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RESUMO

A medicina regenerativa emergiu do impulso biotecnolégico com uso da célula-tronco
(CT), caracterizada por indiferenciagao, autorrenovacao e capacidade de gerar varios
tipos celulares. A célula-tronco mesenquimal (CTM) pode ser isolada de varias fontes
biologicas, sendo o tecido adiposo uma promissora fonte. Sdo candidatas para
aplicacao em terapia celular por varios motivos e capazes de se diferenciar e produzir
muitos tipos celulares para reparacao do tecido danificado, no entanto, sdo dose
dependentes necessitando de expansao pelo método de cultura celular. A
aplicabilidade do diodo emissor de luz — LED — (Light Emitting Diode) como agente
bioestimulador tem sido proposta. O objetivo deste estudo foi avaliar a agdo da luz
continua e pulsatil, 630 nm, comparando esta agao sobre células obtidas pelos
métodos de dissociagdo mecanica (DM) e enzimatica (DE). Foram retirados blocos de
tecido adiposo (TA) de ratos da linhagem Wistar com idade média de 3 meses. A
concentracdo de células linfomononucleares (LMN) obtidas/grama de TA foi de 1 x 10°
advinda de DM e 3,34 x 10° de DE. O perfil fenotipico utilizando
CD90/CD44/CD71/CD31/CD11b/CD45 evidenciou que a DE remove um percentual
significativo de antigenos das superficies das CTMs. Quanto a curva de confluéncia a
80% entre as passagens, mostrou que as CTMs obtidas por DM sofrem melhor agao do
LED, proliferando mais rapidamente. Foram determinadas citocinas TNF, IFN-y, IL-4 e
IL-10. A maioria das amostras que apresentam secreg¢ao de citocinas foram obtidas
pelo método de DM. Amostras controle, n&do irradiadas, também apresentaram
secrecao de citocinas, mostrando a acdo dos aditivos do meio de cultura como
bioestimulador dos efeitos paracrinos. Os testes de micronucleo e cometa para analise
de mutagenicidade e genotoxicidade, respectivamente, evidenciam que a luz pulsatil de
1J/cm? determina o aparecimento de microntcleos, enquanto que o dano de DNA

determinado pelo cometa é reparado pela agéo do LED.

Palavras-chaves: célula-tronco mesenquimal, cultura celular, bioestimulagao, LED,

terapia celular.



ABSTRACT

Regenerative medicine (RM) has emerged of different sciences boost, including biology
of the stem cell. The mesenchymal stem cells (MSCs) isolated from adipose tissue have
occupied more space in RM. They are characterized by differentiation, self-renewal and
the ability to generate at least three different cell lines, being involved in the repair of
damaged tissue, however they are dose-dependent requiring expansion by cell culture
method. The applicability of LED (Light Emitting Diode) as biostimulator agent has been
proposed. The aim of this study was to evaluate the effect of continuous and pulsed
light, 630 nm, comparing this action in cells obtained by the methods of mechanical
(MD) and enzymatic dissociation (ED). Adipose tissue were removed from rats of Wistar
lineage with an average age of 3 months. The concentration of lymphomononuclear
cells (LMN) obtained/gram of tissue was 1 x 10° from MD and 3.34 x 10° and from ED.
The phenotypic profile using markers as CD90 / CD44 / CD71 / CD31 / CD11b / CD45
showed that ED removes a significant percentage of the surface antigens of MSCs. The
curve of the confluence at 80% between passages showed that MSCs obtained by MD
was beneficiated by the action LED and proliferating faster. Cytokines TNF, IFN-y, IL-4
and IL-10 were determined by flow cytometry. Most of the samples showed cytokine
secretion was obtained by MD method. Control samples, not-irradiated, also showed
secretion of cytokines, showing the action of the additive of the culture medium as
biostimulator of paracrine effects. The micronucleus and comet assays to the
mutagenicity and genotoxicity analysis, respectively, show that pulsed light of 1 J/cm?
determine the appearance of micronuclei, while DNA damage determined by the comet

assay decreases by the LED action.

Keywords: mesenchymal stem cell, cell culture, bioestimulation, LED, cellular therapy
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1. INTRODUGCAO

O impulso biotecnoldgico com uso de células-tronco (CT) fez emergir nova
especialidade médica: a medicina regenerativa (MR), cujas técnicas envolvem a
possibilidade de substituicdo ou reparo de tecidos/érgédos doentes por outros
desenvolvidos in vitro. Dentre os impasses que permeiam o uso da CT em medicina
encontra-se o questionamento da genotoxicidade induzida pelo cultivo celular. Uma vez
que a quantidade de células obtidas nem sempre sdo suficientes para se obter
resposta terapéutica. Sabe-se que o sucesso da terapia celular com o uso de CT é
dose dependente (RICHARDSON et al., 2013; DALTRO et al., 2015).

O aperfeicoamento do processo de cultivo de CT que permita a obtencdo de
maior numero de células em menor tempo, garantindo a eficiéncia e a qualidade do
procedimento terapéutico faz-se necessario para beneficiar progressivamente maior
numero de pacientes, promovendo, desta forma, o tratamento adequado e eficiente de
patologias crénicas consequentes do aumento da longevidade populacional.

Frente a esta questdo, o presente projeto apresentou dois grandes desafios:
comprovar o efeito benéfico quantitativo da fotoestimulacido sobre as células-tronco
mesenquimais (CTMs) em cultura associado ao tempo de exposi¢ao, bem como,
comprovar seu efeito positivo proporcionado pelo aumento de secregao de citocinas e
fatores de crescimento sem alterar o perfil fenotipico, o potencial de diferenciacédo e a
integridade estrutural/ funcional do material genético das células.

Diante desta situagdo, as tecnologias envolvendo o LED e sua capacidade
comprovada de fotoestimulagdo, surgiram de forma oportuna para a exploragao e
discussdao do potencial proliferativo das CTMs cultivadas sob a influéncia deste

equipamento emissor de luz.

1.1 Células-tronco Mesenquimais

Células-tronco sao por definicdo células indiferenciadas. As principais
caracteristicas que as tornam muito interessantes sdo: a capacidade de
autorrenovagao, ou seja, sao capazes de se multiplicar, mantendo seu estado
indiferenciado, proporcionando reposicdo ativa e constante de sua populagdo nos
tecidos; e a capacidade de diferenciacdo em diversos tipos celulares, caracterizando

dois tipos de divisado celular: a simétrica e a assimétrica (LEMISCHKA, 2005).
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Segundo Vats et al. (2002), as CTs podem ser classificadas de acordo com seu
potencial como: totipotentes - podem dar origem a todas as células/tecidos de
formagéo do organismo (ex: ovo fertilizado ou zigoto); pluripotentes - originam a maior
parte das células/ tecidos do organismo (ex: CT embrionarias e células germinativas
embrionarias) e multipotentes - formam um numero reduzido de células/tecidos que sdo
restritos de uma camada germinativa (ex: estroma da medula 6ssea ou CTMs).

De acordo com Vogt (2004) as aplicagbes das CTs estendem-se a engenharia
biotecidual, que faz uso do rapido potencial de crescimento dessas células para
obtencdo de tecidos como o0ssos, pele e cartilagem. Estes tecidos sao cultivados e
entdo reimplantados em pacientes com lesdes, constituindo a base da denominada
terapia celular e medicina regenerativa.

As CTs somaticas ou adultas (CTAs) sao células indiferenciadas, raras e
encontram-se em tecidos responsaveis pela regeneragcao (GOMES; GRINFELD, 2008).
As CTAs incluem as células hematopoiéticas, mesenquimais, neurais, epiteliais, do
corddo umbilical, e inumeras outras (VATS et al., 2002). Dentre os tipos de CTAs
citadas, uma se destaca nos estudos pré-clinicos e clinicos: a célula-tronco
mesenquimal (CTM). Esta célula pode ser isolada de varias fontes bioldgicas, como o
cordao umbilical, medula 6ssea (MO), tecido adiposo, figado fetal (BARRY, MURPHY,
2004; KERN et al., 2006), periosteo, tecido muscular e érgaos parenquimatosos, cuja
localizagao é perivascular nos tecidos adultos e a quantidade é pequena (MAMBELLI et
al., 1999; MEIRELLES et al., 2008; ZUCCONI et al., 2009).

De acordo com Barry e Murphy (2004), Kern (2006) e Pittenger (1999), as CTMs
sao consideradas candidatas para aplicagao em terapia celular devido aos seguintes
critérios: a) facilidade de coleta; b) obtencao do proprio paciente; c) alta capacidade de
proliferagcdo celular in vitro permitindo a adequacdo do numero de células para
transplante; d) capacidade multipotente de diferenciacao celular; e) facil manipulagao; f)
potencial de mediacdo do processo imune; g) habilidade de integragdo no tecido
hospedeiro e interagdo com o tecido circunjacente; h) caracteristica prépria de
aderéncia as superficies plasticas adequadas para se multiplicarem, otimizando o
processo em cultura. Além disso, deve-se considerar a facilidade de isolamento destas
células e a potencialidade de emprego em transplantes alogénicos (BOBIS; JAROCHA;
MAJKA, 2006).
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Pesquisas relacionadas com as células atualmente designadas como CTMs
datam dos anos 60 e 70, quando o Dr. Alexander J. Friedenstein e colaboradores
iniciaram pesquisas com células fibroblasticas da medula éssea de roedores e coelhos.

A cultura de CTMs em condigdes adequadas de cultivo exibem morfologia
fibroblastéide, adesdo em substrato plastico, autorrenovacao e diferenciacdo em tipos
celulares distintos. Sao células multipotentes capazes de se diferenciar e produzir
qualquer tipo celular necessario num processo de reparagao. (MENDELOW et al.,
1980; PITTENGER et al., 1999; NARDI, MEIRELLES, 2006). Elas nado apenas
regeneram tecidos de linhagem mesenquimal como osso (CHAMBERLAIN et al., 2004;
ARINZEH et al., 2003), cardiomiocitos (GRINNEMO et al., 2004), cartilagem articular e
articulagdo do joelho (BARRY, 2003), mas também se diferenciam em células
derivadas de outras camadas embrionarias, incluindo neurdnios (SUGAYA, 2003),
epitélios em pele, pulmao, figado, intestino, rim, e bago (CHAPEL et al., 2003; DENG et
al., 2003; ORTIZ et al., 2003). Tais caracteristicas de plasticidade sugerem que a CTM
seja responsavel pelo turnover e manutengdo dos tecidos do organismo (CAPLAN,
2009). Elas tornaram-se foco de muitas pesquisas por gerar perspectivas clinicas
promissoras a terapia celular (MONTEIRO et al., 2009).

As CTMs expressam um grande numero de moléculas bioativas como as
moléculas de adesao, as proteinas de matriz extracelular, os receptores para fatores de
crescimento e secretam citocinas por elas produzidas permitindo interacbes com
demais células (HUSS, 2000; BOBIS et al., 2006). Essas moléculas atuam modulando
a resposta inflamatoria, angiogénese e mitose das células envolvidas no processo de
reparacgao tecidual (WAN et al., 2008; CAPLAN, 2009).

