5-FU) em modelos animais, através de uma revisao sistematica da
literatura. Material e Métodos: A busca foi realizada nas bases de dados PubMed/Medline,
CENTRAL (The Cochrane Library), EMBASE e Web of Science, a partir dos registros iniciais
até janeiro de 2020. Os descritores utilizados foram, natural agents OR Herbal medicine OR
phytotherapy AND Oral mucositis OR Stomatitides OR Oral Mucositis OR Oral Mucositis OR
Oromucositis OR Oromucositides OR Mucositis Oral AND Animal Model. Foram utilizadas
diferentes combinagdes e empregados os operadores booleanos AND, OR, NOT. Foram
incluidos apenas artigos de pesquisa com quimioindu¢do de MO por 5-FU em modelos animais.
Resultados: Treze artigos foram incluidos, do total de 503 artigos encontrados. O método de
tratamento variou desde aplicagdo topica de pomada (3), gel (5), e extrato (3), até a ingestdo de
fitoterdpicos (3). Todos os trabalhos incluidos nesta pesquisa apresentaram resultados
promissores quanto ao uso de fitoterapicos no manejo da MO, com menores escores clinicos e
histopatoldgicos, agdo cicatrizante, acdo aniinflamatdria, antimicrobiana e potencial
antioxidante. Como efeito adverso, apenas um trabalho demonstrou que o uso do 6leo de
Carapa guianensis Aubl.a 100% com potencial genotéxico. Conclusoes: Os fitoterapicos
constituem uma alternativa promissora no tratamento da MO quimioinduzida, pois pdde-se
observar excelentes resultados na cicatrizacao tecidual, acdo aniinflamatdria, antimicrobiana e

antioxidante.

Palavras-chaves: Mucosite Oral, Fitoterapia, Tratamento, Modelo animal, 5-Fluorouracil.
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INTRODUCAO

A mucosite ¢ uma complicacdo comum que acomete pacientes que estdo em tratamento
oncoldgico, como radioterapia em cabecga e pescoco e/ou quimioterapia e transplante de células
tronco-hematopoiéticas (Vitale et al., 2017; Sonis; Villa 2018). Ela pode acometer a mucosa
oral, sendo denominada de mucosite oral (MO) e a mucosa gastrointestinal (Suresh et al., 2010;
Cinausero et al., 2017). Esta condic¢ao pode ser um dos fatores que pode aumentar a morbidade
e mortalidade em pacientes portadores de cancer (Atilla et al., 2017). A incidéncia da MO ¢é
elevada em pacientes que recebem quimioterapia, combinada ao transplante de células tronco
hematopoiéticas e em pacientes que recebem radioterapia em cabeca e pescoco, com incidéncia
relatada de 100 e 80%, respectivamente (Migliorati et al., 2013). Mesmo diante da elevada
frequéncia, as opcdes para seu tratamento e prevengdo ainda sdo limitadas e a maioria dos
pacientes ndo tem acesso a terapia fotobiomoduladora, considerada padrao ouro na prevengdo

de tratamento da mucosite oral (Villa, Sonis, 2020).

Algumas pesquisas t€ém sido realizadas na busca continua de novas terapias para o
tratamento e prevencdo da mucosite oral, j4 que seu manejo ainda constituiu um desafio
(Cinausero et al., 2017; Kuo et al., 2018). Alguns estudos experimentais foram propostos para
testar a eficécia de agentes terapéuticos naturais no manejo da MO, como a Chamomillarecutita
L. (Pavesi et al., 2011; Curra et al., 2013; Schmidt et al., 2019), Vaccinium myrtillus L.
(Davarmanesh et al., 2013), Calendulaofficinalis (Tanideh et al., 2013), Carum carvi L
(Mardani et al., 2016), Olea europaea (Showraki et al., 2016), Hypericum perforatum (Farrokhi
et al., 2017), Elaeagnus angustifolia (Koohi-Hosseinabadi et al., 2017), Pistacia atlantica
(Tanideh et al., 2017; Farrokhi et al., 2017; Tanideh et al., 2019), Carapa guianensis Aubl.
(Wanzeler et al., 2018), Curcuma longa L.) (Schmidt et al., 2019), Trachyspermum Ammi)
(Tanideh et al., 2019) e a Spondias Mombin (Gomes et al., 2020), dentre outros.

Diante destes fatos, essa revisdo sistemdtica objetivou verificar a eficicia de
fitoterdpicos no tratamento da MO quimioinduzida por 5-Fluorouracil (5-FU) em modelos de
animais. Nossos resultados indicaram que os mesmos constituem uma alternativa promissora
no manejo da MO e dessa forma podem suscitar o desenvolvimento de pesquisas clinicas

utilizando este tipo de terapia.

MATERIAL E METODOS
Esta revisao sistematica foi elaborada de acordo com os itens de relatério preferencial

para anélises sistemdticas e metandlises (PRISMA) (Moher et al., 2009).
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Critérios de Inclusdo e Exclusdo

O modelo PICO (populagdo, intervengdo, comparacdo, resultados) foi utilizado para
desenvolver critérios de inclusdo e termos de busca da presente pesquisa. Os estudos foram
elegiveis independentes da linguagem ou ano de publicacdo dos artigos. Foram selecionados
estudos que avaliaram a eficdcia de agentes fitoterdpicos no manejo da mucosite oral induzida
através de 5-fluorouracil em modelos animais. Os critérios de exclusao foram: (I) estudos em
humanos; (II) estudos in vitro, (II1) artigos de revis@o e/ou relatos de casos; (IV) uso de drogas
sintéticas para o manejo das lesdes de mucosite oral; (V) uso de outros métodos para a indugdo
da mucosite oral. Os artigos que ndo correspondiam aos critérios de elegibilidade e artigos

duplicados foram removidos do estudo.

Utilizamos um software de gerenciamento de referéncias objetivando o controle dos
artigos analisados e remoc¢ao das duplicadas (EndNote; Thomson Reuters, Philadelphia, PA,

USA).

Estratégia de Busca

Uma revisdo sistemdtica de literatura foi realizada utilizando as bases de dados
PubMed/Medline, CENTRAL (The Cochrane Library), EMBASE e Web of Science, a partir
dos registros iniciais até janeiro de 2020. Uma busca manual de artigos também fo1 realizada
utilizando-se as referéncias dos estudos com potencial de inclusdo na presente revisao

sistematica.

Os descritores utilizados na busca sistemadtica foram: (natural agents[mesh] OR Herbal
medicine[tw] OR phytotherapy[tw]) AND (Oral mucositis[mesh] OR Stomatitides[tw] OR Oral
Mucositis[tw] OR Oral Mucositis[tw] OR Oromucositis[tw] OR Oromucositides[tw] OR
Mucositis, Oral[tw]) AND (Animal Model[mesh]). Foram utilizadas diferentes combinagdes e

empregado os operadores booleanos AND, OR, NOT.

Uma triagem inicial foi realizada a partir da andlise dos titulos e resumos localizados na
busca. Todos os estudos considerados relevantes foram obtidos na integra e analisados

separadamente por dois avaliadores de forma independente.

Extracdo dos dados

As publicacdes que atenderam aos critérios de inclusio tiveram seus dados extraidos

por meio de formuldrios padronizados de avaliacdo. Uma meta-anélise ndo pdde ser realizada
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devido a variabilidade relacionada aos grupos de estudos avaliados nos artigos incluidos,

portanto, uma descricao narrativa foi adotada na presente revisao sistematica.
RESULTADOS

A Figura 1 evidencia a estratégia inicial de busca computadorizada e manual associada
que geraram 503 artigos. Apds remog¢do de artigos duplicados restaram 435. A partir dai os
autores examinaram os artigos através da leitura de titulos e resumos das publicacdes e 381
foram descartados porque nio atendiam aos critérios de inclusdo, restando 54 elegiveis. Dentre
os 54 artigos analisados integralmente, 41 foram excluidos de acordo com os critérios de
selecdo pré-estabelecidos e 13 artigos foram incluidos na presente revisdo sistematica.

A tabela 01 demonstra os trabalhos incluidos e as caracteristicas metodologicas de cada
um. Entre os estudos avaliados, o fitoterdpico mais utilizado foi a Chamomilla recutita L
(Pavesi et al., 2011; Curra et al., 2013;Schmidt et al., 2019) e a Pistacia atldntica (Tanideh et
al., 2017; Farrokhi et al., 2017; Tanideh et al., 2019). Como método de inducdo de mucosite,
todos utilizaram o quimioterdpico S-Fluorouracil (5-FU) através de injecOes intraperitoneais
com a concentracdo de 60 mg/kg, com excecdo de Tanideh et al. (2019) que aplicaram 65
mg/kg. Entretanto, apesar de boa parte dos artigos terem definido os dias 0, 5 e 10 para indugao,
alguns trabalhos utilizaram os dias 0 e 2 (Pavesi et al., 2011; Curra et al., 2013), enquanto outros
ndo descreveram o periodo (Davarmanesh et al., 2013; Farrokhi et al., 2017). O método de
tratamento variou desde a aplicacdo topica de pomada (Pavesi et al., 2011; Curra et al.,
2013;Showraki et al., 2016), aplicagdo tépica de gel (Tanideh et al., 2013; Farrokhi et al., 2017;
Tanideh et al., 2019) e aplicacdo topica de extrato (Wanzeler et al., 2018), até a ingestao de
fitoterapicos (Mardani et al., 2016; Gomes et al., 2020). O tempo de acompanhamento variou
de O (Pavesi et al., 2011; Curra et al., 2013) até 18 dias (Farrokhi et al., 2017).

Todos os trabalhos incluidos na pesquisa apresentaram resultados promissores quanto
ao uso de fitoterdpicos no manejo da mucosite oral como disposto na tabela 02. Os trabalhos
que avaliaram o efeito da Chamomilla recutita L. encontraram menor probabilidade de
desenvolvimento da lesdo, menor grau de MO (Pavesi et al., 2011), redu¢do dos niveis de
citocinas pro-inflamatérias (Curra et al., 2013) e melhor taxa de cicatrizagdo (Schmidt et al.,
2019) comparado a grupos controle e que utilizaram corticosteroides (Curra et al., 2013). Menor
escore de mucosite oral ao exame histopatoldgico, ao utilizar estes fitoterdpicos, foi evidenciado
em 07 trabalhos (Pavesi et al., 2011; Curra et al., 2013; Davarmanesh et al., 2013; Tanideh et
al., 2013; Mardani et al., 2016; Showraki et al., 2016; Farrokhi et al., 2017).
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Além disso, melhor acdo anti-inflamatéria (Curra et al., 2013; Sousa Gomes et al.,
2020), menor probabilidade de reducdo média diaria de peso (Davarmanesh et al., 2013),
melhora na cicatrizacdo (Tanideh et al., 2013; Farrokhi et al., 2017), menores niveis de
malondialdeido (Showraki et al.,, 2016; Tanideh et al., 2019), além de graus maiores de
reepitelizacdo (Koohi-Hosseinabadi et al., 2017; Tanideh et al., 2019), niveis menores de
angiogénese, TGF-f (Schmidt et al., 2019) e mieloperoxidase (Tanideh et al., 2019) e redugao
do estresse oxidativo (Gomes et al., 2020). Como efeito adverso, apenas um trabalho
demonstrou que o uso de 6leo de Carapa guianensis Aubl.a 100% mostrou potencial genotdxico

(Wanzeler et al., 2018).