Os marcadores de superficie estdo presentes, em conjunto, em todas as células
do organismo, caracterizando a singularidade bioloégica e a marca das células que os
contém (COVAS, 2006). Contudo, as CTMs apresentam poucos marcadores
imunofenotipicos especificos (ALHADLAQ; MAO, 2004; MEIRELLES et al.,, 2006),
sendo sua caracterizacdo baseada na identificacdo de um perfil de marcadores
especificos e nao especificos.

As CTMs humanas e de rato demonstram ser CD34, e alguns trabalhos relatam
variagbes na expressdo de CD34 em murinos (PEISTER et al., 2004). E geralmente
aceito que todas as CTMs sao desprovidas do marcador hematopoiético CD45 e do
endotelial CD31 (CHAMBERLAIN et al., 2007). A tabela 1 lista os marcadores de
superficie de CTM tipicos de cada espécie.
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Tabela 1 - Comparagao entre os Marcadores de superficie (CDs) expressos em CTMs
de Humanos e Ratos de acordo com estudos realizados recentemente

Tabela comparativa de Marcadores de Superficie (CDs) de CTMs
| 1

HUMANOS RATOS

I Expressar Néo Expressar I Expressar Nao Expressar I
I CD71 I CD11b I CD90 I CD11b I

CD73 CD14 CD44 CD31

CD90 CD18 CD71 CD45

CD105 CD31

CD44 CD34

Stro-1 CD40

CD106 CD45

CD166 CD80

CD29 CD86

Antigenos leucocitarios
(HLA-DR)

Fonte: Woodbury et al., 2000; Peister et al., 2004; Chamberlain et al., 2007;
Bydlowski et al., 2009; Polisetti et al., 2010

Existem diversos estudos referentes a manipulagao, cultivo e aplicacédo de CTMs
de rato, Alhadlaq et al. (2004) investigaram a possibilidade de criar céndilos articulares
na forma humana usando CTMs de MO de rato. Obtiveram resultados que reforcam a
possibilidade de substituir esses tecidos degenerados por CTMs adultas. Em outra
pesquisa realizada, foram isoladas CTMs de ratos a partir da MO, sindvia, periosteo,
gordura e musculo e comparadas as propriedades de rendimento, expansao e
multipotencialidade adipogénica, condrogénica e de calcificagado e determinada a fonte
de células adequada para cada caracteristica. (YOSHIMURA et al., 2007). Woodbury et
al. (2000) demonstraram o potencial de diferenciacdo de CTM da MO humana e de rato
adultos em neurbnios. Isso prova que se pode induzir tais células a superar o
compromisso mesenquimal e constituir um reservatério celular abundante e acessivel
para tratar varias doengas neuroldgicas.

A necessidade crescente do uso de CTs em MR resgata a importancia da
terapia celular como atividade inter e transdisciplinar. Sob este prisma, destaca-se a

contribuicao e grande importancia da biofoténica, que faz convergir atividades da fisica
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quéntica, da quimica e da biologia. O surgimento de diodos emissores de luz, os LEDs
(Light Emitting Diode), € considerado como a terceira revolugdo da Optica que trouxe a
luz o conhecimento de que moléculas e estruturas bioldgicas interagem com a luz
modificando seu comportamento causando microalteracbes que fazem a célula
redirecionar seu curso no ciclo vital. Este potencial tem sido utilizado em medicina,
odontologia e biologia no tratamento de doengas, no controle de infeccbes e como
bioestimulador e biofotoselecdo. Fez-se necessaria, portanto, uma revisdo sobre
diodos (BAGNATO, 2008, p. 11-12).

1.2 A Optica do LED e LASER: Definigdo e Caracterizagio

A O6ptica é um campo da fisica que lida ndo somente com a propagagéao da luz,
mas também com a producdo da luz e, principalmente, seus mecanismos de interacao
com a matéria. A grande aplicabilidade da éptica hoje em dia deve-se, bastante, a
existéncia do raio LASER (Light Amplified by Stimulated Emission Radiation).
Funcionando como fonte de luz de caracteristicas unicas, o LASER possui
propriedades especiais que o tornam um excelente instrumento de uso cientifico e
tecnolégico nas areas ligadas a saude (BAGNATO, 2001).

O LASER representa um dispositivo constituido por substancias de origem
sélida, liquida ou gasosa que produzem um feixe de luz, frequentemente conhecido
como “raio LASER”, quando excitadas por uma fonte de energia. E considerado um
instrumento de altissima precisdo geométrica, aumentando, assim, sua aplicabilidade
(BAGNATO, 2008). Tal dispositivo pode ser classificado em duas categorias: LASER
de alta poténcia ou cirurgico, com efeito térmico, apresentando propriedade de corte,
vaporizagao e hemostasia, e LASER de baixa poténcia ou terapéutico, com
propriedade analgésica, anti-inflamatéria e de bioestimulagdo (SILVA et al., 2007;
BARROS et al., 2008).

Os LEDs de poténcia sado diodos emissores de luz que funcionam
diferentemente da emissao de luz comum. Isso ocorre porque a emissao de luz do LED
€ oriunda de uma recombinacado de elétrons com defeitos (buracos) no momento da
passagem de corrente elétrica em um determinado material semicondutor. Os LEDs
apresentam grandes vantagens que os tornaram destaque para uso em outros campos
da ciéncia e tecnologia, sendo elas: longa duracgao, facilidade e conveniéncia de uso,

alta poténcia gerada e nao poluentes ao ambiente (sem mercurio), podem ser
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produzidos em tamanhos muito pequenos, permitindo seu uso em equipamentos e
dispositivos portateis, além de garantirem o avango tecnoldgico necessario para os
campos biomédicos (BAGNATO, 2008, p.13-14). A figura 1 mostra uma linha do tempo
sobre surgimento do LASER e LED dentro da ciéncia desde a antiguidade até os dias
atuais e as aplicabilidades dos mesmos em varias areas da ciéncia, tecnologia e

comunicagao, evidenciando a grande importancia dessa evolugao.

Figura 1 — Linha do tempo do surgimento e aplicabilidades do LASER e LED nas

ciéncias, tecnologia e comunicagao.

Tﬁe(.)dore Medicina
Pr?l;lg?rr:) s Stern & Odontologia
Egipcios Cura LASER $009Mnnaes N
“Exposigéo Y « Engenharia de Tecidos
Sollar \ + Diagnostico

3) R

© = o <t

g 3 g2 g % 2013

] = il Engenharia

« Eletrénica de equipamentos
« Automobilistica

Postulado de
Albert Einstein
“Fétons”. LED

Nick Holonyak « Transporte de dados

Comunicagoes

Fonte: MION, W. 2014

1.3 Interagdo Luz-tecido Bioldégico: Aplicabilidades Dentro das Areas

Bioldgicas e Médicas

Recentemente, a utilizacdo do LASER de baixa energia (LBE) vem sendo
pesquisada por inumeros autores como medida adjuvante na cicatrizagao de feridas de
partes moles. Tem sido sugerido que o LBE aumenta o metabolismo celular, estimula a
fosforilagao oxidativa e reduz a resposta inflamatéria local, alterando positivamente as
propriedades eletrofisiolégicas do tecido irradiado (CAPON et al, 2001; REDDY, 2003).
Estudos in vitro de culturas de queratindcitos revelaram que o LBE estimula a liberagao
de citocinas (IL-6 e IL-8) e fatores de crescimento e diferenciacdo (FGF — fibroblast
growth factor) envolvidos no processo de reparo cutaneo (PEREIRA et al., 2002;
MOORE et al., 2005).
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Segundo Genovese (2000), os efeitos bioldgicos que o LBE ou terapia a LASER
de baixo nivel (LLLT) provoca nos tecidos consistem em energia luminosa, que se
deposita sobre os mesmos e se transforma em energia vital, produzindo efeitos
primarios, secundarios e terapéuticos gerais (natureza analgésica, anti-inflamatéria e
cicatrizante). Na figura 2 pode-se observar uma representacdo desta agao da luz sobre
a célula nos comprimentos de onda que variam do vermelho (600 nm) ao infravermelho

(950 nm) e os respectivos efeitos gerados sobre elas.

Figura 2 - llustracdo da ac&o da luz de 600 a 950 nm sobre a célula e seus efeitos

subsequentes
hv, 600-950-nm,
Fotorreceptor
celular
Remodel'flmento de Diminuicdo da Dor neurogénica
feridas inflamacao Problemas
Repar? tissular Dor, edema neurolégicos
Prevencao de morte Injarias agudas Acupuntura
celular Doengas crénicas

Fonte: HAMBLIN, M. R; DEMIDOVA, T. N., 2006 - http://proceedings.spiedigitallibrary.org/
Terms of Use: http://spiedigitallibrary.org/ss/TermsOfUse.aspx

O uso do LED como recurso terapéutico ampliou-se na ultima década. Estudos
desenvolvidos pela NASA (National Aero Space Agency), nos Estados Unidos,
demonstraram fortes evidéncias de que a eficiéncia dos LEDs em processos de
fotoestimulacao celular e de proliferagao celular in vitro € semelhante a do LASER de
baixa intensidade (VINCK et al., 2003). Ambos LASER e LED sao utilizados para
diferentes tipos de aplicagdes no diagndstico e tratamento de doengas ou mesmo por
bioestimulagdo da regeneragao de tecidos. Mais recentemente, o LASER tem provado

ser uma excelente ferramenta terapéutica, possuindo capacidade biostimuladora, bem


http://br.mg5.mail.yahoo.com/neo/#_ENREF_47

27

como fazendo parte de terapias modernas, como a terapia fotodindmica (PDT) entre
outros (BAGNATO et al, 2006).

O principio da bioestimulacdo promovida pelo LASER terapéutico foi introduzido
ha mais de 20 anos, sendo aplicado, inicialmente, na dermatologia, no processo de
reparo de feridas cutaneas. Logo apds, sugeriu-se que a bioestimulagdo também
poderia ser Util para acelerar a cicatrizacdo de feridas de dentro da boca (CATAO,
2004; CAMELO, 2007). Dos efeitos bioestimulantes mediados pelo LASER de baixa
poténcia no reparo tecidual, destacam-se: indugcdo da atividade mitética das células
epiteliais e fibroblastos; estimulo a produgcéo de colageno por estas ultimas células;
inibicdo secretdria de alguns mediadores quimicos; modificagdo da densidade capilar e
estimulo a microcirculagédo local (SILVA et al., 2007; MALUF et al., 2006; CONLAN,
RAPLEY, COBB, 1996; WALSH, 1997). A figura 3 mostra efeitos secundarios
desencadeados pela acado inicial do LED sobre a CTM, efeitos esses de extrema

relevancia e necessidade para processos de cultura celular.

Figura 3 - Imagem representando os efeitos produzidos pela CTM pelo estimulo com
LED

Producao de fatores de crescimento
Proliferacao celular
Deposi¢cdao de MEC

Mobilidade e adesao celular
Inibicao da apoptose

Fonte: adaptado de University of Birmingham (2015) -
<http://www.birmingham.ac.uk/research/activity/dentistry/research/photobiomodulation/index.aspx>.