DISCUSSAO

O manejo da MO vem sendo bastante estudado atualmente, principalmente com foco na
sua prevencao e tratamento, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida dos pacientes
oncoldgicos acometidos por essa condi¢cdo, pois a mesma constitui uma condi¢do debilitante
que pode comprometer o tratamento oncoldgico e aumentar a morbidade do paciente
(Weissheimer et al., 2017; Noronha et al., 2017; Kuo et al., 2018; Thieme et al., 2019; Villa;
Sonis, 2020). Neste contexto, essa revisao sistematica aborda importantes alternativas para o
tratamento da MO, com base na andlise de pesquisas realizadas com a utilizagado de fitoterdpicos
em MO quimioinduzidas em modelos animais que podem servir como base para realizagdo de
ensaios clinicos.

Dentre essas, cita-se a camomila (Chamomillarecutita L.) que é uma dessas alternativas
testadas. Trata-se de planta medicinal com excelentes propriedades antiinflamatorias e
antimicrobianas, bem como propriedades curativas no tratamento de lesdes ulceradas (Avallone
et al., 2000; Kyokong et al., 2002). Os principais componentes das flores de camomila sdo
compostos fendlicos diversos, principalmente flavonoides, como a quercetina, patuletina,
terpenos, assim como 6leos essenciais, saponinas e taninos (Avallone et al., 2000).

Os flavonoides atuam como excelentes agentes antioxidantes, no aumento da
cicatrizacdo e reduc¢do da inflamacdo tecidual. Estudos mostram que os flavonoides atuam na
ativacdo da via do fator de transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB), que esta ativada ap6s o dano
inicial durante o desenvolvimento da MO, por meio da regulacdo positiva de citocinas pro-
inflamatdrias, como fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1b (IL-1b) e IL-6 (Curra et
al., 2013; Villa; Sonis, 2015; Villa; Sonis, 2020). Na fase de cura da MO, a ativacido de NF-kB,
atua na regulacdo e estimulo na proliferacdo, apoptose, morfogénese e diferenciacio celular.

(Villa; Sonis, 2015; Villa; Sonis, 2020). Com isso, a presenca dos flavonoides, justifica os
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excelentes resultados na cicatrizacao tecidual (Pavesi et al., 2011; Schmidt et al., 2019) e acao
aniinflamatéria (Curra et al., 2013) evidenciados na litetarura por meio do uso do extrato da
camomila no tratamento da MO.

O acafrao-da-terra ou circuma (Curcuma longa L.) é uma erva amplamente utilizada
mundialmente em alimentos e bebidas, na forma de tempero e corante. A circuma € um
composto fendlico, que foi estudado como agente fitoterapéutico, devido as suas diversas
propriedades farmacolégicas como, estimulo de reepiteliza¢do durante a cicatrizagao de feridas
e acdo antiinflamatéria (Lier et al., 2011; Mantzorou et al., 2018; Schmidt et al., 2019).
Adicionalmente, a cdrcuma atua na reducdo da angiogénese (Schmidt et al., 2019),
neutralizacdo do estresse oxidativo, além de exercer acao antimicrobiana e antitumoral (Liier et
al., 2011; Mantzorou et al., 2018).

Outros estudos com o 6leo essencial extraido da casca da pistache selvagem (Pistacia
atldntica), observaram excelentes atividades antibacterianas (Ghalem et al.,, 2009),
antifingicas, antivirais, antitumal, hipoglicemiante e de cicatrizacdo, estimulando de forma
precoce a reepiteliarizagdo tecidual, evidenciado por meio de menores escores clinicos e

microscopicos (Tanideh et al., 2017; Farrokhi et al., 2017; Tanideh et al., 2019).

Tanto as folhas, quanto os frutos da pistache selvagem, apresentam compostos fendlicos
na sua constituicdo, como o 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (Benhassaini et al., 2007), os
quais exibem propriedades antioxidantes importantes, por meio da producdo de niveis mais
baixos de mieloperoxidase (MPO) e malondialdeido (MDA), indicando reducdo do dano
tecidual, e aumento dos niveis da superoxido dismutase (SOD), sugerindo ag@o protetora contra
radicais livres (Tanideh et al., 2017; Farrokhi et al., 2017; Tanideh et al., 2019). Resultados
interessantes, uma vez que as enzimas MPO, MDA e SOD, estdo envolvidas na patogénese da

MO.

A erva-de-Sao Jodo (Hypericum perforatum) € um fitoterdpico usado ha séculos na
Europa, oeste da Asia e norte da Africa, pois suas flores contém um liquido avermelhado
composto por diversos compostos biologicamente ativos, como os flavonoides tipo, hipericina,
quercetina, hiperforina, e derivados de xantonas (Tanideh et al., 2014; Farrokhi et al., 2017). A
atuacdo antioxidante do extrato da erva-de-Sdo Jodo deve-se a atuacdo dos flavonoides que
reduzem o dano tecidual, por reducdo da peroxidacao lipidica, expresso por baixos niveis de
MDA (Couladis et al., 2002; Bozin et al., 2013). Dessa forma, a constituicao fitoquimica da

erva-de-Sao Jodo, rica em flavonoides, pode justificar os excelentes resultados obtidos na



51

cicatrizagdo de feridas, acdo antiinflamatdria e antioxidante encontrados em alguns estudos de

(Couladis et al., 2002; Bozin et al., 2013; Farrokhi et al., 2017).

Ajwain, é o nome popular de Trachyspermum Ammi, que é uma erva da familia das
Apiaceae que tem sua origem no mediterraneo oriental. Alguns estudos mostraram que o extrato
das sementes do ajwain exibe acdo antiinflamatdria (Thangam e Dhananjayan, 2003; Tanideh
et al., 2019), antiviral (Hussein et al., 2000), antifiingica (Rasooli et al., 2008) e antioxidante
(Bera et al., 2004; Tanideh et al., 2019). Tais efeitos bioldgicos, estdo relacionados com sua
constituicdo fitoquimica, em especial, pela presenca dos flavonoides, que exercem potente acao

antiinflamatoria e antioxidante (Aftab et al., 1995; Tanideh et al., 2019).

Em 2019, Tanideh e colaboradores investigaram a agdo conjunta dos extratos
hidroalcodlicos das sementes de Ajwain (Trachyspermum Ammi) e do 6leo essencial extraido
da casca da pistache selvagem (Pistacia Atlantica) sob a formulacdo de gel. Os autores
observaram que a utiliza¢do conjunta dos dois extratos, acelera a reepitelizacdo, eleva a sintese
da SOD e reduz os niveis de IL-1B, MPO e MDA, quando comparados aos grupos tratados com
extratos isolados e controle. Os autores sugerem que a acdo conjunta de tais extratos
potencializaram a acdo cicatrizante, antiinflamatéria e antioxidante durante o desenvolvimento

da MO, e que tais compostos podem ser utilizados em conjunto no tratamento da mesma.

A fruta do mirtilo (Vaccinium myrtillus L.) € uma fonte extremamente rica em
antocianinas (Zafta-Stone et al., 2007), pigmentos pertencentes a familia dos flavonoides.
Alguns estudos mostram que os excelentes efeitos cicatriciais, antiinflamatérios, antioxidantes
do mirtilo, sdo mediados pelas antocianinas. Tais flavonoides atuam na supressao da ativacio
do fator NF-kB (Karlsen et al., 2007; Davarmanesh et al., 2013), inibi¢do da expressdo de
ciclooxigenase-2 (COX-2) (Hou et al., 2005), reducdo dos efeitos deletérios da peroxidacao
lipidica por inativacdo de espécies reativas de oxigénio (ROSs), todos, eventos responsdveis
pelo dano tecidual e ativagdao de uma série de fatores transcricao cruciais no desenvolvimento

da MO (Zafta-Stone et al., 2007; Villa; Sonis, 2020).

Calendula officinalis é o nome cientifico da planta conhecida como caléndula ou
margarida. As agdes farmacoldgicas do extrato da Calendula officinalis sao decorrentes da
presenca decompostos bioativos, como o rotenoide (agdo cicatrizante, estimulando a
reepiteliarizacdo, efeito fotoprotetor), triterpinoide (antiinflamatério), estearinadiol
(antiedematoso), flavonoide (acdo antioxidante), cumarina, quininas, aminodcidos (acelera a

cicatrizacdo), 6leos essenciais (a¢do antiftingica e antibacteriana), saponina (a¢ao antitumoral),
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calendina e calendulina (antitumoral e moduladora do sistema imune por estimulo de linfocitos)

e polissacarideo (estimuladora do sistema imuno) (Bashir et al., 2006; Preethi et al., 2009).

Tanideh et al. (2013) observaram menores escores clinicos e histopatolégicos da MO
nos grupos tratados com geis a base do extrato das pétalas da Calendula officinalis a 5% e 10%
do que nos grupos placebo e controle. Por meio de estudos in vitro e in vivo foi observado que
o extrato da Calendula officinalis atua acelerando a cicatriza¢do de feridas em casos de MO
quimioinduzidas por 5-FU em hamsters (Mehrabani et al., 2011), por meio da supressao da
ativacdo do NF-kB e os produtos génicos derivados dessa ativacdo (Preethi et al., 2008; Preethi

et al., 2009; Mehrabani et al., 2011).

A Carum carvi L. € uma planta da familia Apiaceae, popularmente conhecida como
cominho. Estudos com extratos dessa planta ou das suas sementes mostram importantes
atividades bioativas, como a¢@o hipoglicemiante (Erjaee et al., 2015), antioxidante,com maiores
niveis de glutationa (GSH) e menores de MPO e MDA (Darougheh et al., 2014; Erjaee et al.,
2015; Mardani et al., 2016), antifungica (Darougheh et al, 2014) e antibacteriana, com reducao

dos niveis de Staphylococcus epidermidis e Streptococcus intermedius(Mardani et al., 2016).

O ¢leo essencial da Carum carvi L. apresenta constituintes, como terpinenos (c-
terpineno ou carvona), aldeidos, cuminaldeidos, e para-cimenos (Darougheh et al, 2014; Erjaece
et al, 2015; Mardani et al., 2016). Estudos mostram que a carvona inibe a atividade da 5-
lipoxigenase e de ciclooxigenases, € como consequéncia diminui a biossintese de leucotrienos
e prostaglandinas, produtos da cascata do dcido araquidénico, envolvidos nas reagdes

inflamatorias teciduais (Keshavarz et al., 2013; Mardani et al., 2016).

A oliveira (Olea europaea) ¢ uma planta na qual os seus extratos das frutas, folhas e
sementes sao bastante consumidos na forma de azeite, ervas para chd, ou fitoterdpicos devido
a seus muitos compostos bioativos (Ahmed et al., 2013; Showraki et al., 2016). O extrato das
folhas e dos frutos sdo abundantes em polifenois, principalmente a oleuropeina e o
hidroxitirosol. Tais polifenois, exibem propriedades farmacoldgicas importantes, como agao
cardioprotetora, hipotensora, hipoglicemiante e antioxidante (reduz os niveis de MDA

teciduais) (Fares et al., 2011; Sabry, 2014; Showraki et al., 2016).

A Elaeagnus angustifolia, também conhecida como oliveira-do-paraiso € uma planta da
familia Elaecagnaceae, nativa do Ird e tradicionalmente utilizada por suas ja conhecidas

propriedades analgésicas (Koohi-Hosseinabadi et al., 2017). Alguns estudos verificaram que o
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extrato aquoso a base de Elaeagnus angustifélia foi eficiente na redugdo dos sintomas do liquen
plano oral e MO quimioinduzida por 5-FU, exercendo acdo antiinflamatéria, analgésica,
cicatrizante e antioxidante (aumento dos niveis da SOD e reducao de MPO) (Taheri et al. 2010;

Koohi-Hosseinabadi et al., 2017).

A capacidade cicatrizante, antiinflamatéria, analgésica e antioxidante da Elaeagnus
angustifélia, esta relacionada diretamente com a presenca de flavonoides e terpenoides na sua
constituicdo, que atuam na reducdo de citocinas pro-inflamatérias envolvidas no

desenvolvimento da MO (Taheri et al. 2010; Koohi-Hosseinabadi et al., 2017).

A Carapa guianensis Aubl. popularmente conhecida como andiroba, € uma arvore da
familia Meliaceae, encontrada na regido amazonica (Penido et al., 2005; Henriques; Penido,
2014). O 6leo de andiroba que € extraido das suas sementes tem sido utilizado na medicina
tradicional por suas atividades antiinflamatérias, analgésicas, antimicrobiana, vermicida,
antialérgicos e inseticidas naturais (Penido et al., 2005; Henriques; Penido, 2014; Nayak et al.,

2011; Wanzeler et al., 2018).

Por meio de anélise fitoquimica do 6leo da andiroba, estudos identificaram as principais
substancias bioativas nesse composto, como saponinas (dcidos graxos palmitico, oleico,
estedrico e linoleico), limonoides, flavonoides, flavanas, cumarinas, triterpenoides,
triacilglicerideos, monoacilglicerideos, metilbenzoatos e dcidos graxos saturados. Destacando-
se a acdo dos flavonoides e triterpenoides, que sdo importantes agentes, responsdveis pela acao
antisséptica, antiinflamatdria e cicatrizante da andiroba (Henriques; Penido, 2014; Nayak et al.,

2011; Wanzeler et al., 2018).

A cajazeira (Spondias Mombin) é uma planta da familia Anacardiceae, nativa do Brasil,
onde seus frutos sd@o conhecidos como "cajd". Estudos fitoquimicos com a folha da cajazeira
demonstraram a presenga vdrias substincias bioativas, como taninos, saponinas, resinas,
esterois, triterpenos, flavonoides e alcaloides, que s@o responsdveis por sua acao cicatrizante,
aintiinflamatéria (Gomes et al., 2020), antioxidante, por aumento nos niveis de SOD e GSH e
reducdo dos niveis de MDA (Gomes et al., 2020), antimicrobiana, antiedematogénica e
hipoglicemiante (Abo et al., 1999; De Albuquerque et al., 2007). Acredita-se que os extratos da
Spondias Mombin atuem reduzindo a ativagao transcricional do NFkB, que como consequéncia
reduz a sintese de vdrias proteinas pré-inflamatérias como redugao de Cox-2, metaloproteinase-

2 (MMP-2), IL-1B e TNF-q, citocinas envolvidas na resposta inflamatéria da MO.
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CONCLUSAO

Todos os estudos incluidos na presente revisao da litetarura utilizaram como protocolo
de inducdo de MO o modelo de quimioindugao por 5-FU em hamsters, proposto por Sonis et
al. (1990). Trata-se de um modelo extremamente reprodutivel e bastante ttil em ensaios pré-
clinicos e base para estudos clinicos sobre novas opcdes de tratamento para da MO
(Davarmanesh et al., 2013; Villa; Sonis, 2018; Schmidt et al., 2019; Tanideh et al., 2019;
Thieme et al., 2019; Gomes et al., 2020).

Por meio do protocolo de indu¢do de MO proposto por Sonis et al. (1990), associado
aos estudos de produtos naturais, tem se observado excelentes resultados experimentais no
tratamento da MO, com efeitos promissores na cicatrizacdo tecidual, acdo aniinflamatoria,
antimicrobiana, antioxidante e mediadores do sistema imune.

Diante de tantas evidéncias, faz-se necessdrio o encorajamento da comunidade cientifica
para a realizacio de estudos clinicos que possam explorar o uso de produtos naturais, uma vez
que, a flora brasileira é considerada a mais rica em biodiversidade em todo o mundo e seu valor

cientifico € inquestiondvel.
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Tabelas

Tabela 1.Caracteristicas metodoldgicas dos estudos incluidos (n = 13).
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Estudo Modelo Fitoterapico Método de Inducio da Amostra Método de Acompanhamento
(Ano) Animal utilizado Mucosite Tratamento (dias)
Pavesi et al. | Hamsters Chamomillarecutita | Todos 0s animais | O estudo consistiu emuma | Aplicagdo 0/2/5/8/710/12/
(2010) L. receberam uma injecdo | amostra total de 105 | tdpica de 14/16
intraperitoneal de 5-FU | animais subdivididos | pomada de
(60 mg/kg) no dia 0, | igualmente em 3 grupos: Chamomillarec
seguida de uma segunda utita L.
injecdo (40 mg/kg) no dia | Grupo L. Controle.
2. Além disso, a mucosa | Grupo II. Tratamento com
jugal foi superficialmente | Chamomillarecutita L.
arranhada sob anestesia | Grupo III. Tratamento
local. com corticosteroide
(betametasona).
Curra et al. | Hamsters Chamomillarecutita | Todos 0s animais | O estudo consistiu emuma | Aplicagdo 0/5/10/14
(2013) L. receberam uma injecdo | amostra total de 36 | tdpica de
intraperitoneal de 5-FU | animais subdivididos | pomada de
(60 mg/kg) no dia O, | igualmente em 3 grupos: Chamomillarec
seguida de uma segunda utita L.
injecdo (40 mg/kg) no dia | Grupo I. Controle.
2. Além disso, a mucosa | Grupo II. Tratamento com
jugal foi superficialmente | Chamomillarecutita L.
arranhadasob  anestesia | Grupo III. Tratamento
local. com corticosteroide
(betametasona).
Davarmanes | Hamsters | Vacciniummyrtillus L. | Injecdes intraperitoneais | Grupo L Controle | Extrato de 13/15/717
h et al de 60 mg/kg de 5-FU negativo (n= 8). Vacciniummyrt
(2013) Grupo 1L Controle | illus L.
Positivo (n= 8). (dosagem de
Grupo III. Teste (n= 8). 300 mgkg e
concentragao
final 45 mg/
mL) uma vez ao
dia durante 7
dias.
Tanideh et | Hamster Calendulaofficinalis | Todos 0s animais | O estudo consistiuemuma | O tratamento da 13/15/17
al. (2013) receberam trés injecdes | amostra total de 42 | mucosite oral
intraperitoneais de 5-FU | animais subdivididos | foi iniciado nos
na dose de 60 mg/kg nos | igualmente em 3 grupos: dias 12 a 17 por
dias 0, 5 e 10. Além disso, aplicagdo topica
a mucosa jugal foi | Grupo I. Controle (n=12). | de C. officinalis
superficialmente Grupo II. Tratado com gel | gel uma vez ao
arranhada sob anestesia | de  Calendulaofficinalis | dia (manha)
local. (n=15). com o uso de
Grupo III. Placebo (n= | cotonetes
15). flexiveis para
cobrir
completamente
a drea de
interesse com as
preparagoes
topicas
designadas.
Mardani et | Hamster Carumcarvi L. Todos 0s animais | O estudo consistiuemuma | Os grupos 13/15/17
al. (2016) receberam trés injecOes | amostra total de 54 | foram tratados
intraperitoneais de 5-FU | animais subdivididos | através de dieta
na dose de 60 mg/kg nos | igualmente em 3 grupos: com Carum

dias 0, 5 e 10. Além disso,
a mucosa jugal foi
superficialmente

Grupo L. Controle.
Grupo II. Tratamento
dietético com CHE em

carvi L.em uma
dose de 500 ou
1000 mg/kg
uma vez ao dia.
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arranhadasob  anestesia | uma dose de 500 mg/kg
local. uma vez ao dia.
Grupo III. Tratamento
dietético com CHE em
uma dose de 1000 mg/kg
uma vez ao dia.
Showraki et | Hamster Oleaeuropaea Todos 0s animais | O estudo consistiuemuma | No 12° dia os 13/15/17
al. (2016) receberam trés injecdes | amostra total de 63 | hamsters
intraperitoneais de 5-FU | animais subdivididos | receberam
na dose de 60 mg/kg nos | igualmente em 3 grupos: aplicacdo topica
dias 0, 5 e 10. Além disso, didria de
a mucosa jugal foi | Grupo L. Controle. pomada de
superficialmente Grupo II. Placebo. Oleaeuropaea
arranhadasob  anestesia | Grupo III. Tratados com | por 5 dias.
local. aplicacdo  tépica  de
pomada de Oleaeuropaea.
Farrokhil et | Hamsters Pistacia atlantica / Inje¢des intraperitoneais | Os animais foram | Gel tdépico de 18
al. (2017) Hypericumperforatum | de 60 mg/kg de 5-FU divididos aleatoriamente | extrato de dleo
em cinco grupos (n = 12). | de frutas P.
Todos 0s animais | atlantica em a
receberam injecdes | 10% e/ou
intraperitoneais de 5- | extrato
fluorouracil (5-FU / 60mg | hidroalcodlico
/ kg) durante os dias 0, 5e | de H.
10.A gravidade da | perforatum  a
mucosite oral foi | 10%.
observada no 12° dia.
Grupo 1. Tratados com gel
tépico de extrato hidro-
alcodlico de H. perforatum
a10%.
Grupo II. Tratados com
gel topico de extrato de
6leo de frutas P. atlantica a
10%.
Grupo III. Tratados com
Gel tépico de extrato de
6leo de frutas P. atlantica
em combinacdo com 10%
de extrato hidroalcodlico
de H. perforatum.
Grupo IV. Placebo.
Grupo V. Controle.
Koohi- Hamsters | Elaeagnusangustifolia | Todos 0s animais | O estudo consistiuemuma | Gel tépico 2/5
Hosseinaba receberam trés injecdes | amostra total de 56 | contendo 10%
di (2017) intraperitoneais de 5-FU | animais subdivididos | de HEEA ou
na dose de 60 mg/kg nos | igualmente em 4 grupos: dieta com 300
dias 0, 5 e 10. Além disso, mg/kg de
a mucosa jugal foi HEEA.
superficialmente Grupo 1. Controle.
arranhadasob  anestesia | Grupo II. Placebo.
local. Grupo III. Tratados com

HEEA.