28

Evidéncias recentes sugerem que a irradiagcdo com laser de baixa energia
também poderia aumentar a proliferacdo de células-tronco em cultura, incluindo CTMs,
CTs cardiacas e da polpa dentaria (GIANNELLI et al, 2012). Estudos sugerem que a
aplicacdo de um unico tratamento com LED de 660 nm aumenta a atividade de fase
inicial do DNA e promove a proliferacdo celular de células de osteoblastos in vitro
(CANKAYA et al.,, 2011). Kim et al. (2009) relataram uma diferenciacdo muito mais
rapida em culturas de osteoblastos de fase inicial apés tratamento com LED. Também
observaram que o aumento da atividade da fosfatase alcalina influenciou na
diferenciacdo precoce de células progenitoras e estimulou a proliferacdo celular,
resultando numa alta contagem de células na fase inicial. Outro estudo importante que
traduz a acdo da luz do LASER foi desenvolvido por Barbosa et al. (2011). Neste
trabalho, foi avaliada a fungdo mitocondrial de figado remanescente (principio da
regeneragao) em ratos apdés hepatectomia a 70%, com uso do LASER em 660 nm.
Observou-se que o LASER revelou efeito positivo: ndo induziu lesdo ao figado
remanescente, além de parecer retardar a sobrecarga hepatocelular do mesmo.

Como se trata de uma pesquisa inovadora, as informacdes adicionais na
literatura especializada surgem a cada dia. Diante disto destacam-se algumas
pesquisas recentes. Ong et al. (2013), na Biomaterials, intitulado The activation of
directional stem cell motility by green light-emitting diode irradiation, conclui que as
células-tronco mesenquimais sao sensiveis ao LED verde que induz a migragao celular
direcionada. No presente projeto, propds-se o uso do LED vermelho (630 nm). Barboza
et al. (2014) publicaram o artigo Low-level laser irradiation induces in vitro proliferation
of mesenchymal stem cells concluindo que o laser de baixa poténcia bioestimula as
células-tronco mesenquimais de rato, sem ocasionar dano no nucleo corroborando com
os dados de Giannelli et al. (2013) no artigo Photoactivation of bone marrow
mesenchymal stromal cells with diode laser: effects and mechanisms of action,

publicado no ano passado.
1.4 Justificativa
Tendo em vista a rapida progressao dos protocolos clinicos na pesquisa

usando CTMs, cultiva-las sem provocar dano de DNA e tumorigénese, proporcionaria o

uso das mesmas, em quantidades terapéuticas adequadas, em menor espaco de
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tempo. A validagao da bioestimulacdo de CTMs com uso de LEDs resultaria no uso das
mesmas em doengas agudas, em especial traumas medulares, infarto agudo do
miocardio, acidentes vasculares cerebrais, feridas crénicas e agudas, etc. Uma vez
indicado o uso das CTMs, para se obter em condigdes normais de cultura as
quantidades adequadas, seriam necessarios de 20 a 30 dias de cultivo, periodo este
em que determinadas lesdes ja estabeleceram sequelas crénicas. As informagdes mais
recentes corroboram a hipétese formulada para este trabalho de que a fotoestimulacao
seja uma grande aliada da Medicina Regenerativa contribuindo com a expansao de
células-tronco mesenquimais em menor espago de tempo.

Diante do exposto, deve-se destacar a importancia da biofotbnica para a area
biomédica, dentre elas a associagdo a cultura celular, pois pode apresentar solucdes
de otimizacdo de processos que determine melhor viabilidade econémica das
terapéuticas envolvendo a medicina regenerativa, sejam elas a terapia celular com uso
de CTs, 6rgaos reestruturados pela engenharia de tecidos ou imunomodulagdo com o

uso de citocinas produzidas pelas CT.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a agao do LED, emitindo luz em 630 nm, como bioestimulador de CTM

em cultura em duas diferentes situagdes: exposicao a luz continua e a luz pulsatil.

2.2 Objetivos Especificos

v

Avaliar o desempenho de indicadores de qualidade comparativos entre métodos
de dissociacido enzimatica X mecanica.
Estabelecer parametros quantitativos e qualitativos das CTMs pelo uso do LED

como bioestimulador:

- determinar a contagem, viabilidade e o tempo de confluéncia em cultura a 80%;

- caracterizar a expressao de marcadores de superficie;

- estabelecer o indice de apoptose e necrose;

- monitorar a secrec¢ao de citocinas;

- determinar o potencial de diferenciagdo osteogénica, condrogénica e
adipogénica;

- analisar o indice de dano do DNA.
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia Celular (LEC),
associado ao Programa de Péds-graduagcdo em Pesquisa e Desenvolvimento
(Biotecnologia Médica) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campus de Botucatu. As culturas
celulares seguiram critérios estabelecidos pelo Procedimento Operacional Padrao
(POP) do LEC do Hemocentro de Botucatu e este trabalho recebeu aprovacao pelo
Comité de Etica em pesquisa no uso de animais da FMB (CEUA), cujo nimero de
protocolo recebido foi n°® 1009/2013.

3.1 Infraestrutura e Instalagées do Laboratoério

O Laboratoério de Engenharia Celular do Hemocentro conta com a instalagao de
dois laboratérios internos de wuso continuo: LAC (Laboratério de Atividades
Complementares) e Area Limpa, na qual foram realizadas todas as etapas de
isolamento e cultura celular bem como o experimento com o LED.

O LAC integra a segao de Biotecnologia do Hemocentro de Botucatu e iniciou
suas atividades em dezembro de 1992. Durante este periodo, fontes de financiamento
de pesquisas vigentes no pais, em especial FAPESP, CNPq, BNDES, FINEP e FNS
deram suporte a pesquisa. As atividades tiveram um primoroso crescimento dando hoje
origem a trés diferentes linhas de atuacédo. S&o elas: a) cultura de células-tronco de
diferentes espécies, b) obtengdo de anticorpos monoclonais murinos, ¢) producédo de
curativos bioativos com foco na terapéutica humana. Essas trés linhas de pesquisa
ocupam uma area correspondente a 1200m? classificados nas categorias:

Laboratorio convencional ou standard — LAC, onde sdo desenvolvidas as
atividades: viabilidade celular, contagem celular, técnica de ELISA, preparo de
tampoes, eletroforese de proteinas em gel de agarose ou poliacrilamida, purificacéo de
proteinas pela técnica de cromatografia de afinidade, Western blotting, imunodifuséo
(Ouchterlony), imunofenotipagem, técnicas de hemaglutinagao, entre outras.

Area Limpa classificada 10.000. Laboratério de contencdo de nivel Il de
seguranga, P3 ou BSL-3 dentro da classificacdo internacional do matiz da OMS de
laboratorios segundo a periculosidade, presenca ou ndo de medidas preventivas e de

vacinagéo além do risco para o meio ambiente e para o homem. Esta area possui
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sistema de ar filtrado sob pressao positiva com filtros HEPA, apresenta vestiario
especifico com ducha na entrada e colocagao de equipamentos de protecéo individual

(EPIs) de circulagao interna.

3.2 Obtengao e Coleta das Amostras - Tecido Adiposo

Os fragmentos de tecido adiposo (TA) foram obtidos de ratos da linhagem Wistar,
provenientes do Biotério Central da FMB, animais saudaveis, peso variavel de 2509 a
350g, machos, com idade média de 3 meses. O numero amostral estabelecido
estatisticamente foi de 15 animais, apds analise detalhada do projeto com
bioestaticista, Prof. Dr. Carlos Roberto Padovani, do Instituto de Biociéncias da UNESP
de Botucatu. Este alto numero, em razdo da grandeza do experimento, trouxe
consequente aumento das atividades de obtencgao, dissociagao e cultura das células
para expansao. Nem todos os animais liberados para o experimento estavam no peso
ideal (préximo aos 400 g) determinado para a coleta do tecido adiposo. Diante disso, os
mesmos foram colocados em regime de engorda e receberam o tratamento com ragao
adequada, agua e condigdes ambientais necessarias até atingirem o peso ideal.

O procedimento foi realizado na sala de cirurgia do Biotério da Unidade de
Pesquisa Experimental (UNIPEX) sob supervisdo e auxilio de médico veterinario e de
zootecnista responsaveis pelo setor.

Os animais foram anestesiados com os medicamentos injetaveis Dopalen® a
base de Ketamina (80 mg/Kg) e Anasedan® a base de Xilazina (5 mg/Kg) e
higienizados com alcool 70° iodado para assepsia e prevengao de contaminacgéao.

Os animais foram operados com o uso de campo cirurgico, luvas e
instrumentacao cirurgica estéril (pingas de disseccdo anatémica, Kelly e dente de rato,
tesouras Metzenbaum, cirurgica fina-fina e romba-romba, bisturi, cabo de bisturi e
gaze) dentro de capela de fluxo laminar para garantir um procedimento estéril (Figura
2). Os blocos de tecido adiposo coletados foram provenientes da regido inguinal dos
animais (dos lados direito e esquerdo) e, imediatamente apds a coleta, foram
colocados em tubo cénico estéril de 50 mL, contendo meio HEPES, suplementado com
antibidtico e antimicético especificos (penicilina, streptomicina e anfotericina), para

acondicionar o material bioldgico (Figura 4).
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Os tubos contendo a gordura foram transportados em caixas isotérmicas para o
Laboratério de Engenharia Celular (LEC) onde o material biolégico foi processado. Na
primeira etapa do inicio do processamento, a amostra de gordura foi colocada em
laboratério de Quarentena, sob refrigeracdo a +/- 4°C durante 24 horas. Este
procedimento se faz necessario para se minimizar as contaminacdes eventuais que
possam ter ocorrido durante o periodo de coleta. Desta forma, a amostra s6 foi
transferida para Area limpa a fim de ser manipulada, apés ser confirmada a “ndo

contaminagao”.

Figura 4 — Fotos da obtengéo do TA de rato em fluxo laminar

Legenda — A imagem a esquerda representa o procedimento cirurgico em fluxo laminar e a imagem a
direita mostra o bloco de tecido adiposo recém-coletado para armazenamento em geladeira por 24 h
e posterior procedimento de dissociagdo. Fonte: arquivo pessoal, 2014.

3.3 Processamento das Amostras: Pesagem, Dissociagées Mecanica,

Enzimatica e Plaqueamento

O bloco inteiro de tecido adiposo de cada animal, apds 24 horas de manutencéao
em geladeira, destinou-se a manipulacdo no equipamento Fluxo Laminar (Trox®
Technik) da sala de quarentena do LEC, sob condi¢des estéreis. Procedeu-se, entéo, a
lavagem dos blocos de TA com cloreto de sédio 0,9% e com auxilio de uma pinga para
segurar o tecido. O bloco de TA foi colocado em placa de Petri de plastico estéril com
tampa e pesado em balanga analitica (GR200 modelo D0001, A&D Company®). Os
pesos da gordura total coletada de cada animal foram registrados. Apds a pesagem, o
bloco de TA foi dividido em duas partes ligeiramente diferentes com auxilio de tesoura



36

dentro do fluxo laminar, sendo novamente pesados e destinadas as técnicas de
dissociacdo mecanica e enzimatica, afim de se obter maior numero de células-tronco
mesenquimais. Todo o material utilizado nessa etapa de manipulagao e processamento
das amostras estava sob condi¢ao estéril.

Para a dissociacdo mecanica, o bloco de tecido adiposo foi colocado em berco
plastico estéril com pequena quantidade de HEPES e cortado com uso de tesoura
cirurgica em pequenos fragmentos. Com o uso de um par de cell scrapper (Nunc®), foi
feita a fixacdo dos fragmentos de TA com a mio esquerda e com a direita foram
realizados movimentos suaves, com leve pressdo sobre o tecido, seguido de

‘raspagem” para a remoc¢ao e isolamento das células (Figura 5).

Figura 5 - Fotos do processo de dissociacdo mecanica com tesoura e cell

scrapper

Legenda — (A) corte do bloco de TA com tesoura; inicio da dissociagéo. (B) dissociagao propria com
uso do cell scraper, para raspagem do TA e desprendimento das CTMs. Fonte: arquivo pessoal,
2014.

Apos tal procedimento, esse conteudo formado por células, vesiculas de
gordura, fragmentos celulares e HEPES foi sugado por uma seringa e permaneceu sob
descanso por 15 minutos com o bisel direcionado para baixo, para que, nesse intervalo
de tempo, houvesse a decantagcdo do conteudo celular embebido em meio e o
sobrenadante repleto de restos celulares (debris) ficasse separado Em seguida, o
conteudo celular (porcao inferior da seringa), foi destinado aos processos de lavagens,

contagem e plagqueamento.
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Para a dissociagao enzimatica, que consiste na obtencao de células através de
processamento quimico (enzimatico) do tecido de interesse, o bloco de tecido adiposo
foi lavado abundantemente com solugao fisioldgica, colocado em placa de Petri estéril
com pequena quantidade de HEPES e cortado em fragmentos com uso de tesoura
cirurgica. Esses fragmentos, juntos, foram pesados em balanga de precisdo (GR200
modelo D0001, A&D Company®), embebidos em meio HEPES e reservados em fluxo
laminar. Paralelamente, procedeu-se a preparagcdo da solugcdo contendo a enzima
colagenase tipo I. A colagenase tipo | € responsavel por quebrar ligagdes entre
aminoacidos neutros e glicina na sequéncia Pro-X-Gly-Pro, encontradas em alta
frequéncia nas fibras colagenas de tecidos conjuntivos como pele tenddes, vasos
sanguineos e o0sso, atuando de forma satisfatéria sobre a digestdo de gordura,
adrenais, figado e outros tecidos (Gibco®).

Uma solugdo de 2 mg de colagenase/mL de HEPES foi preparada em fluxo
laminar de acordo com o peso do TA de cada amostra animal. Utiliza-se 2 mL de meio
HEPES por grama de tecido adiposo pesado. Diluiu-se a colagenase no meio HEPES,
obtendo-se a solugdo final de 2 mg/mL. Em seguida, procedeu-se a sua
homogeneizacgao e filtragem em filtro de 0,45 ym (BD®), com intuito de eliminacéo de
debris. Depois, os fragmentos de TA reservados em fluxo laminar foram adicionados a
solugao enzimatica. O tubo foi levado a estufa a 37°C com 5% de CO; permanecendo
overnight por 15 horas. No dia seguinte, pela manha, adicionou-se igual volume de
meio de cultura contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) para a inativagado enzimatica
e interrupgao do processo de dissociagao.

No processo de lavagem, apds ambas as dissociagdes, os tubos cdnicos com o
conteudo celular foram centrifugados a 1200 rpm por 10 minutos em temperatura
ambiente em Centrifuga Eppendorf®, levando a formagao de um botao celular (pellet),
que representa um conjunto de células sedimentadas no fundo do tubo e que sera
destinado ao plaqueamento em frascos plasticos de cultura aderente (TPP®) de 25cm?
na presengca do meio de cultura DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Minimal Essential
Médium - Invitrogen®) acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Invitrogen®)
(total de 6mL) de acordo com os resultados da contagem. Os frascos com as células
foram mantidos em estufa apropriada a 37°C com atmosfera umida controlada a 5% de

CO; e 95% de oxigénio.
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3.3.1 Avaliacao do desempenho de indicadores de qualidade comparativos

entre métodos de dissociagdao enzimatica X mecanica.

Foram estabelecidos indicadores de qualidade para a analise de custo X

beneficio, comparativos, entre os métodos de dissociacdo. Os indicadores foram:

v" Tempo médio em horas:

- homem/horal/trabalho;

- obtencéo;

Numero de LMN/g de tecido;
Facilidade/Dificuldade operacional,
Habilidade do manipulador;

Risco de contaminacgao;

AN N NN

Custos diretos/amostra.

3.4 Contagem e Viabilidade Celular

Esses parametros sido essenciais na pratica da cultura celular. Tal
procedimento deve ser realizado primeiramente ao final do processo de isolamento
celular (por meio das dissociagdes), a cada tripsinizacédo ou experimento do qual se
necessita saber a quantidade aproximada de células por area do frasco. Além disso,
também é realizada quando se procedem as técnicas de criopreservagao. A contagem
celular foi realizada por contador Automatico (CA), Countess™.

Na contagem automatica, o equipamento Countess™ utiliza-se das propriedades
da ¢6tica e analise de imagem para automatizar a contagem celular, possibilitando ainda
a quantificacdo em porcentagem da viabilidade da amostra (células vivas, mortas, e o
numero total) com rigor e preciséo, utilizando a técnica de azul de tripan como corante
padrao. O contador leva 30 segundos por amostra para a contagem das células e é
compativel com uma grande variedade de células eucaridticas fornecendo informagao
sobre tamanho da célula. Uma unica medigao, em 30 segundos fornece: concentragao
de células vivas e mortas/mL concentracdo total de células/mL, viabilidade,
porcentagem de células vivas para as células totais. A figura 6 abaixo mostra a camara

de contagem que € inserida no aparelho (a esquerda).
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Figura 6 - Camara de contagem para o contador automatico e modelo ilustrativo
Countess BD®.

Fonte: arquivo pessoal, 2013.

3.5 Cultivo, Expansao e Criopreservacao das CTMs

O conteudo celular total, proveniente dos 2 métodos de dissociagao, foi
destinado a cultura para posterior expansdao das CTMs em numero e passagens
(repicagens), que determinam o amadurecimento cronologico ou fisioldgico
(envelhecimento/senescéncia celular). Para a manutengédo e crescimento celular, as
células nos frascos foram tratadas com meio de cultura DMEM-F12 contendo aditivos
necessarios e especificos (antibioticos, antimicéticos, aminoacidos, entre outros) para
CTMs e a troca do mesmo foi realizada 2 vezes por semana, por meio da aspiragao e
reposicao de meio novo (SOUTO, KOMMERS et al., 2006). Uma vez por semana e
antes da troca do meio, cada frasco foi observado por microscopia invertida utilizando
microscopio Axiovert 200-Zeiss®.

A observagao microscopica semanal das células em cultura foi realizada para
controle e prevencao de possiveis contaminagdes dos frascos por bactérias,
micoplasmas e fungos diversos que podem estar presentes em nossa pele, materiais
de laboratério, equipamentos de protecao individual, ar e superficies. Durante essas
observacgodes, fotografias foram tiradas para registrar o crescimento e aspecto das
células, as caracteristicas da cultura, a confluéncia celular (percentual da area de
distribuicdo celular na superficie aderente do frasco), a presenca de debris celulares, e
até mesmo de possiveis agentes contaminantes do meio.

Quando a cultura atingia confluéncia > 80%, as células eram submetidas ao

tratamento enzimatico com uso da enzima Tripsina EDTA 0,25% (Gibco®) para
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proceder a passagem (repicagem) para outro frasco com superficie a fim de expanséo
celular numérica. A tripsinizacdo é realizada em fluxo laminar e tem inicio com a
lavagem dos frascos com HEPES. Em seguida, o HEPES é aspirado e a tripsina é
adicionada ao frasco, que permanece em estufa por alguns minutos, até ocorrer
desprendimento das células da superficie aderente do frasco e posterior observagao
em microscépio para confirmar tal evento.

Realiza-se a inativacdo enzimatica adicionando-se ao frasco meio HEPES com
10% de SFB (o dobro da quantidade de tripsina). Esse meio de cultura com células é
destinado a lavagem (centrifugagdo a 1200 rpm por 10 minutos). Apds isso, o pellet
celular é ressuspenso em HEPES e destinado a contagem e plagueamento em novo
frasco com DMEM-F12. A partir do momento em que as células atingiram a 22
passagem durante a expansdo, elas passaram a ser plaqueadas e cultivadas em
placas de 24 pocos.

Como houve interesse em formar um banco de células congeladas durante a
expansao e cultivo celular para preservacao de todas as amostras, as células foram
criopreservadas em freezer - 80°C (Thermo®) e posteriormente destinadas ao
congelamento em containers apropriados contendo nitrogénio liquido a - 196°C. Para
tanto, ao final do procedimento de tripsinizagao celular, o conteudo celular destinado ao
congelamento foi ressuspenso com 1,5 mL de SFB acrescido de 10% de solugéo
criopreservante, o DMSO (dimetilsulféxido) e colocado em tubo de congelamento e,

imediatamente, armazenado em freezer - 80°C.

3.6 Caracterizagoes da CTM - TA

Desde o plagueamento inicial, ou seja, apos as dissociagdes mecanica e
enzimatica, as células foram cultivadas por 4 passagens consecutivas para expansao e
obtencao de células-tronco mesenquimais para o inicio do experimento proposto com a
irradiagdao do LED (Light Emitting Diode). Para tanto, houve a necessidade de se
comprovar a identidade de CTMs cultivadas por meio de 2 métodos especificos e
tradicionais: a imunofenotipagem e a analise do potencial de diferenciacdo. Tendo em
vista a experiéncia do LEC na obtencado e caracterizacdo das CTM, com métodos
padronizados e com Procedimentos Operacionais Padrao bem estabelecidos nos

laboratérios de Engenharia Celular e Citometria de Fluxo.
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3.6.1 Caracterizagao por Citometria de Fluxo: Expressao de Marcadores de

Superficie Celular

A citometria de fluxo € um sistema multiparamétrico de analise que utiliza do
laser para analisar particulas suspensas em meio liquido sob fluxo continuo. A
imunofenotipagem por citometria de fluxo € uma técnica capaz de acessar e analisar
populagcdes heterogéneas de células com o propédsito de identificar a presenca e
propor¢cdes de varias populagdes de interesse. Anticorpos marcados com fluorocromos
identificam as células pela detecgdo de antigenos especificos expressos por essas
células, chamados marcadores. Esses marcadores sao proteinas de membrana
envolvidas em comunicagao celular, adesdo ou metabolismo. Alguns marcadores
celulares imunoldgicos sédo marcadores de superficie sendo comumente utilizados para
deteccdo em citometria de fluxo para populagdes imunologicamente especificas e
subpopulagdes. A caracterizacdo imunofenotipica foi realizada nas CTMs apds 4
passagens de cultura. A avaliagdo se deu a partir de um painel imunofenotipico
multicolor composto pelos marcadores positivos CD90-PERCP, CD44-FITC e CD71-
FITC e negativos CD11b-APC, CD31-PE e CD45-PE (WOODBURY et al., 2000;
PEISTER et al., 2004; POLISETTI et al., 2010). Tais marcadores foram analisados por
trios de fluorocromos distintos, sendo eles FITC (isotiocianato de fluoresceina), PE
(ficoeritrina), APC (Aloficocianina) e PERCP (Proteina Clorofila Peridinina).