Grupo IV. Grupo dietético
tratado com 300 mg / kg
de HEEA.
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Tanideh et | Hamsters Pistaciaatlantica Todos 0s animais | O estudo consistiuemuma | O gel de 15718
al. (2017) receberam trés injecOes | amostra total de 40 | Pistaciaatlantic
intraperitoneais de 5-FU | animais subdivididos | a foi aplicado
na dose de 60 mg/kg nos | igualmente em 4 grupos: em toda a drea
dias 0, 5 e 10. Além disso, de mucosa jugal
a mucosa jugal foi | Grupo L. Controle. por um
superficialmente Grupo II. Placebo. movimento de
arranhadasob  anestesia | Grupo  III.  Tratados | esfregaco
local. através do uso de géis | através do uso
téopicos de 5% de | de um cotonete
Pistaciaatlantica. impregnado.
Grupo  III.  Tratados
através do uso de géis
tépicos de 10% de
Pistaciaatlantica.
Wanzeler et | Hamsters | CarapaguianensisAub | Todos 0s animais | O estudo consistiuemuma | Do primeiro dia 4/8/12/15
al. (2018) L receberam trés inje¢des | amostra total de 122 | ao 15° dia, o
intraperitoneais de 5-FU | animais subdivididosem 6 | 6leo da
na dose de 60 mg/kg nos | grupos: Carapaguianen
dias 0, 5 e 10. Além disso, sisAubl.foi
a mucosa jugal foi | Grupo L Controle | administrada
superficialmente negativo. trés vezes ao dia
arranhadasob  anestesia | Grupo 1L Controle | com a ajuda de
local. positivo. um  cotonete.
Grupo III. Tratados com | Apds a
ciclofosfamida. aplicagdo, 0
Grupo IV. Tratados com | acesso dos
6leo da | animais a
CarapaguianensisAubl.a comida e 4gua
10%. foi restringido
Grupo V. Tratados com | por1h.
6leo da
CarapaguianensisAubl.a
10% refinado.
Grupo VI. Tratados com
6leo da
CarapaguianensisAubl.a
100%.
Schmidt et | Hamsters Curcuma longa L./ | Todos 0s animais | O estudo consistiuemuma | Tratamento 8/10
al. (2019) Chamomillarecutita | receceram uma injecdo | amostra total de 72 | tépico com
L. intraperitoneal de 5-FU | animais subdivididos | extrato fluido de
(60 mg/kg) no dia 0, | igualmente em 4 grupos: Chamomillarec
seguida de uma segunda utital. Ou
injecao (40 mg/kg) no dia | Grupo I. Controle. Curcuma longa
2. Além disso, a mucosa | Grupo II. Placebo. L. Cada animal
jugal foi superficialmente | Grupo III. Tratamento | recebeu  duas
arranhadasob  anestesia | topico com extrato fluido | aplicagdes das
local. deChamomillarecutita L. substancias por
Grupo IV. Tratamento | dia
tépico com extrato | (manha e noite)
deCurcuma longa L. usando uma
colher medidora
de 0,5 g.
Tanideh et | Hamsters | TrachyspermumAmmi | Todos 0s animais | O estudo consistiuemuma | Os animais 13/15/17
al. (2019) / PistaciaAtlantica receberam trés injecdes | amostra total de 90 | foram tratados
intraperitoneais de 5-FU | animais subdivididos | através da
na dose de 65 mg/kg nos | igualmente em 5 grupos: aplicacdo tdpica
dias 0, 5 e 10. Além disso, do gel do
a mucosa jugal foi | Grupo L. Controle. extrato
superficialmente Grupo II. Placebo. hidroalcodlicos
arranhadasob  anestesia | Grupo III. Tratado com | de P.
local. aplicacéo topica do gel do | atldnticae/ou
extrato hidroalcodlicos de | com aplicagdo
P. atlantica de 3%. téopica de T.
Grupo IV. Tratado com | ammi em

aplicacdo tépica de T.
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ammi em concentracao de
1%.

Grupo V. Tratado com os
dois extratos analisados no
estudo.

concentragdo de
1%.

Gomes et al. | Hamsters

(2020)

SpondiasMombin

Injecdes intraperitoneais
de 60 mg/kg de 5-FU (1°
dia) e 60 mg/kg de 5-FU
(2° dia), 30 minutos apés a

Os animais foram
divididos em seis grupos,
com cinco animais cada (n
=5/ grupo):

Os animais dos
grupos  testes
foram tratados
oralmente com

administracdo oral do extrato de
extrato de | Grupo I-Controle. SpondiasMombi
SpondiasMombin. n em diferentes
Grupo II - Animais | doses cada: 50
submetidos a trauma | mg/kg, 100

mecanico e tratados com
solucdo salina.

Grupo III - Animais
submetidos a  trauma
mecanico / tratados com
SOro fisioldgico
submetidos a injegdes
intraperitoneais de 5-FU.

Grupo IV/V/VI - Trés
grupos de animais
submetidos a trauma,
receberam injecdes de 5-
FU e foram tratados
oralmente com extrato de
SpondiasMombin.

mg/kg ou 200
mg/kg.

11

* Plantas medicinais constituintes doBu-Zhong-Yi-Qi: Astragalusmembranaceus; Glycyrrhizauralensis; Codonopsispilosula; Angelicasinensis;
Citrusreticulate; Cimicifugaheracleifolia; Bupleurumchinense; Atractylodesmacrocephala; HEEA, Extrato hidroalcodlico de E. angustifélia;
CHE,Extrato hidroalcodlicode Carumcarvi L.



Tabela 2. Resumo dos principais resultados dos estudos incluidos (n = 13).

Estudo (Ano)

Principais Resultados

Pavesi et al. (2010)

Curra et al. (2013)

Davarmanesh et al.

(2013)
Tanideh et
(2013)
Mardani et
(2016)

Showraki et
(2016)

Farrokhil et
(2017)

Koohi-
Hosseinabadi
(2017)
Tanideh et
(2017)
Wanzeler et
(2018)

Schmidt et
(2019)

al.

al.

al.

al.

al.

al.

al.

O grupo tratado com Chamomilla recutita L. exibiu estatisticamente
uma menor probabilidade de desenvolver MO. A anélise dos resultados
histopatoldgicos demonstrou que o grupo tratado com camomila exibiu
um menor grau de MO durante todo o periodo de avaliacio em
comparacao aos grupos controle e corticoide.

No 10° dia, o grupo tratado com Chamomilla recutita L. apresentou
escores mais baixos para as citocinas pré-inflamatérias IL-1 e TNF-
a. O tratamento topico com Chamomilla recutita L. demonstrou acao
anti-inflamatéria na MO em hamsters.

O grupo extrato de Vaccinium myrtillus L. demonstrou escores clinicos
e histopatolégicos de mucosite oral significativamente mais baixos e
menor probabilidade de reducdo média didria de peso em comparacao
com os animais dos grupos controle.

Os escores microscopicos € macroscopicos de mucosite foram
significativamente menores nos grupos de gel de C. officinalis a 5% e
10% do que nos grupos placebo e controle. O extrato de C. officinalis
acelerou a cicatriza¢do da mucosite oral.

Menor escore histopatolégico foi observado nos grupos de 1000 e 500
mg/kg de CHE tépico. O uso de CHE na forma tépica pode estar
associado a reduc¢do da intensidade da mucosite oral.

O escore histopatolégico e o nivel de malondialdeido foram
significativamente menores no grupo tratado com extrato de olea
europaea em comparacdo com os grupos controle e placebo. A
aplicacdo diaria de pomada de extrato de olea europaea teve efeito
curativo sobre a MO induzida por 5-fluorouracil em hamsters. Além
disso, o efeito benéfico na MO pode ser devido as suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias.

O processo de cicatrizagdo da mucosite oral foi significativamente
superior tanto clinica quanto histopatologicamente (valor de P <0,05)
no grupo tratado com P. atlantica em comparagdao com demais grupos.
Os grupos tratados com HEEA, tanto topicamente como o dietético,
mostraram um processo de reepitelizacio mais avangado em
comparacao com os grupos controle e placebo.

O dleo de Pistacia atlantica acelera o processo de cicatrizacdo da MO.

O tratamento com Oleo de Carapa guianensis Aubl. a 100% foi
associado a graus significativamente menores de MO em comparagao
ao relatado nos outros grupos. O 6leo de Carapa guianensis Aubl. em
ambas as concentragdes nao foi citotéxico, mas o tratamento com 6leo
de Carapa guianensis Aubl. a 100% mostrou potencial genotoxico.
Os achados clinicos e histopatolégicos revelaram que, no dia 8, os
grupos que utilizaram Curcuma longa L. e Chamomilla recutita L.
exibiram melhor taxa de cicatrizacdo da MO. Além disso, o grupo que
fez uso do extrato de Curcuma longa L. demonstrou niveis mais baixos
de angiogénese e TGF-f1 no 8° dia em comparacdo com 0s grupos
placebo e controle.

65



Tanideh et al.
(2019)

Gomes et al. (2020)

Niveis mais baixos de mieloperoxidase, malondialdeido e IL-1B e um
aumento do nivel de superéxido dismutase foram evidenciados no
grupo tratado com Trachyspermum Ammi e Pistacia Atlantica em
conjunto. A taxa de reepitelizacdo também foi superior no grupo que
utilizou ambos os fitoterdpicos.

O extrato de Spondias Mombin (200 mg/kg) reduziu o estresse
oxidativo e a inflamacdo na mucosite oral induzida por 5-fluorouracil
em hamsters.

* HEEA, Extrato hidroalcodlico de E. angustifélia; CHE, Extrato hidroalcodlico de Carum carvi L; MO,

Mucosite Oral.
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Figuras 1. Fluxograma evidenciando a estratégia inicial de busca computadorizada e manual

aplicadas aos artigos pesquisados.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos da prépolis e da geleia real em comparacdo a terapia de
fotobiomodulagdo (FBM) com laser de baixa intensidade (LBI) em um modelo animal de
mucosite oral (MO) induzida por 5-fluorouracil (5-FU). Material e Métodos: Trata-se de um
estudo in vivo, experimental, controlado e cego. Setenta e dois ratos Wistar e machos foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos (n = 18): controle (C) (sem tratamento), terapia
de fotobiomodulacdo (FBM) (laser intraoral 6 J/cm?), gel de prépolis (P) e geleia real (GR).
Nos dias 0 e 2, os animais receberam uma inje¢ao intraperitoneal de 5-FU. Nos dias 3 e 4, a
mucosa bucal foi escarificada. As terapias foram iniciadas no dia 5. Seis animais por grupo
foram eutanasiados nos dias 8, 10 e 14. A anilise fitoquimica da prépolis e da geleia real foram
realizados por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). A andlise clinica foi realizada
usando fotografias e a avaliacao histopatoldgica (Hematoxilina/Eosina) foi baseada nos escores
de reepitelizacdo e inflamagdo. Os estudos imuno-histoquimicos (pAKT, p-S6 ¢ NFkB) e do
estresse oxidativo (Superdxido Dismutase-SOD, Glutationa reduzida-GSH e Malonaldeido-
MDA) foram realizados. Resultados: A anélise da CCD revelou a presenca de compostos como
terpenos, saponinas, Oleos essenciais e flavonoides na P e de alta quantidade de sacarose (Rf
0,34) na RG. Nos dias 8 e 10, os animais dos grupos FBM, P e GR apresentaram melhora clinica
e cicatrizacdo acelerada da MO com menores scores morfoldgicos, aumento da imunoexpressao
das proteinas pS6 (exceto no dia 10), pAKT (ANOVA e teste de Tukey; p <0,05) e do fator de
transcri¢do NF-kB (teste de Mann Whitney; p <0,05), quando comparados ao grupo controle.
No dia 14, o grupo P aumentou os niveis do antioxidante GSH quando comparado ao grupo
controle (ANOVA e teste de Tukey; p <0,05). Conclusoes: Nossos resultados evidenciaram
que a P e a GR, assim como a FBM com LBI, sido terapias eficazes no tratamento da MO. A
presenca de acucares na GR e de flavonoides, terpenos e 6leos essenciais na P justificam suas
excelentes acdes na cicatrizacdo de feridas e efeitos antiinflamatorios. Adicionalmente, o grupo
tratado com P exibiu melhores caracteristicas de redu¢do do estresse oxidativo na MO induzida

por 5-FU em ratos, quando comparados aos outros grupos tratamentos.