As analises FORAM processadas no equipamento FACSCalibur da BD®,
constituido de 4 detectores de fluorescéncia, do Laboratdrio de Citometria de Fluxo do
Hospital das Clinicas (HC) de Botucatu. Foi utilizado o software CellQuest Pro®,
perfazendo avaliagcdo multiparamétrica, incluindo tamanho celular, granulosidade e co-
expressao de marcadores de superficie concomitantes. As amostras preparadas para o
ensaio continham 10° células por tubo. Todos os anticorpos utilizados foram da marca
BD® com afinidade para antigenos de rato. As células foram lavadas com solugéo
isotbnica, marcadas com o trio de anticorpos determinados (1° trio: CD90, CD44 E
CD31; 2° trio: CD71, CD11b e CD45) e apés 15 minutos de incubagao, fixadas com

paraformaldeido (BD®) e levadas para leitura em citbmetro de fluxo.
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3.6.2 Caracterizagao por Diferenciagcao em Meios Indutores — Tri-linhagem

As CTMs obtidas apds cultura por 4 passagens foram destinadas ao teste de
comprovacéo do potencial de diferenciacdo das CTM em 3 diferentes tipos celulares:
adipocitos, condrocitos e ostedcitos. Para tanto, foram submetidas a acdo de 3
diferentes meios indutores especificos para cada diferenciacéo, sendo eles: Stempro®
adipogen., Stempro® chondro. e Stempro® osteogen. (Life technologies™) segundo
instrugdes do fabricante. Aliquotas de CTM foram colocadas em presenca de meio
indutor especifico. Para a diferenciagdo condrogénica, apdés 21 dias de inducgao, as
células foram coradas com Alcian blue®, que coram deposicdes de colageno, e contra
coradas com HE (Hematoxilina-Eosina); para a diferenciagdo adipogénica, apos 14
dias de inducéo, foi procedida a colorac&o citoquimica Oil red O®, que possui afinidade
com goticulas de lipideo, enquanto que para a diferenciagéo osteogénica, apos 14 dias
de indugao, utilizou-se o corante Alizarin red®, que cora fragmentos de calcio. As trocas
dos meios indutores de cada placa de 24 pocos foi realizada 2 vezes na semana, além

de registros fotograficos durante a evolugéo da diferenciacao.

3.7 Bioestimulagao in vitro: Uso do LED de Luz Continua e Pulsatil

As culturas celulares estabelecidas até a 42 passagem foram preparadas e
destinadas ao experimento proposto. As irradiagdes foram realizadas com auxilio de 2
equipamentos portateis tipo protétipo, também conhecidos como mesas difusoras
“biotable” (Figura 7), com poténcia de 30 mW/cm?, constituida por LEDs (Light Emitting
Diode) que emitem luz em 630 nm (visivel ao olho humano na cor vermelha), sendo um
equipamento com emissao de luz continua e outro de pulsatil, de propriedade do
Centro de Pesquisa em Optica e Foténica (CEPOF) do Instituto de Fisica de Sao
Carlos (IFSC) da Universidade de Sao Paulo (USP), com o qual foi estabelecida

parceria neste projeto de pesquisa e com outros projetos do Laboratorio.



43

Figura 7 - Detalhe das biotables produzidas pelo CEPOF/LAT e da irradiagdo dentro da
estufa

Legenda — (A) protétipo da biotable constituida por 24 camaras de LED, ligada a fonte. (B)
biotable ligada. (C) biotable instalada dentro da estufa para irradiagédo. (D) placa de cultura de
24 pocos pronta para irradiagao.Fonte: arquivo pessoal, 2015

As biotables foram desenvolvidas e validadas pela equipe do CEPOF/LAT
(Laboratério de Apoio Tecnoldgico) em projeto de parceria estabelecido com Prof. Dr.
Vanderlei Salvador Bagnato e sua equipe. Para avaliar a variabilidade da
bioestimulacdo das células em cultura, foram escolhidas e estabelecidas, mediante
estudos da literatura, as doses 1,0; 3,0; 5,0 e 10,0 J/cm? (RENNO et al., 2007; TUBY et
al., 2007, 2008). A metodologia de aplicacdo do LED nas culturas in vitro seguiram as
normas de seguranga de acordo com a resolugcdo da ANVISA RDC n° 185/01.

Essas biotables utilizadas no experimento foram projetadas especificamente para
receber placas de cultura de 24 pocgos. Para tanto, antes do uso do equipamento o
grupo do LAT realizou uma avaliagao da poténcia com uso do Power meter, modelo
LabMax_TOP fabricado pela Coherent, e o sensor LM2-VIS, que mede até 50 mW e
comprimento de onda de 400 nm até 1064 nm, com area de 0,49 cm?. O erro estimado
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para estas medidas foi de + 10%. Foi necessaria também a avaliagao da poténcia e
intensidade de luz para cada poco. Para avaliar se a variagao de intensidade de luz
entre os pocos da extremidade com a regido central da placa seria significativa
realizou-se a medida individual para cada po¢o em cada posi¢ao de poténcia.

De acordo com as tabelas 2 e 3 de dados das biotables fornecidas pelo relatério
de manutengdo do LAT, foi obtido valor médio de intensidade luminosa 30,92 mW/cm?
dos 24 pocos e valor médio de desvio relativo da intensidade luminosa de 103,04% dos
24 pogos, igualmente. Tomaram-se as 2 médias como base fundamental de parametro
para estabelecer um padrao de valores a serem considerados mediante as analises e

testes do experimento.

Tabela 2 - Medidas de poténcia (mW)/intensidade (mW/cm?)
placa de 24 pocos

1 2 3 4 5 6
A 28,92 31,73 32,42 30,87 31,28 28,61
B 28,85 31,81 31,16 31,38 30,03 29,13
C 32,08 31,34 33,31 32,75 28,53 29,70
D 32,43 31,48 33,65 33,25 29,60 27,91

Fonte: CEPOF/LAT-USP, 2015
Tabela 3 - Calculo do desvio em relagao a 30 mW/cm?
Desvio relativo da Intensidade Luminosa

1 2 3 4 5 6
A 96% 106% 108% 103% 104% 95%
B 96% 106% 104% 105% 100% 97%
C 107% 104% 111% 109% 95% 99%
D 108% 105% 112% 111% 99% 93%

Fonte: CEPOF/LAT-USP, 2015

Avaliando as intensidades individuais de todos os pogos para as placas,
observou-se que ha uma pequena variagao entre as medigcdes aferidas, o que poderia
se tornar critico para a realizagdo de experimentos in vitro. Para avaliar se esta
diferenga € ou nao significativa deve-se avaliar em um primeiro momento as diferencas
encontradas entre os tratamentos nas diferentes localidades da placa. Isto é, deve-se

validar primeiramente a resposta de sobrevivéncia frente a luz nas diferentes
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localidades da placa. Outra hipotese seria padronizar os experimentos em fungao da
dose de luz. Isto é, nas aplicagdes clinicas utiliza-se uma intensidade maior em um
tempo menor e em cultivo celular pode-se utilizar uma intensidade menor em um tempo
maior. Deste modo os dois tratamentos seriam utilizados em uma mesma dose de
iluminacao.

Frente aos resultados dessas andlises das biotables, decidiu-se realizar durante
o experimento com irradiacdo a formacdo de pool dos 24 pocgos para todos os
procedimentos, incluindo a evolugdo das passagens (tripsinizagdes), contagens
celulares, congelamentos, coleta de sobrenadante de cultura e preparo para os testes
(indicadores biolégicos) determinados no trabalho (Apoptose e Necrose, Dano de DNA,
Imunofenotipagem e Potencial de Diferenciacédo). Desta maneira houve uma
padronizacdo dos resultados, neutralizando as interferéncias que poderiam ocorrer,
sem a necessidade de se estender a padronizacdo dos testes considerando-se as
diferengas encontradas nos 24 poc¢os, no que diz respeito a poténcia e intensidade em
cada poc¢o

Dessa maneira, constituiu-se o perfil do experimento com 9 tratamentos (ou 3
grupos) distintos sobre as culturas de CTMs para cada animal, sendo o primeiro grupo
exposto a luz continua, o segundo grupo sob exposi¢ao a luz pulsatil e o terceiro grupo
sem exposi¢ao, portanto o controle.

Para dar inicio ao experimento, as amostras de CTM obtidas de cada dissociagao
(2) de cada rato foram plaqueadas na quantidade de 1 x 10 células por poco, sendo
que cada animal gerou 18 placas de cultura, sendo elas: 4 placas para o LED Continuo
(Dissociacao Mecanica), 4 placas para o LED Pulsatil (Dissociagdo Mecanica), 4 placas
para o LED Continuo (Dissociacdo Enzimatica), 4 placas para o LED Pulsatil
(Dissociacao Enzimatica) e 2 placas para o Controle (Sem irradiacdo) (Dissociagao

Mecanica e Enzimatica). A figura 8 mostra esse esquema de grupos e tratamentos.
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Figura 8 - Esquema representativo da metodologia de irradiagcéo e controles
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Legenda — O esquema acima mostra a composi¢do e formagado dos grupos do
experimento, a partir de 1 rato. Considerando as variaveis envolvidas como, tipo de
dissociagdo, regimes de luz (LED) e controle, doses estabelecidas, totalizam-se 18
tratamentos por animal, ou seja, 18 placas experimentais. Fonte: arquivo pessoal, 2015.

As irradiacdes com os LEDs sobre as placas de cultura de CTM foram realizadas
3 vezes por semana (segundas, quartas e sextas-feiras) e tiveram inicio 48 horas apés
o plagueamento inicial do experimento (momento zero = M0). O meio de cultura
utilizado para o experimento foi o DMEM-F12 (Gibco®) livre de fenol, substancia essa
responsavel pela coloragdo em tom alaranjado do meio, em associagédo com 10% de
SFB. Em virtude de o fenol ser uma substancia refringente a irradiagao, inclusive com o
LED, a presenca do mesmo no meio de cultura poderia interferir no resultado do
experimento, portanto a necessidade de sua auséncia. O meio de cultura das placas foi
trocado 2 vezes por semana, acompanhado previamente de observagao microscopica,
por microscopia invertida utilizando microscopio Axiovert 200-Zeiss® e registros
fotograficos sempre que indicados.

A monitoragdo microscopica das placas permitiu avaliar o aspecto celular, a
morfologia, a confluéncia das células e eventual aparecimento de indicadores toxicos
tais como depdésitos intracelulares, vacuolizagdes ou sinais de desdiferenciagao e/ou
contaminagao evidenciados pela mudanca de comportamento da CTM-TA, tipicamente
aderente ao plastico, tornando-se células em suspenséo.

A exposicao a luz do LED das placas de cultura teve duracédo de tempo diferente

para cada uma das 4 doses aplicadas. De acordo com a tabela 4, € possivel conhecer
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os tempos de exposicdo dedicados as placas a partir de doses diferentes. Esses
tempos foram calculados previamente. Para a realizagdo das irradiagdes, as placas
eram retiradas das estufas principais, uma de cada vez, colocadas sobre a biotable
especifica (em outra estufa reservada para tal procedimento), e irradiadas pelo tempo

correspondente a cada dose.

Tabela 4 — Calculo dos tempos de exposi¢ao ao LED

Tempo de Exposi¢ao ao LED (em segundos)

Doses LED Continuo LED Pulsatil
1J/cm? 34s 68 s
3J/cm? 100 s 200 s
51/cm? 167 s 334 s
10 J/cm? 334 668 s
Controle 668 s 668 s

Obs: os Controles foram colocados em fluxo laminar

Fonte: arquivo pessoal, 2015.

As placas que nao receberam irradiagao pelo LED (controles) foram retiradas
das estufas e colocadas dentro da capela de fluxo laminar e permaneceram assim
expostas pelo tempo maximo de todas as doses, sendo ela a de 10 Jicm? (668

segundos). Ao final das irradia¢des, as placas eram retornadas com para as estufas.

O experimento se estendeu por 4 passagens, a contar da 42 passagem
(momento zero = M0) obtida apds prévia expansao da cultura. Em todas as passagens
as células foram tratadas com tripsina para remocado da placa e evolugao de
passagem, desde MO até P4. A cada passagem, parte das células eram replaqueadas
e outra parte era destinada a criopreservacao. Diante disso, foi possivel estabelecer
algumas relagdes, como por exemplo, o tempo transcorrido entre cada passagem das
diferentes placas de CTMs e as caracteristicas qualitativas e quantitativas
apresentadas por cada uma delas. A sequéncia de etapas do experimento recebeu a
denominacado subsequente: MO — P1, P1 — P2, P2 — P3, P3 — P4. A figura 9
explicita as etapas e os procedimentos totais do experimento proposto, de forma mais

clara e abrangente.
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Figura 9 - Fluxograma do experimento proposto, contendo as etapas desde a
coleta de TA até o encerramento com as analises.
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Imediatamente antes do plagueamento para o experimento (— MO) e ao final do
experimento com fotoestimulagdo, as CTMs foram destinadas aos testes e analises
estabelecidas para o conhecimento dos parametros bioldgicos quantitativos e
qualitativos de interesse, sendo eles: contagem, viabilidade, indice de necrose e
apoptose (teste de anexina V e iodeto de propideo; teste da caspase 3), indice de dano
do DNA (teste do cometa e do micronucleo), marcadores de superficie
(imunofenotipagem) e potencial de diferenciacdo. Além disso, o sobrenadante de

cultura coletado também foi destinado a dosagem de citocinas.

3.8 Testes do Experimento (Pré e Pés): Obtencao de Dados Biolégicos

Quantitativos e Qualitativos das Culturas de CTM

3.8.1 Tempo de Confluéncia a 80%

Foram analisados e comparados os tempos transcorridos entre as passagens do
experimento (MO até P4), referentes as placas de cultura de cada tratamento (em todas
as amostras) até que tivessem atingido confluéncia de 80% (acompanhamento

microscoépico) procedendo-se o registro fotografico.
3.8.2 Determinacio dos indices de Apoptose e Necrose Celular

O fendmeno da morte celular pode ser desencadeado por uma série de fatores
ou injurias como: danos de DNA, hipdxia tissular, agressao imunolégica, infecciosa e
toxica. A morte celular pode ser dividida em duas categorias: a programada ou
fisiopatoldgica (apoptética), e a patoldgica (necrotica).

Foram utilizados trés reagentes para determinar a morte celular por apoptose e
necrose pela metodologia de CF: Anexina V FITC, lodeto de Propideo e Caspase-3
FITC, todos do mesmo fabricante (Kit BD Pharmingen®). A marcacdo das células
seguiu especificacbes do fabricante, com leitura no equipamento citdbmetro de fluxo
FACS Calibur BD® e analise em software PAINT-A-GATE da BD®. A Anexina V é uma
proteina Ca® dependente que tem elevada afinidade por fosfatidilserinas, que s&o
fosfolipideos internos da membrana e s6 sao expressos nos casos de apoptose. O

lodeto de Propideo (IP) é utilizado para diferenciar células intactas das nao intactas. As
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células intactas excluem o IP enquanto as células mortas sdo permeaveis ao produto.
A ativacdo da via das caspases (proteinas efetoras) € observada na forma classica,
podendo a apoptose ser independente ou dependente dessa via. A apoptose pela via
independente é determinada pela externalizacdo das fosfatidilserinas pela membrana

celular, como exemplificado na figura 10 abaixo.

Figura 10 - Representacéo esquematica do teste de Anexina V e lodeto de Propideo
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Fonte: Esquema adaptado de www.icms.gmul.ac.uk/flowcytometry/apoptosis

A leitura dos resultados pelo software CellQuest da BD™, foi gerada em dot plot,
cuja distribuicdo das células analisadas é feita por quadrante. No esquema abaixo
estdo representadas as células viaveis, ndo expressando a marcagao por Anexina V
nem lodeto de Propideo, cuja concentracdo € a maior e pode ser identificada no
quadrante inferior esquerdo. A populagédo de células em apoptose precoce expressa a
Anexina V, mas ndo marca com o IP (quadrante inferior direito), ja as células em
apoptose tardia, comegam a coexpressar com o |IP, e sao identificadas no quadrante
superior direito enquanto que as células em necrose encontram-se no quadrante

superior esquerdo (figura 11).
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Figura 11 - Esquema da analise do
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Legenda - A imagem acima representa célula viavel e células sofrendo morte por apoptose e necrose.
Na necrose, ocorre abertura dos poros a membrana celular (desintegragéo), que permite a entrada do

marcador intracelular de necrose. Enquanto que na apoptose precoce, ocorre externalizacdo da

fosfatidilserina. A direita, um plot mostrando a marcacdo reduzida nos quadrantes superiores e inferior
direito, de células que estdo morrendo ou mortas. Fonte:

Esquema adaptado de
www.icms.gmul.ac.uk/flowcytometry/apoptosis

A apoptose dependente das caspases pode ser identificada pela quantidade de

uma protease chave ativada na fase inicial da apoptose, a Caspase-3 (Figura 12).

Figura 12 - Esquema ilustrativo das vias de morte celular
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Fonte: Adaptado de Bertanha, 2011.
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3.8.3 Dosagem de Citocinas

As citocinas compdem um grupo heterogéneo de polipeptidios que podem ser
denominados de peptideos regulatérios, pois modulam as fungdes de diferentes tipos
celulares. As citocinas sédo produzidas por varias células e tem funcido imediata,
regulando resposta imune e inflamatoria e controlando a proliferacdo e diferenciagao
celular. Para efetuar a dosagem, sera utilizado Kit de Citocinas e Reagentes
Complementares da BD® Cytometric Bead Array (CBA). Os ensaios de CBA
proporcionam um método de captura de analitos solUveis com carreadores conhecidos
e de fluorescéncia. Quando estes sdo incubados junto a amostra desconhecida com
analitos conhecidos, complexos de sanduiche sao formados e podem ser medidos por
CF para identificar particulas com caracteristicas de fluorescéncia de ambos carreador
e detector.

ApoOs analise de trabalhos publicados foram escolhidas as seguintes citocinas de
rato: TNF, IFN-y (pré-inflamatérias) e IL-4, IL-10, (anti-inflamatérias) (LEDEBOER et al.,
2000; JIA et al.,, 2012; ZINOCKER; VAAGE, 2012; SEIFERT et al.,, 2012). Tal
procedimento, com uso do Kit, foi realizado no equipamento citbmetro de fluxo FACS
Calibur BD® do Laboratério de Citometria de Fluxo do HC de Botucatu.

Antes de cada momento de tripsinizacdo (evolugdo das passagens do
experimento), o sobrenadante de cultura (1 mL) foi aliquotado e criopreservado a -30°C
para posterior dosagem de citocinas. A constituicdo deste painel foi importante, pois
evitou distor¢cdes nas analises repetidas em grande numero de manipulagdes, ja que
cada manipulagdo em CF implica em fazer controles positivos e negativos.

A proposta do banco de sobrenadantes se deu pela demora na importacdo dos
Kits para determinagao das citocinas e da projecdo de que manipulagdes organizadas
em bateladas gastam menor quantidade (proporcionalmente) de controles utilizados.
Quanto mais fracionada é esta analise, maior € o gasto com analises controle. Diante
disto, e do alto custo dos insumos, optou-se por realizar o banco de sobrenadantes de
cultura para analise posterior ao final do experimento.

Na figura 13 é possivel visualizar um esquema representativo do método de

deteccao por CBA, no citdmetro de fluxo.
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Figura 13 - esquema representativo do método de detecc¢do por CBA, no citdmetro

de fluxo
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Legenda — A imagem inicial mostra o preparo do teste com a mistura dos componentes: beads
carreadoras especificas, amostra selecionada e anticorpos de deteccdo da amostra
(fluorescentes). Se houver reconhecimento pelo anticorpo, a amostra sera marcada e vizualizada
no software, apés lavagens. Fonte: Data Sheet BD® 2015.

3.8.4 indice de Genotoxicidade: Teste do Cometa

Esta técnica foi desenvolvida em parceria com o Laboratério de Carcinogénese
Quimica e Experimental, do Instituto de Biociéncias da Unesp de Botucatu, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Luis Fernando Barbisan para determinar o dano de DNA
das CTMs pré e pds-experimento.

O teste do cometa ou eletroforese em gel de células individualizadas (SCGE) é
bastante empregado para detectar danos genotoxicos devido a sua sensibilidade,
eficacia, facilidade e baixo custo. E um teste quantitativo observacional. Singh et al.
(1988), aprimoraram-no com o uso de condi¢gbes alcalinas (pH >13) de eletroforese,
permitindo a deteccao de quebras de fita simples, dupla e sitios alcali-labeis do DNA de
células que sofreram rompimento nuclear e deixaram um rastro escuro na corrida do
gel.

Ap6s preparacdo do material celular, 1 x 10* por amostra/lamina, as células
foram ressuspensas em 100 uL de agarose (baixo ponto de fusdo). Este conteudo foi
colocado sobre Iaminas previamente preparadas com agarose (ponto de fusao normal)
e sobre elas, uma laminula para protecado. As laminas foram incubadas em geladeira
por 10 minutos e, em seguida, retiradas as laminulas. As laminas foram

acondicionadas em cubetas com solugao de lise (Triton-X, DMSO, M-NaCl, EDTA, Tris
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e N-Lauroyl-Sarcosine) e mantidas em geladeira por no minimo 24 horas. Apos
incubacgdo, as laminas foram lavadas com PBS e colocadas na cuba de eletroforese
(300 mA por 20 min) para corrida em solugdo com pH 13 (Singh et al, 1988, com
modifica¢des). Foi utilizado como controle positivo para as amostras o Peroxido de
Hidrogénio (200 micromols ou 1 pL/1 x 10* células/1 mL) induzido na amostra por 30
minutos. As laminas foram analisadas com uso do intercalante de DNA SYBR GOLG
(Life Technologies®) (diluigdo 1 : 10000) em microscépio de fluorescéncia (Olympus
BX60) (aumento de 10X), para visualizar as seguintes imagens microscépicas: com
contorno circular (sem danos no DNA) ou em forma de “cometa” (com danos no DNA).
A extensdo de cada imagem significa a distdncia de migracdo da fita de DNA
danificada. Os resultados foram obtidos através do calculo de porcentagem de dano da
categoria de analise tail intensity. A contagem das laminas foi feita em duplica,
totalizando 100 nucledides do teste e 100 nucledides do controle positivo para cada

amostra.
3.8.5 indice de Mutagenicidade: Teste do Micronticleo

Esta etapa foi realizada em parceria com o laboratério de Toxicogendmica e
Nutrigendmica da Profa. Dra. Daisy Maria Favero Salvadori, utilizando a técnica do
micronucleo para determinar o dano de DNA das CTMs pré e pds-experimento. A
necessidade de células é proxima a 1 x 10° de cada tratamento estabelecido.