Palavras-chave: Mucosite oral; Tratamento; Vias de sinalizacdo; Fitoterdpicos; Estresse

oxidativo.
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INTRODUCAO

A mucosite oral (MO) € uma complicacdo comum e grave do tratamento oncoldgico.
Estima-se que mais de 90% dos pacientes tratados com radioterapia em cabega e pescogo
apresentam algum grau de MO, por isso é considerada um dos mais importantes efeitos
colaterais agudos observados nos pacientes submetidos a radioterapia em cabeca e pescoco e/ou
quimioterapia (SURESH et al., 2010; ATILLA etal.,2017; VITALE et al., 2017; CINAUSERO
et al., 2017; KUO et al., 2018; PEREIRA et al., 2019; VILLA; SONIS, 2020).

De forma geral, a MO caracteriza-se por exibir clinicamente lesdes eritematosas,
erosivas e/ou ulcerativas, mas o grau de severidade da manifestacdo clinica desta condigcdo é
varidvel. As udlceras tendem a ser extremamente dolorosas e por isso interferem diretamente na
qualidade de vida do paciente, uma vez que dificultam a execugdo das fungdes orais no ato da
alimentacdo (mastigar e deglutir) e na fala. Adicionalmente, a MO aumenta os riscos de
infec¢des secunddrias, o que pode gerar atrasos, interrup¢des ou descontinuidade do tratamento
oncoldgico, fato que pode aumentar a morbidade e mortalidade em pacientes com cancer
(MARIA et al., 2017; WEISSHEIMER et al., 2017; SCHMIDT et al., 2019; PEREIRA et al.,
2019; THIEME et al., 2019).

O desenvolvimento da MO envolve vdrias etapas, como: a inicia¢do, regulacdo positiva
e ativacdo, que acarretam na geracdo de mediadores inflamatérios, amplificacdo de sinal,
ulceragdo e cura. Durante a fase de iniciacdo da MO, ocorre dano tecidual por estresse
oxidativo, devido a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), dano direto ao DNA e
ativacdo da resposta imune inata, que acarreta em danos as membranas celulares, que estimulam
macréfagos e induz a ativagdo fator nuclear kappa B (NF-kB). O NF-«xB ativado estimula a
expressao génica e a liberacdo de citocinas pré- inflamatdérias, como fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina (IL)-6, interleucina (IL)-1B e ciclooxigenase-2 (COX-2). Apds a
eliminacdo dos estimulos prejudiciais, ocorre a fase de cura, com o aumento da proliferacdo e
diferenciacdo epitelial associada a reorganizacdo do maquindrio extracelular (SONIS, 2007;
SONIS, 2009; SONIS, 2013; VILLA; SONIS, 2015; SONIS; VILLA, 2018; VILLA; SONIS,
2020).

Alguns autores t€m relacionado a via da proteina alvo da rapamicina em mamiferos
(mTOR) ao desenvolvimento de MO e ulceragdes aftosas (SONIS, 2009; IGLESIAS-
BARTOLOME et al., 2012; BOERS-DOETS et al., 2013; SONIS et al., 2017; VILLA; SONIS,
2020). A via PI3K (fosfoinosidite 3-quinase)-mTOR € ativada pela proteina AKT

(serina/treonina-quinase). Esta via € parte de dois complexos: mTORCI (leva a fosforilagdo de
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S6) e mTORC?2 (leva a fosforilagdo de AKT) (CASTILHO et al., 2013; SONIS et al., 2017;
VILLA; SONIS, 2020).

A ativagdo de PIK3-mTOR regula a sintese de proteinas necessarias a progressao do
ciclo celular, crescimento e sobrevivéncia celular, uma vez que aumenta a proliferacdo de
células epiteliais e a migracdo, acelerando assim a cicatrizagao de feridas (SONIS, 2009;
SQUARIZE et al., 2010; CASTILHO et al., 2013; PELLICIOLI et al., 2014; TOMIOKA et al.,
2014).

Pesquisas em relagdo a utilizacdo de fitoterdpicos vém sendo realizadas na tentativa de
buscar alternativas para prevenir e tratar a MO, ja que nem sempre a terapia fotobiomoduladora
(FBM) estd disponivel nos centros de tratamento oncolégico (PEREIRA et al.,, 2019).
Adicionalmente, algumas pesquisas t€m buscado o entendimento da fisiopatologia desta
condicdo e os efeitos do tratamento a base de fitoterdpicos nas vias de sinaliza¢do envolvidas
com o desenvolvimento da mesma. (CURRA et al., 2013; LOPEZ et al., 2013; LUER et al.,
2014; CUBA et al., 2016; CINAUSERO et al., 2017; WAGNER et al., 2017; KUO et al., 2018;
SCHMIDT et al., 2019).

Dentre os fitoterdpicos disponiveis e utilizados para tratamento de vdrias condi¢des,
destaca-se a propolis (P) e a geleia real (GR) (SUEMARU et al 2008; BARBOSA et al., 2009;
WATANABE et al., 2013; NORONHA et al., 2017; ISIDOROV et al., 2018), dois importantes
produtos produzidos por abelhas do género Apis. sp. que sdo comumente usados em todo o
mundo como nutrientes tradicionais e na farmacologia desde os tempos antigos (YUKSEL;
AKYOL, 2016).

Dessa forma, torna-se importante investigar se o gel da propolis e a geleia real exercem
acdo antiinflamatodria e na cicatrizacdo tecidual, por meio de estudos do estresse oxidativo, da
imunoexpressdo fator de transcricdo nuclear NF-xB e adicionalmente verificar se esses
fitoterdpicos atuam estimulando a proliferacdo epitelial, por meio do estudo da via de
sinalizacdo PI3K/mTOR/AKT. Esta pesquisa fornece alternativas importantes para o

tratamento da mucosite oral.
MATERIAL E METODOS

Procedimento experimental

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA, n°
2018-0298) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Foram utilizados 72 ratos machos

(Rattus norvegicus albinus, linhagem Rodentia Mammalia Wistar), entre 8 e 12 semanas de
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idade e peso de 275 + 25 g. Apds a obtencdo dos animais, os mesmos foram acondicionados

segundo Curra et al. (2015). Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos:

o) Grupo controle (C) (n = 18): Inducao da MO, nao tratado, apenas manuseio didrio
o Fotobiomodulagao (FBM) (n = 18): Indu¢do da MO e aplicagdo de laser intraoral
o Gel de Propolis (P) (n = 18): Indu¢do da MO e aplicacgao topica do gel de propolis
o Geleia real (GR) (n = 18): Indu¢do da MO e aplicagdo topica da geleia real

Todos os animais foram submetidos a um protocolo de indu¢cdo de MO proposto por Sonis
et al. (1990), modificado por Leitdo et al. (2007) (grau de severidade moderado). Foi realizada
a aplicagdo intraperitoneal do quimioterdpico 5-FU nos dias 0 (60mg/Kg) e 2 (40mg/Kg), sendo
o volume de diluicdo de até 5 mL/Kg. Nos dias 3 e 4, as mucosas jugais direita e esquerda foram

escarificadas. No dia 5, os tratamentos foram iniciados.

Parametros da Fotobiomodulagdo

Os animais do grupo FBM receberam uma aplicagdo didria do laser intraoral de Diodo
de Aluminio Gélio Indio Fésforo (InGaAlIP) (MM Optics, Sdo Carlos, SP, Brasil). A irradiacao
das mucosas jugais dos animais foi realizada de forma pontual no local da lesdo e perpendicular.
A aplicag@o do laser seguiu o protocolo de Thieme et al. (2019). O laser aplicado possui os
seguintes pardmetros de irradiagdo: comprimento de onda de 660nm, spot size de 0,04cm?,
irradidncia de 1W/cm?, poténcia de 100mW e densidade de energia de 6J/cm?. O protocolo de
irradiacdo das feridas foi realizado com um tempo de irradiacdo de 14.4 segundos, a uma

distancia de cerca de 3mm da mucosa, resultando em uma energia total de 1,44J por ponto.

Obtengdo da medicagdo topica

O gel da propolis utilizado na presente pesquisa teve como base tintura da prépolis (Florien
Fitoativos®; Piracicaba-SP, Brasil), na concentracio a 10% e adicionado a 100g do agente
mucoadesivo carboximetilcelulose (CMC). Tal formulacdo mucoadesiva da propolis foi
elaborada na farmacia de manipulagio Fitonfarma® (Porto Alegre-RS, Brasil). A geleia real foi

utilizada na sua forma in natura (concentragio a 100%, 18 g).

Andlise Fitoquimica do gel de Prépolis e da Geleia real por Cromatografia em Camada

Delgada (CCD)
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Foi realizada a andlise por CCD usando como adsorvente cromatoplacas de vidro com
gel de silica 60 Fuvass (0,25 mm, Macherey—Nagel®). Os solventes utilizados como fase méovel
foram escolhidos de acordo com os metabdlitos secundarios de interesse. Diversos testes foram
feitos com composicdes e propor¢des diferentes de solventes, e ao final, foi selecionado o
sistema solvente constituido de tolueno: acetato de etila (CDD) e acido férmico (5:5:0,5, v/v/v)
(co-CDD) para analisar o gel de tintura de prépolis a 10% e o sistema solvente 1-isopropanol:
acetato de etila: dgua destilada: dcido férmico (4:0,5:0,5:0,5, v/v/v/v), para a andlise da geleia
real in natura. Os padrdes para andlise comparativa foram escolhidos por meio da observacao

da coloracdo da banda cromatogréfica e do fator de retencdo (Rf).

Ap6s a eluicdo da fase movel, as placas foram reveladas utilizando dois tipos de
reveladores: vanilina sulftirica, como revelador universal e Reagente Natural A 0,5 %
(difenilboriloxietilamina), especifico para flavonoides, e observacdo sob luz ultravioleta a 365

nm.