O teste do micronucleo (MN) foi inicialmente desenvolvido em eritrocitos da MO
de camundongos por Schmid (1976), tornou-se viavel, confiavel e é, atualmente, um
dos meétodos utilizados para avaliar danos citogenéticos causados por substancias
xenobidticas nos organismos. Os micronucleos (nucleos secundarios) formam-se a
partir de pequenas quantidades de DNA (cromatina) n&o incorporadas dentro do nucleo
da célula-filha, durante a divisao celular, e recebem esse nome por serem menores que
0 nucleo principal. Ha, geralmente, um micronucleo por célula, o suficiente para indicar
perda irreversivel de DNA e até associacao a carcinogenicidade (DIETZ et al., 2000).

ApoOs preparagao do material celular em placas de 6 pocos, foi adicionada a
citocalasina B (SigmaAldrich®) (composto que bloqueia a citocinese) (4,25 pg/mL de
meio) e mantida na cultura por 24 horas, em estufa. Apds esse tempo, as células
receberam tratamento especifico com etapa de hipotonizacdo (solugdo hipoténica
gelada de KCI 0,075M) e fixagdo (Acido Acético P.A., Metanol P.A. e Formoldeido 37%)
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intercaladas por centrifugagdes a 1200 rpm por 10 min. A sequéncia do procedimento
se deu por: hipotonizar as CTMs, adicionando (pingando) 5 mL de KCL, centrifugar,
colocar 5 mL de 2 solugdes fixadoras em sequéncia (metanol/acido acético 3:4) e
(metanol/acido acético 5:1). Para auxiliar na preservagéo do citoplasma, 3 gotas de
formoldeido foram acrescidas entre as 2 fixagdes anteriores. Terminada a fixacéo, o
conteudo foi centrifugado e o sobrenadante descartado, restando 0,5 mL, que foi
agitado e gotejado sobre laminas limpas e pré-aquecidas. Como controle positivo,
utilizou-se a substancia cloridrato de doxorrubicina (4 pg/mL de meio) apos
plaqueamento para o teste, mantido por 24 horas em cultura. Apds esse tempo, retirou-
se esse meio e foi adicionado meio de cultura contendo a citocalasina B. As células
foram coradas em solugdo de Giemsa 5% (Merck®), por 7 min e analisadas em
microscopio optico (aumento de 20x) segundo critérios propostos por Fenech (2000)
(FENECH; MORLEY, 1985; DAISY, 2003, com modifica¢cdes). O indice de divisdo
nuclear (IDN) foi calculado com base em Eastmond e Tucker (1989), por meio da
seguinte equagao: IDN = M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)/N; M1 - M4: namero de células
com, respectivamente, 1, 2, 3 e 4 nucleos; N: numero total de células analisadas.
Foram incluidas na andlise das laminas, células binucleadas, células
binucleadas com 1, 2, 3 ou mais micronucleos, binucleadas com ponte nuclear e broto
nuclear, dentro de uma contagem de 1000 células binucleadas/lamina e 1000 células
binucleadas/lamina do controle positivo. A contagem foi realizada pelo método do

duplo-cego.
3.9 Analise Estatistica

Quanto aos procedimentos descritivos foram estabelecidas distribuicdes de
frequéncias (absoluta e percentual) das variaveis envolvidas, complementadas com
graficos e tabelas frequenciais. As discussdes seguiram o nivel de 5% de significancia.
Os dados obtidos pelo micronucleo foram analisados por binomial e Poisson, pelo
software SAS, v9.2. O teste do cometa recebeu analise por Anova Ranks
(Tukey/Kruskal-Wallis). Os outros testes receberam analise pelo Software GraphPad

Instat™ com a realizacéo do teste T Student.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho foram descritos de acordo com os testes
realizados, em sequéncia logica, abrangendo para cada um as relevancias resultantes
dos tempos pré-experimento e pos-experimento, ou seja, pré-irradiacdo e pos-
irradiagdo com LED, o que facilitou a organizagao dos dados para analise e discussao.
Respeitando a padronizagéo inicial realizada por estaticista foram obtidas amostras de
tecido adiposo de 15 animais. As amostras de TA foram transferidas para o LEC e
processadas. Frente a resultados anteriores obtidos por Cleto et al, (2011)
evidenciando que amostras obtidas pelo método de DM tem rendimento inicial inferior
ao de DE, optou-se por fazer uma particdo do bloco de TA em partes desiguais, sendo
que o bloco contendo maior peso de TA foi processado mecanicamente enquanto que
0 menor, por colagenase.

O quadro 1 abaixo mostra os dados relativos ao peso médio do TA coletado de
15 ratos, tipo de dissociagédo (DM e DE) e numero médio de células obtidas/grama de

tecido adiposo.

Quadro 1 — Obtencgao dos blocos de TA, métodos de dissociagédo e contagem celular

Numero Tipo de Peso médio N® médio total de NY médio de
amostral dissociagao (g)do TA células obtidas células/g de TA
Mecanica 2,95 2,93x10° 1,0x10°
N=15
Enzimatica 2,01 6,73x10° 3,34 x10°

Fonte: arquivo pessoal, 2015

As médias de células linfomononucleares (LMN) obtidas por dissociacao
mecanica foi de 1,0 x 10° células/grama de TA. Denomina-se esta populacdo de
células obtidas como LMN, pois os métodos de dissociacdo extraem linfocitos e
monocitos dos tecidos, conjuntamente com as células-tronco mesenquimais. Estas
células aderentes do sangue foram purificadas pelo método de plaqueamento, pois
foram eliminadas na expansao in vitro. Para o método enzimatico, a média foi de 3,34 x
10° células/grama de tecido. O resultado inicial da obtencdo das LMN evidencia a
supremacia do método enzimatico sobre o mecanico. Frente as diferencas entre os
métodos e levando em consideracdo o custo da aquisicdo da colagenase para o

experimento, de U$ 875.00/frasco de 2 g, com balanga comercial desfavoravel para o
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pais, no momento, estabeleceu-se indicadores comparativos entre os métodos. Os
indicadores avaliados incluem o tempo sob dois aspectos: homem/hora-trabalho, que
corresponde ao tempo efetivo que o pesquisador manipula a amostra, e o tempo de
obteng¢ado correspondente ao numero, em horas, desde a chegada do bloco de TA no
LEC até a obtencdo das LMN contadas, prontas para plaqueamento, o numero de
LMN/grama de TA, a maior ou menor facilidade operacional, o requerimento de
treinamento e habilidade do manipulador, o risco de exposicdo a contaminantes

biolégicos e os custos diretos (considerados apenas os insumos) — (Quadro 2).

Quadro 2 — Indicadores de qualidade entre os métodos de dissociagao enzimatica e

mecanica
Tempo Medio

(horas) NO de Facilidade/ Habilidade do Risco de Custos

Método | Homem/ LMN/g Dificuldade ) Contaminacéo | diretos/
hora Obtencéo | detecido Operacional AP pUIEEoF amostra

Trabalho | /h/proc.
+ facil =

5 + atencao Maior

DE 2,3 17,3 | 3,3x10° >cc_>rr2(c:>:i|g:de -méo de obra menor (U$25.00)
+ laboriosa =
+maéo de obra
; Menor
DM 5 Manipulador B ;

52 6 1x10 dependents + atencéo maior (U$2.00)

Fonte: arquivo pessoal, 2015

Os indicadores da técnica de DE envolvem o menor tempo de homem/hora-
trabalho inicialmente. Isto se deve ao fato de que o bloco de TA recebido é
microfragmentado e colocado em contato com a solugdo de enzima pesada e
preparada extemporaneamente, isto envolve um tempo de 2 horas. Posteriormente,
este bloco fica overnight em estufa de CO,, a 37° C, para entdo ser novamente
reprocessada. O tempo final de obtencdo das LMN é de 17 horas. A DM envolve em
média 5 horas do manipulador como homem-hora trabalho, e seu tempo final de
obtencao das LMN é de 6 horas (2,83 vezes menor que o da DE). Quanto ao numero
de células, a DE obtém 3 vezes mais células/grama de TA do que a DM. Analisando o
indicador “facilidade/dificuldade operacional, a técnica enzimatica é mais facil e
simples, quando comparada com a mecanica, que envolve o manipulador durante 5
horas trabalhando em ambiente de cabine de seguranga biolégica com grande numero
de equipamentos de protecdo individual para evitar a contaminagdo bacteriologica.

Quanto ao item habilidade a técnica enzimatica requer mais atengdo e monitoramento
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para se evitar o tratamento excessivo (maior tempo) e a DM requer a atengdo e mao de
obras continuas, tornando a obtencdo extremamente cansativa e dependente do
operador. Tendo em vista de que a técnica mecanica permanece em condi¢cdes de
temperatura ambiente por mais tempo, sob continua manipulagcdo, o risco de
contaminacgao bacteriana € muito maior.

Analisa-se apds a interpretacdo dos dados dos quadros acima, de que ha
oportunidades de melhorias de processo que podem ser implementadas associando
outras tecnologias como o da irradiagdo do bloco de TA com luz no sentido de
minimizar as contaminagdes bacterianas e fungicas, e ainda, de se associar outras
técnicas como o do uso de ultrassom pré-DM, no sentido de se diminuir o tempo
homem-hora trabalho, otimizando desta forma a técnica. Outra possibilidade emergente
seria a de irradiar o bloco de TA, no sentido da bioestimulagdo tecidual pré-
dissociacdo. Estas hipoteses foram levantadas durante a execucdo do presente
projeto, sendo que temporalmente e cientificamente nado se poderia mudar o design do
trabalho ja em andamento, mas estas propostas devem ser analisadas futuramente.

Tendo em vista de que a terapia com CTM é dose-dependente como descrevem
Richardson et al (2013) e Daltro et al (2015), houve a necessidade de amplificar as
células LMN obtidas, pelo método de cultura in vitro, com o objetivo de obter maior
numero de células e de purificar a populagcdao de células, eliminando por método
seletivo os linfocitos e mondcitos contaminantes da amostra inicial. Para tanto foi
realizado o plaqueamento inicial das células e sua expansao pré-experimento (inicio da
irradiagao). Desta forma estabeleceu-se um banco de CTM apds purging da cultura,
para o experimento em si. A criopreservagao se deu para eventual necessidade no
presente trabalho e para trabalhos futuros. Amostras de 5 animais foram utilizadas para
os testes pilotos e padronizagdo das técnicas a serem utilizadas. O padrao de
avaliacdo microscopica, por microscopia invertida e as fotomicrografias das culturas
celulares, quer seja da etapa piloto (n = 5), quer do experimento final (n = 10) foram os
mesmos, evidenciando a maturidade dos processos em execucao no Laboratério de

Engenharia Celular.