De acordo com os resultados obtidos, o gel de carboximetilcelulose foi comparado com
os padrdes flavonoides de luteolina, quercetina e canferol (Sigma-Aldrich®). Para a geleia real

in natura, devido a presenca de acucares, foi utilizado como padrdo a sacarose.

Eutandsia

Nos dias 8, 10 e 14, 6 animais de cada grupo foram eutanasiados por sobre dose anestésica
(Grau de severidade: sem recuperacdo). Isoflurano foi vaporizado em oxigénio a 100% (fluxo
de O2 de 0,5L/min) em concentracdo igual ou superior a 5%, fornecido por via inalatéria
(camara, cone nasal ou méscara facial). Em seguida, antes de serem biopsiadas, a mucosa jugal
direita foi fotografada para andlise clinica. A mucosa direita foi fixada em solucdo de formalina
tamponada a 10% para estudo histopatoldgico e imuno-histoquimico. A mucosa jugal esquerda

foi condicionada em nitrogénio liquido e posteriormente no freezer — 80°C.

Avaliagdo clinica e histopatologica
As andlises clinico-histopatoldgicas foram realizadas seguindo os pardmetros propostos

por Lima et al. (2005) (Tabela 1).
Meétodo e Andlise Imuno-histoquimica

As reagdes imuno-histoquimicas foram realizadas em cortes histolégicos de 3um, em

laminas silanizadas e desparafinizados em xilol, reidratados em dlcool e imersos em solucdo de
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peréxido de hidrogénio a 0,3% em metanol para bloqueio da peroxidase end6gena. Em seguida,
os cortes foram submetidos a recuperacio antigénica e posterior incubagdo dos anticorpos
primarios anti-Phospho-Akt (Serd73) (1:200, por lhora), anti-Phospho-S6 Ribosomal Protein
(Ser240/244) (1:800, por 1hora) e anti-NF-kB (p65/sc-109) (1:400, overnight). Posteriormente,
a reacdo de amplificacdo foi realizada utilizando HiDef detection™ — HRP Polymer System
(Cell Marque; Rocklin CA, USA. As revelacdes das reacdes foram realizadas através de solucao
cromégena, contendo 0,03% de 3-31-diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation, USA) e
posteriormente contra-coradas com solucao de hematoxilina de Mayer. Todas as rea¢des foram
acompanhadas de controles positivos de acordo com as instrugdes do fabricante. Para o controle
negativo, os anticorpos primdrios foram substituidos por albumina sérica bovina (BSA) a 1%

diluida em tampao TRIS-HCL, pH 7.4.

Para a andlise da imunomarcacao, as laminas foram fotografadas (Pannoramic MIDI,
1.15 SPI, 3D HISTECH®, Budapest, Hungary) em 3 diferentes campos no epitélio da mucosa
oral, tendo como referéncia as bordas da ferida ou a regido onde existiu indicio de dano tecidual
prévio. E com o auxilio do programa de visualizacdo Image J (National Institute of Mental
Health, Bethesda, Maryland, USA), foi realizada andlise semiquantitativa por um unico
examinador em estudo cego meio do Score de Imunoreatividade (IRS) modificada
(REMMELE; STEGNER 1987) (Tabela 2) para o p-Akt*’* e 0 pS6 (marcacio citoplasmatica
positiva) e quantitativa, pelo cdlculo do indice de marcagdo LI (de labelling index) para o NF-
kB (marcacdo nuclear positiva) (SEVERO et al., 2018), sendo expresso segundo a formula: LI

(%) = (numero de cél. Imunopositivas)/(nimero total de cél. contadas) x 100.
Ensaios para Andlise do Estresse Oxidativo
Niveis de Malonaldeido (MDA )

O MDA ¢ um produto final da peroxidacdo lipidica das membranas. Nesta pesquisa, os
niveis de MDA das amostras analisadas foram quantificados por meio do ensaio descrito
anteriormente por Siddique et al. (2012) e Bradley et al. (1982). As amostras de mucosa jugal
foram suspensas em tampao Tris HC1 1: 5 (p / v) e cortadas em pequenos pedacos com tesoura
por 15 segundos em uma placa gelada. A suspensao resultante foi homogeneizada por 2 minutos
com um homogeneizador automatico de Potter e centrifugada a 2500 x ga 4 © C por 10 minutos.
Os sobrenadantes foram testados para determinar o conteido de MDA. A absorvancia de cada
amostra foi medida em 586 nm. Os resultados foram expressos em nanomoles de MDA por

grama de tecido.
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Ensaio da Glutationa Reduzida (GSH)

O GSH possui acdo antioxidante, por agir na desativacdo de radicais livres. Para
mensurar os niveis de GSH na MO, utilizou-se como base a metodologia descrita por Costa et
al. (2006). Resumidamente, as amostras de mucosa jugal (n = 18 / grupo) foram
homogeneizadas em 0,25 mL de solu¢do de EDTA a 5%, depois foram adicionados a 320 uL.
de agua destilada e 80 pL de dacido tricloroacético a 50% (TCA). As amostras foram
centrifugadas a 3000 x g por 15 min a 4 ° C. O sobrenadante (400 uL) foi combinado com 800
ul de Tris 0,4 M de tampao (pH 8,9) e 20 uLL de 0,01 M ditiobis-2-nitrobenzoico. A absorvancia

foi medida a 420 nm e os resultados foram relatados como unidade GSH / mg de tecido.
Concentragdo da Superoxido Dismutase (SOD)

Enzima superdxido dismutase (SOD) atua catalisando a dismutacdo do superéxido em
oxigénio e em peroxido de hidrogénio. A SOD exerce uma importante acdo antioxidante nas
células expostas ao oxigénio. A estimativa da SOD foi realizada pelo método de Beauchamp e
Fridovich (1971). Foi praparado o homogenato da amostra (100mg de tecido da mucosa jugal
em ImL de tampao fosfato 0,4M, pH 7,0). Posteriormente, o preparado foi centrifugado a
10.000 rpm por 15 minutos, a 4°C, sendo o sobrenadante utilizado o ensaio (30 ul). O
homogenato foi dividido nos 4 grupos de anélise, o Teste (T): adicdao de 0,25 mL de metionina,
0,03 mL de riboflavina, 0,01 mL de NBT, 0,01 mL. O Controle (C): adi¢do de 0,25 mL de
metionina, 0,03 mL de riboflavina, 0,01 mL de tampao fosfato (pH 7,8), 0,01 mL. Padrao (S):
adicao de 0,25 mL de metionina, 0,03 mL de riboflavina, 0,01 mL de NBT, 0,01 mL de tampao
fosfato. Em Branco (B): adi¢do de 0,25 mL de metionina, 0,03 mL de riboflavina, 0,02 mL de
tampado fosfato (pH 7,8). O local rotulado como Teste, Padrdo e Controle foi exposto a
iluminacdo por 10 minutos em uma camara de iluminacdo forrada com papel aluminio e
equipada com uma lampada fluorescente de 15W. Imediatamente apds a iluminagdo, a
densidade 6ptica de todas as reacdes foi lida a 560 nm. As unidades de enzima presentes nas
amostras foram calculadas utilizando a férmula: Atividade da SODx100/Total de proteinas

(ml/100uL).
Andlise Estatistica

Os dados clinicos, histopatolégicos, imuno-histoquimicos do p-Akt*’? e o pS6 e do
estresse oxidativo foram avaliados usando a andlise de variancia unidirecional (ANOVA)

seguido pelo teste de multiplas comparagdes de Tukey. Para a andlise do fator de transcri¢ao



77

NF-kB, o teste de Mann-Whitney foi realizado. O software utilizado foi o GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia) e o nivel de significancia considerado foi de

5% (p <0,05).

RESULTADOS
Andlise Fitoquimica do gel de Propolis e Geleia Real

A CCD do P, apds a revelacdo com vanilina sulftrica detectou, principalmente, a
presenca de compostos com a estrutura de terpenos (bandas cromatograficas de cor vermelho-
marrom, amarelo-marrom ou verde escura, azul, azul-violeta e amarelada), saponinas (bandas
cromatogréficas de cor azul, azul-violeta e, algumas vezes, vermelho ou amarelo-marrom) e

Oleos essenciais (bandas cromatogréficas de cor azul, marrom ou vermelha. (Figura 1A).

Nas co-CCDs do P ap6s eluicdo e revelagdo com o Reagente Natural A 0,2% (revelador
especifico para detec¢do de flavonoides) seguido da observacdo sob luz UV 365 nm, verificou-
se a presenca de zonas fluorescentes de intensidade amarela e verde indicativo da presencga de
flavonoides do tipo agliconas, como a quercetina (coloracdo amarelo-alaranjado fluorescente e
Rf 0,41), luteolina (coloracdo amarelo fluorescente e Rf 0,40) e canferol (colora¢do verde
fluorescente e Rf 0,58), tendo como referéncia as caracteristicas de coloracdo e o Rf

apresentados (Figuras 1B e 1C).

A CDD da GR evidenciou uma alta quantidade de sacarose (Rf 0,34). A banda
cromatogréfica possivel de ser visualizada pela fase mével utilizada apresentou-se de coloragcao
marrom-escura (Rf 0,42), sugerindo a presenca de agucares, o que impediu de visualizar outras

bandas (Figura 1D).

Propolis e geleia real promoveram melhora clinica, aumento da reepiteliarizacdo e redugdo

da inflamagdo da MO

No dia 5 todos os animais desenvolveram MO. A Figura 2A mostra os aspectos clinicos da
MO em todos os grupos durante o periodo experimental (8, 10 e 14 dias). De forma geral, no
dia 8, trés dias apds o inicio do tratamento, os animais dos grupos tratados exibiram escores

clinicos menores, quando comparado com o grupo controle (p<0,05) (Figura 2A).
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Com relacdo aos aspectos histopatolégicos, pdde-se observar que nos dias 8 e 10 os grupos
FBM, P e GR revelaram cicatrizagdo acelerada da MO, quando comparados ao grupo controle,
sendo a diferenca entre os escores estatisticamente significativa (p<0,05) (Figura 2B). Tais
grupos apresentaram predominio de reepitelizacdo, hiperemia leve ou ausente, infiltrado
inflamatério cronico leve ou ausente, auséncia de ulceragdo e abscessos (escores 0 ou 1), nos
referidos dias, com destaque para a quantidade aumentada de novos fibroblastos em meio a
matriz extracelular em formagao e o aparecimento de células musculares esqueléticas imaturas

(Figura 2B).

Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas no dia 14 entre os grupos

estudados (p> 0,05).

Propolis e geleia real estimularam uma maior ativagdo da Via de sinalizacdo PI3K/mTOR/AKT

e do Fator de Transcrigcdo nuclear NF-kB na MO

Nos dias 8 e 10, os grupos FBM, P e GR exibiram aumento na imunoexpressao das
proteinaspS6 (excetuando-se no dia 10) e pAKT (Teste de Tukey; p<0,05) e do fator de
transcricdo NF-kB (Mann Whitney test; p<0,05), quando comparados ao grupo controle. No
entanto, no dia 14, ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre as proteinas

analisadas, quando comparados os grupos estudados (Teste de Tukey; p>0,05) (Figura 3).

Ja quando comparados os grupos tratamentos entre si, observou-se que para estas proteinas,

independente do tempo analisado, ndo foi observada diferenca estatistica significativa (Teste

de Tukey; p>0,05) (Figura 3).

O tratamento a base de propolis atuou reduzindo o dano tecidual na MO devido ao aumento

dos niveis de antioxidante tecidual

Foi verificado que apenas no dia 14, o grupo P produziu maiores niveis de GSH quando

comparado ao grupo controle (Tukey test; p<0,05).

Em relacdo aos niveis de SOD e MDA produzidos, ndo foi verificado diferenca estatistica
quando comparado o grupo controle aos grupos FBM, P e GR nos tempos analisados (Tukey

test; p>0,05).

DISCUSSAO
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A MO € um efeito colateral comum e clinicamente significativo que afeta pacientes
submetidos a tratamentos antineopldsicos (KUO et al., 2018; PEREIRA et al., 2019). Com
frequéncia, tais tratamentos causam danos severos a mucosa oral, desenvolvendo lesdes
ulcerativas de grande desconforto e dor intensa aos pacientes. Caso a MO ndo seja prevenida e
tratada adequadamente, os desconfortos gerados podem limitar a capacidade dos pacientes em
tolerar o tratamento (MARIA et al., 2017; SCHMIDT et al., 2019; PEREIRA et al., 2019;
THIEME et al., 2019; VILLA; SONIS, 2020).

Neste contexto, a presente pesquisa demonstrou uma importante contribuicdo para o
tratamento da MO por meio do uso de compostos naturais provenientes da abelha, uma vez que,

nem sempre os pacientes portadores desta lesdo tem acesso a terapia fotomoduladora (FBM).

A P é composta principalmente por compostos fendlicos (flavonoides, dcidos aromaticos,
benzopiranos), diterpenos, triterpenos e Oleos essenciais (espatulenol, farnesol, benzoato de
benzila e acetofenonas preniladas) (WAGNER et al., 1984; SILVA et al., 2016). Destacando-
se a atuacdo dos flavonoides, que apresentam na sua constituicdo importantes principios

bioativos direcionados ao propolis (SILVA et al., 2016).

Em seu estudo, Wagner et al. (1984) observaram por cromatografia em camada delgada
(CCD), que o uso do revelador Reagente Natural A 0,2%, seguido da observagdo sob luz UV
365 nm, revela zonas fluorescentes de intensidade amarela, laranja e verde indicativas da
presenca dos flavonoides. Resultado esse, semelhante aos encontrados na P utilizada na
presente pesquisa, na qual observamos a presenca de agliconas, que sdo flavonoides ndo ligados
a moléculas de agucar, como a quercetina (banda amarelo-alaranjado fluorescente), a luteolina
(coloracao amarelo fluorescente) e o camferol (coloracdo verde fluorescente) (BRUDZYNSKI;

SJAARDA, 2015; KUO et al., 2018).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma
mistura. Essa técnica se destaca devido a sua facilidade em efetuar a separacdo, identificacdo e
quantificagdo das espécies quimicas (WAGNER et al., 1984; KUO et al.,2018). Portanto, na
presente pesquisa, a identificacdo dos constituintes da P, nos possibilitou o melhor

entendimento das suas propriedades bioldgicas.

Assim como a P, a GR apresenta extraordindria propriedade bioldgica, como alta
atividade cicatrizante, atividade antibacteriana, antiinflamatéria, vasodilatadora, acao
desinfetante, atividade antioxidante, dentre outras (BRUDZYNSKI; SJAARDA, 2015;
YUKSEL; AKYOL, 2016; ISIDOROV et al., 2018).
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A GR in natura é composta quimicamente por proteinas, actcares, lipideos, vitaminas
e aminodcidos livres (ABDELNUR et al., 2011). Além disso, GR é composta por um nimero
significativo de compostos bioativos, incluindo o &dcido 10-hidroxi-2-decendico (HAD)
(propriedades imunomoduladoras), dcidos graxos, 6xido N1 de adenosina monofosfato (AMP),
adenosina, acetilcolina, polifenois e flavonoides, que sdo compostos responsiveis por suas
atividades bioativas (BRUDZYNSKI; STAARDA, 2015; CHEN et al., 2017; PASUPULETI et
al., 2017).

Segundo Brudzynski e Sjaarda. (2015), Chen et al. (2017), Pasupuleti et al. (2017) e
Kunugi e Ali. (2019), a GR apresenta alta quantidade de acucares, principalmente, glicose,
sacarose e frutose. Os aclcares conferem a geleia real uma importante fonte nutricional,
enquanto os outros constituintes conferem-lhe func¢des farmacoldgicas, como a acdo
cicatrizante, antiinflamatoria, atividade microbiana, atividade antioxidante, dentre outras
(Brudzynski; Sjaarda, 2015; Chen et al., 2017; Pasupuleti et al., 2017; Kunugi, Ali, 2019).
Semelhante ao resultado encontrado na presente pesquisa, a qual se evidenciou que a banda
cromatogréfica possivel de ser visualizada pela fase movel utilizada apresentou-se de coloragdo
escura, sugerindo a presenga de agucares, o que impediu de visualizar outras bandas que poderia

sugerir mais compostos.

Diante do resultado da CCD da GR, sugerimos que as agdes cicatrizantes, anti-
inflamatorias e de reducdo do estresse oxidativo presentes nessa pesquisa, advém destes outros
compostos, como por proteinas, lipideos, vitaminas e aminodcidos livres (ABDELNUR et al.,
2011; CHEN et al., 2017; KUNUGI; ALI, 2019), além de metabolitos como acido benzoico,
acido 4-sulfobenzodico, se-0xido de selenometionina e se-6xido de Se-(propil)-selenocisteina,
que ndo conseguimos detectar pela técnica CCD utilizada (CHEN et al., 2017; KUNUGTI; ALI,
2019).

A P ébastante utilizada no tratamento de feridas devido a sua facilidade de utilizacao, baixo
custo e por suas excelentes propriedades biolégicas, como a sua elevada atividade cicatrizante,
antiinflamatoéria, antioxidante, imunomodulatéria e antimicrobiana (BRUDZYNSKI;
SJAARDA, 2015; NORONHA et al., 2017; KUO et al., 2018; PRZYBYLEK; KARPINSKI,
2019).

A quercetina, a luteolina, e o camferol sdao flavonoides encontrados na constituicdo do
propolis utilizado de forma terapéutica na presente pesquisa. Estes flavonoides, em sua maioria,

estdo relacionados as excelentes propriedades bioldgicas do prépolis (BRUDZYNSKI;
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SJAARDA, 2015; KUO et al. 2018). Borreli et al. (2002) observaram que os flavonoides
apresentam atividades inibitdrias sobre as cicloxigenases (COXs), em especial a COX-1 e
COX-2, lipoxigenases, da producdo do dcido aracdonico das membranas celulares e atua de
inibindo a sintese das prostaglandinas. Adicionalmente, os mesmos atuam estimulando o
sistema imunoldgico por meio do aumento da atividade fagocitaria, estimulando a imunidade
celular (BRUDZYNSKI; SJAARDA, 2015; NORONHA et al. 2017; KUO et al. 2018;
PRZYBYLEK; KARPINSKI, 2019).

As propriedades fitoquimicas detectadas na presente pesquisa constaram nos ensaios
histoquimicos e imuno-histoquimicos que a P e GR exibem ac¢do antiinflamatodria e cicatrizante
na MO, visto que, no dia 8, trés dias apds o inicio do tratamento, os animais dos grupos FBM,
P e GR exibiram escores clinicos e histopatolégicos menores, quando comparado com o grupo
controle. De forma semelhante aos nossos resultados, Curra et al. (2015), Vitale et al. (2017),
Thieme et al. (2019) (FBM), Damyanliev et al. (1982) (prépolis a 10%), Noronha et al. (2017)
(Gel de prépolis mucoadesivo a 10%), Suemaru et al. (2008) (geleia real) e Watanabe et al.
(2013) (geleia real), também obtiveram reduc¢do significativa do tamanho das lesdes, auséncia
ou reducdo de ulceras e inflamagdo local apds o uso dessas terapias. Logo, consideramos que a
utilizacdo do prépolis a 10% e o uso da geleia real in natura, foram tao eficientes quando
comparados ao tratamento com FBM, acelerando a cicatrizacio e reduzindo a inflamacdo em

casos de MO quimioinduzida.

A via PIK3-mTOR ¢é uma das vias de sinalizacao intracelular frequentemente ativada de
forma aberrante no cancer (LIA et al., 2020; CAI et al., 2020) e em vdarios processos
fisiolégicos, como na cicatrizacdo de feridas (CASTILHO et al., 2013; JYN et al., 2013;
TOMIOKA et al., 2014; PELLICIOLI et al., 2014). A ativagcdo de PIK3-mTOR regula a sintese
de vérias proteinas necessdrias a progressdo do ciclo celular, crescimento e sobrevivéncia
celular, uma vez que aumenta a proliferacdo de células epiteliais e a migracao, acelerando assim
a cicatrizacdo de feridas (SQUARIZE et al., 2010; CASTILHO et al., 2013; JYN et al., 2013;
PELLICIOLI et al., 2014; TOMIOKA et al., 2014).

Em nosso estudo, verificamos por meio de estudo imuno-histoquimico, que os animais
tratados com FBM, P e GR exibiram aumento na imunoexpressao das proteinas pS6 (dias 8) e
pAKT (dias 8 e 10), no periodo critico do reparo tecidual e fechamento da ferida, quando
comparados ao grupo controle. Squarize et al. (2010), Castilho et al. (2013) e Pellicioli et al.
(2014), por meio de estudos experimental em ratos, verificaram que a ativagdo da proteina

mTOR, aumenta drasticamente a proliferacdao de células epiteliais, a migracao e a cicatriza¢ao
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de feridas cutanea. Diante dos nossos achados, sugerimos que a melhora clinica e microscopica
acelerada nos casos de MO nos grupos FBM, P e GR aconteceu mediante ativagdo da via PIK3-

mTOR nos dias iniciais da cicatrizagao tecidual.

Durante o desenvolvimento da MO o dano tecidual acontece mediado pelo aumento do
estresse oxidativo tecidual, por meio da produ¢do de EROS e ativagdo da resposta imune inata,
que leva a danos na membranas celulares, estimulo de macréfagos eativacdo do fator nuclear
kappa B (NF-xB) (SONIS, 2009; SONIS, 2013; VILLA; SONIS, 2015; SONIS et al., 2017;
VILLA; SONIS, 2020).

O NF-kB € um fator de transcric@o envolvido no controle da expressao de diversos genes
associados a resposta inflamatéria que participam na ativacao células do sistema imune inato e
adaptativo por meio da ativacdo de macrofagos e células T auxiliares e citotoxicas. Mediante
ativacdo, o NF-kB, estimula a liberagdo de citocinas pro- inflamatdrias, como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL)-6, Iterleucina (IL)-1P e ciclooxigenase-2 (COX-2) sao
mediadas pela ativagdo do NF-kB (VILLA; SONIS, 2015; SONIS et al., 2017; VILLA; SONIS,
2020). O NF-«B atua também na regulagdo e estimulo na proliferagcdo, apoptose, morfogénese
e diferenciacao celular (SONIS et al., 2017).

O uso terapéutico da FBM (CURRA et al. 2015; SCHMIDT et al., 2019; PEREIRA et
al., 2019; THIEME et al., 2019), P (NORONHA et al. 2017; BRUDZYNSKI; SJAARDA,
2015; KUO et al. 2018; PRZYBYLEK; KARPINSKI, 2019) ¢ GR (SEUMARU et al., 2008;
BRUDZYNSKI et al., 2015; PASUPULETT et al., 2017) tem sido amplamente utilizado para
reduzir condi¢des inflamatérias. Tendo como principais efeitos, acelerar a cicatrizagdo de
feridas através da reducdo precoce do processo inflamatério instalado, além de exercer efeitos
biomodulatérios (CURRA et al., 2015; PASUPULETI et al., 2017, THIEME et al., 2019;
SEUMARU et al., 2008; PRZYBYLEK; KARPINSKI, 2019). Tais efeitos biomodulatérios
estdo relacionados com a prevencdo da morte e restauracdo do metabolismo celular
(SEUMARU et al. 2008; PASUPULETI et al. 2017; PEREIRA et al., 2019; PRZYBYLEK;
KARPINSKI, 2019).

Curra et al. (2015) observaram em seu estudo que os animais tratados com FBM
apresentam melhores caracteristicas clinica da MO (dia 10) e com maiores niveis de ativagdo
do NF-kB (dias 10 e 15) durante o desenvolvimento e a cura da MO, quando comparado aos
animais do grupo controle. Os autores sugerem que o uso preventivo e / ou terapéutico FBM
reduzem a gravidade da MO por meio da ativacdo da via NF-kB. No presente estudo foi

observado uma ativacdo precoce do NF-kB (dia 08), nos grupos FBM, P e GR quando
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comparados ao do grupo controle. Nesse contexto, assim como Curra et al. (2015), sugerimos
que tamanhos beneficios clinicos e biomodulatérios dos agentes terapéuticos aqui testados
provavelmente estao associados a modulagdo positiva do NF-kB.

Adicionalmente € bastante relatado na literatura a capacidade que a P possui de reduzir
o potencial redox nos tecidos. Esta acdo antioxidante, estd relacionada com a atuacdo dos
flavonoides. Os flavonoides atuam como sequestradores de radicais livres, que sdo produzidos
nos tecidos e podem causar danos extensos a macromolécula, inclusive ao DNA, sendo também
capazes de catalisar os produtos finais da peroxidagdo lipidica provenientes do dano a

membrana plasmatica celular (RIGHI et al., 2011; SILVA et al., 2016; KUO et al., 2018).

Em seu estudo, Thieme et al. (2019) observaram que no dia 8, o grupo tratado com FBM
estimulou a producdo de maiores niveis de GSH, quando comparado ao grupo controle.
Diferente dos resultados da presente pesquisa, pois apenas os animais do grupo propolis
exibiram aumento do GSH tardiamente, apenas observada diferenca no dia 14. Porém, tal
constatacdo ndo influenciou negativamente no reparo tecidual, porque mesmo tardiamente, o
GSH atuou desativando as espécies reativas de oxigénio da ferida, favorecendo o processo de
reparo (PASUPULETI et al., 2017). A presenca dos flavonoides justifica a redu¢do do estresse
oxidativo tecidual no grupo prépolis (PASUPULETI et al., 2017).

A presente pesquisa € pioneira no estudo da via PI3K-Akt-mTOR no processo de
cicatrizagdo de MO quimioinduzidas e tratadas com P e GR. Em conclusdo, consideramos o
tratamento a base da P e GR propostas terapéuticas promissoras no tratamento da MO. Pois, foi
observado que tais produtos exibiram excelentes propriedades bioldgicas, com elevada
atividade cicatrizante e antiinflamatdria, por meio da ativagdo precoce do fator de transcricao
NF-kB e da via de proliferagdo celular que via PIK3-mTOR. Mesmo de forma tardia, a P atuou

reduzindo o estresse oxidativo, porém sem perdas no reparo tecidual.
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Tabela 1. Métodos de avaliacdo clinica e histopatoldgica

Escores

Avaliacao Clinica

Avaliacdo Histopatoldgica

¢ Mucosa oral normal

* Hiperemia e eritema ausentes ou
discretos

* Hemorragia, tlceras e abscessos ausentes

« Tecido epitelial e conjuntivo normais

» Auséncia de vasodilatacao

» Auséncia ou discreto infiltrado inflamatério,
» Auséncia ou discreto abcesso (presenca de neutr6filos)

Auséncia de sangramento e de ulceragdo

* Hiperemia e eritema moderados
* Hemorragia, dlceras e abscessos ausentes

 Presenca de tecido cicatricial

« Areas de reepiteliarizagio

* Discreta vascularizagio

* Discreto infiltrado inflamatério (com predominio de
células mononuclear)

» Auséncia de sangramento, de abcesso e ulceracio

* Hiperemia e eritema acentuados

* Moderada vascularizagao,

« Presenca de hemorragia e dtlceras e« Areas epiteliais com degeneragdo hidrépica
pequenas * Infiltrado inflamatério (com predominio de neutréfilos)
* Presenca de tecido cicatricial * Areas de extravasamento hemorragico e edema
* Auséncia de abscessos * Ocasional ulceracio e auséncia de abcesso
* Hiperemia e eritema acentuados » Severa vasculariza¢do com vasodilatacio
* Presenca de hemorragia, de ulceras e Infiltrado inflamatério (com predominancia de
extensas e abscessos neutréfilos)

+ Areas de extravasamento hemorragico e edema

* Presenca de extensas ulceras e abscessos
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Tabela 2. Classificacao imuno-histoquimica pelo escore de imunoreatividade (IRS)

Percentual de células positivas (PP) Intensidade de marcacao (SI) IRS=PPxSI

0= auséncia de células positivas 0= auséncia de marcagao 0-1= negativo

1=menos que 20% de células positivas 1=fraca marcagdo 2-3= baixa positividade
2=de 21 a 50% de células positivas 2=moderada marcacio 4-8= moderada positividade
3=51 a 80% de células positivas 3=intensa marcagdo 9-12=forte positividade
4=maior que 80% de células positivas

Legendas das figuras

Figura 1. Anidlise fitoquimica da Prépolis (P) e da Geleia Real (GR). (A) CCD do P apds
revelagdo com vanilina sulfirica, evidenciando bandas de coloracdes variadas indicativas da
presenca de terpenos, saponinas e 6leos essenciais. (B) e (C) Co-CCDs da tintura do P apds
eluicdo e revelacdo com o Reagente Natural A 0,2% e visualizacdo visivel e por UV 365 nm,
respectivamente. A coloracdo amarela das bandas indica a presencga de flavonoides nos padrdes
de Quercetina, Luteolina e Canferol. (D) CCD da geleia real in natura e da Sacarose. Bandas

de coloracao marrom-escura (Rf 0,42) sugere a presenca de agucares.

Figura 2.Andlise clinica e histopatoldgica da Mucosite oral quimioinduzida em ratos Wistar.
(A) Progressao clinica da mucosite oral evidenciando melhora na resposta clinica nos dias 8 e
10, nos grupos FBM, Geleia real e propolis. No grafico em barras observa-se que, nos dias de
avaliagao D8, D10 e D14, os demais grupos obtiveram melhores respostas clinicas quando
comparado ao grupo controle (Teste de Tukey; p<0,05) (B) Fotomicrografias de grupos
experimentais no dia 8. O grupo controle exibiu ulceragao e infiltrado inflamatério neutrofilico.
Nos grupos FBM, Geleia real e propolis as lesdes apresentaram melhor cicatrizacdo tecidual,
com reepitelizacdo total e infiltrado inflamatério cronico leve/moderado (H/E, ampliagdo
original, x100 e x400). No grafico de barras observou-se que no dia 8, os grupos FBM, geleia
real e prépolis mostraram melhores resultados de aceleragdo na cicatrizacdo da MO quando

comparado ao grupo controle (Teste de Tukey; p<0,05).
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Figura 3. Andlise da imunoexpressdo das proteinas pS6 e pAKT e do fator de transcri¢dao
nuclear NF-kB. (A) Observou-se que no dia 08 a imunomarcagdo das proteinas pS6, pAKT e
que a expressdo do NF-kB estiveram mais elevados nos grupos fotobiomodulagao, geleia real
e propolis quando comparados ao grupo controle (Teste de Tukey; p<0,05) (Scale bar de 300um
e 100um, respectivamente). (B) Grafico de barras evidenciando aumento da imunoexpressao
das proteinas pS6 e pAKT no dia 8 e do NF-kB nos dias 8 e 10, nos grupos fotobiomodulacao,

geleia real e prépolis quando comparados ao o grupo controle (Teste de Tukey; p<0,05).

Figura 4. Anélise do estresse oxidativo em casos de Mucosite oral quimioinduzida em ratos
Wistar. (A) No dia 14, o grupo prépolis produziu maiores niveis de GSH quando comparado
ao grupo controle (Teste de Tukey; p<0,05). (B) e (C) Nao foi observada diferenca estatistica
significativa entre os niveis de SOD e MDA produzidos quando comparado o grupo controle
aos grupos grupos fotobiomodulagdo, geleia real e prépolis nos tempos analisados (Teste de

Tukey; p>0,05).
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5 CONSIDERA COES FINAIS

o A andlise fitoquimica da prépolis (P) e da geleia real (GR) realizada no presente estudo,
nos possibilitou elucidar alguns constituintes moleculares presentes nestes compostos, fato

esse, importante para entender melhor 0 mecanismos de acdo desses fitofarmacos;

o A P e a GR foram tao eficientes quanto a terapia fotobiomoduladora (FBM) com laser
de baixa intensidade (LBI) na cura da Mucosite Oral (MO) quimioinduzida por 5-fluorouracil
(5-FU), verificados por meio da agdo cicatrizante (menores escores clinicos) e antiinflamatéria

(menores escores histopatoldgicos);

o Identificamos que a via de sinalizacdo PI3K/mTOR/AKT sofreu influéncia das terapias
utilizadas no presente estudo, evidenciado por meio da imunoexpressdo aumentada das

proteinas pS6 e pAKT, em casos de MO quimioinduzida por 5-FU;

o O aumento na expressao dofator de transcri¢cao nuclear NF-kB nos grupos de tratamento
utilizados no presente estudo evidencia que essa é uma das vias que pode estar envolvida na

aceleragdo do reparo da MO quimioinduzida por 5-FU;

o) Foi observado que, mesmo de forma tardia, a P atuou reduzindo o estresse oxidativo em
MO quimioinduzida por 5-FU, por meio do aumento dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

tecidual;

o) Ap6s uma revisdo sistematica da literatura, pode-se observar excelentes resultados no
uso de fitoterdpicos em estudos experimentais in vivo no tratamento da MO quimioinduzida por
5-FU, com efeitos promissores na cicatrizacao tecidual, acdo aniinflamatdria, antimicrobiana,

antioxidante e na mediacao do sistema imune.
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