A Figura 14 mostra as diferentes fases de confluéncia das células em cultura. O
objetivo das imagens é mostrar a fase inicial das culturas e o seu padrao morfoldgico

em cada fase.
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Figura 14 — Fotomicrografias obtidas por microscopia invertida, contraste de fase, da
cultura de CTM-TA com diferentes aspectos de confluéncia celular

Confluéncia < 20% Confluéncia ~50%

Confluéncia ™ 60%

Confluéncia > 80%

Legenda — Imagens de microscopia invertida das culturas celulares pré-
experimento. A, C e E = aumento de 5X; B,D e F= aumento 10 X. Imagens C/ D
e E/F sao da mesma cultura em aumentos diferentes. Arquivo pessoal, 2015.

Foi observado que as células obtidas por DE tém aderéncia ao plastico 2 X mais
rapido do que as obtidas por DM. Estas células mantém o padréo fibroblastoide
classico descrito na literatura, com maior alongamento (prolongamentos mais

exuberantes).
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4.1 Tempo de confluéncia a 80% - desdobramento entre passagens

Durante o experimento foram registrados os tempos de desdobramento entre as
passagens, desde MO até P4. Nos graficos 1 e 2 apresentados abaixo, € possivel
observar as diferengas temporais em dias de cada tratamento, considerando as
dissociagdes mecanica e enzimatica. As culturas provenientes de dissociacao
mecanica mostraram grande diferenca entre os tratamentos e o controle negativo (nédo
irradiado) e, além disso, também apresenta diferencga significativa com relagdo as
culturas provenientes de dissociacdo enzimatica. Esta por sua vez nao mostrou
diferengas significantes entre os tratamentos, permitindo destacar que as doses de 1 e
3 Jlcm? Pulsatil tiveram tempos superiores ao controle negativo, ou seja, o tratamento
com irradiagao tornou o desdobramento celular mais lento. O contrario foi registrado na

irradiacdo das CTM com 1 J/cm? Pulsatil, para células oriundas da DM.

Grafico 1 — Tempo de confluéncia a 80% em dias, entre as passagens, segundo a dose

de irradiacao - dissociagao enzimatica

Dissociag¢ao Enzimatica
86
10J/cm2P e 65.
51/cm2P 13 65.8 85.2
3J/cm2P T3 64 874
: 86.2
%) 2 63
g 1J)/cm?P 16 47. mP3-P4
4.
£ 10J/cm?C e 4. 84.8 mP2-P3
© 4 '
'r_§ 5 1/cm? C ‘ 68 85 mP1-P2
° ' = Mo-P1
92.3
3J/ecm?*C 1 e 65.
1J/cm?C - 05 %0
CTL s 84.8
Tempo de expansao em dias

Legenda — Grafico do crescimento celular em dias nas culturas de CTM, advindas de DE, do
experimento (considerando todos os tratamentos). As 4 cores das colunas equivalem as
passagens das culturas. Fonte: arquivo pessoal, 2015
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Grafico 2 — Tempo de confluéncia a 80% em dias, entre as passagens, segundo a dose

de irradiagao - dissociagao mecanica

Dissociagao Mecanica
70.75
10 J/cm? P ) 52.75
69.5
SJ/szP 33.25 50.5
0.8 ’
78
3J/cm?P RN .
22.8 :
63.6
9 2 52.75
8 1)/cm*P X 4 mP3-P4
€ 10J/cm?C TR 48.25 68.25 mP3-P3
© .
© . 74.25 wP1-P2
— 5J/cm?C 34.5 43.
19.2 e HMO-P1
3J/cm?C 49
74.75
1J/cm?C v 54.75
CTL 68 84
W 39.6
Tempo de expansao em dias

Legenda — Grafico do crescimento celular em dias nas culturas de CTM, advindas de DM, do
experimento (considerando todos os tratamentos). As 4 cores das colunas equivalem &s passagens
das culturas. Fonte: arquivo pessoal, 2015

De acordo com Cleto (2011) com achados na literatura de cultura de CTM, as
células oriundas de DE superam as de DM em tempo e expansao numérica. Este
resultado é relevante e mostra a intervencéo positiva do LED de 630 nm sobre tais
culturas, estimulando o crescimento celular em menor tempo do que o esperado, se

comparado com a DE.

4.2 Contagem e Viabilidade celular

Os graficos 3 e 4 de contagem e viabilidade celular para as amostras mecanicas
mostram diferenca mais significativa para P3 — P4 nas doses pulsateis (1 e 5 J/cm?,
destacando-se a dose 1). De todos os tratamentos, os que nédo corresponderam ao
esperado foram 10 J/cm? continuo e 3 e 10 J/cm? pulsateis. A partir dessa analise

podemos atribuir ao LED pulsatil maior contribuicdo para o aumento da proliferacao
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celular comparado ao continuo, em determinadas doses. Com relagao a viabilidade das
amostras para P3 — P4, ela se manteve alta em 7 tratamentos e arbitrariamente inferior
nas doses 1 J/cm? continuo e 3 J/cm? pulsatil. A andlise efetuada foi o teste estatistico ¢
student utilizando do Software utilizado: GraphPad Instat™

Nas anadlises pré-experimento foram comparados os resultados obtidos de
contagem celular e viabilidade e aplicados o teste estatistico comparando os dois
métodos de obtencéo das células (DM X DE), buscando responder ao questionamento
se ha interferéncia do método de dissociacdo e o desempenho da cultura em P1. Os
testes foram pareados, ou seja, todas as amostras avaliadas por um método também o
foram para o outro método. O valor de p < 0,0001, considerado extremamente

significativo, evidenciando no inicio da cultura a supremacia da DE sobre a DM.

Figura 15 — Desempenho das CTMs obtidas por DM quanto a contagem celular nos

diferentes momentos do experimento

Ne células x 10°
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:
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CTL 1JC 3JC 5JC 10JC 1JP 3JP 5JP 10JP CTL 1JC 3JC 5JC 10JC 1JP 3JP 5P
Tratamentospor DM = MO - P1 Tratamentospor DM = P1 - P2

N2 células x 108

CTL 1JC 3JC 5JC 10JC 1JP 3JP 5JP 10JP
Tratamentospor DM = P2—-P3

Legenda — Médias e desvios padrbes das contagens celulares de todos os tratamentos do

experimento advindos de DM, em diferentes passagens (grafico A, B e C). Fonte: arquivo
pessoal, 2015

10 JP
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Os dados da contagem celular das células obtidas por DE evidenciam um maior

numero o que confere a cultura celular, em especial, de M0-P1, melhor desempenho.

Outro dado relevante é que as contagens celulares nestas amostras s&o mais

homogéneas, com menor desvio padréo.

Figura 16 — Desempenho das CTM obtidas por DE quanto a contagem celular nos
diferentes momentos do experimento

Ne células x 10°

-

w

b

Ne células x 10°

CTL 1JC 3JC 5JC 10JC 1JP 3JP 5JP 10JP CTL 1JC 3JC 5JC 10JC 1JP 3JP
Tratamentospor DE=P1-P2 Tratamentos por DE = P2 - P3

5JP 10JP

Legenda — Médias e desvios padrdes das contagens celulares de todos os tratamentos do

experimento advindos de DE, em diferentes passagens (grafico A e B). Fonte: arquivo pessoal,
2015.

Como pode ser observado, os graficos de contagem celular no final do

experimento com as células obtidas por DE nao diferem daquelas no mesmo momento,

obtidas pela DM. A diferenga estatistica fica restrita a passagem P1. Quanto a

viabilidade celular, pela técnica de azul de tripano, ndo houve diferenga estatisticas

entre os métodos, pré-experimentagdo. Os dados do experimento de irradiacéo

comparados com o grupo controle (CTL), mostram diferencas importantes na contagem

celular, mas nao ha evidente influéncia na viabilidade das células.
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Grafico 3 — Valores médios da contagem celular para CTMs obtidas por DM, nas

3JP

5P 10JP

diferentes passagens e doses de irradiagao

Proliferagao celular - DM
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Legenda — Proliferacao/crescimento celular das CTMs de origem mecanica no poés-
experimento, de acordo com as passagens das culturas, em todos os tratamentos

realizados. Fonte: arquivo pessoal, 2015.

As doses de irradiacdo pulsatii 1 Jicm? e de 5 Jicm?, e 1 Jicm? luz continua
foram as que tiveram o melhor desempenho quanto a proliferacdo celular, para as

amostras obtidas por DM.
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Grafico 4 — Valores médios da contagem celular para CTM obtidas por DE, nas
diferentes passagens e doses de irradiagao
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Legenda — Proliferagao/crescimento celular das CTMs de origem enzimatica no pds-
experimento, de acordo com as passagens das culturas, em todos os tratamentos
realizados. Fonte: arquivo pessoal, 2015.

Para as células obtidas por DE, o efeito da luz sobre as mesmas foi mais
evidente (p<0,001) nas doses de 3 e 10 J/cm?, luz pulsatil, sendo menos evidente o
resultado para 1 e 5 J/icm? No final do experimento a luz pulsatil tem evidente
influéncia na contagem celular, havendo aqui o mesmo fenébmeno daquele encontrado
nas células obtidas por DM, a dose de 5 J/cm? luz pulsatil apresenta efeito inibitério em
relacdo a dose anterior, mas mesmo assim, ligeiramente superior que o controle

(P3—P4 — histograma roxo).
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Grafico 5 — Média da contagem celular (triplicata), segundo o tipo de dissociagao e o

tratamento realizado

Contagem celular média
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Fonte: arquivo pessoal, 2015

Analisando-se as médias das triplicatas bioldgicas realizadas de cada uma das 5
amostras, e posteriormente calculando-se a média das médias dos tratamentos, por
tipo de dissociagao, destacase que, para a DE, a luz que exerceu a maior influéncia foi
a continua, na dose de 3 J/cm? seguida da pulsatil, também na dose de 3 J/icm? com
uma diminuicdo na dose de 5 J/cm? e nova bioestimuclacdo na dose de 10 J/cm?
pulsateis. Para as CTMs obtidas por DM a bioestimulagao ocorreu de forma inequivoca

com acdo da luz pulsatil nas doses de 1 e 5 Jicm?.

4.2.1 Aspectos morfolégicos das culturas do experimento

Este item faz uma breve apresentagdo, por meio de imagens que foram
fotodocumentadas e processadas durante a realizagdo de todo o experimento, sempre
acompanhadas de observacgdes das placas no que diz respeito ao aspecto morfolégico,
confluéncia, presencga ou nao de indicios de contaminagao, distribuicdo das CTMs na
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superficie das placas, considerando se houve ou ndo agregagdes/formagdes de colbnia
ou distribuicdo mais homogénea. A seguir, ha imagens comparativas entre as amostras
mecanicas e enzimaticas (MO e P3 — ultima passagem), considerando cada um dos 9
tratamentos estabelecidos e realizados no experimento. As figuras 17 e 18 sao
relativas as culturas mecanicas, comparando MO com P3 e as figuras 19 e 20 sédo

relativas as culturas enzimaticas, mantendo-se a mesma comparacéao das culturas.

Figura 17 — Fotos em microscopia invertida das culturas mecanicas no experimento

CULTURAS MECANICAS

Aumento de 10x

Legenda — Imagens superiores, com diferente aspectos morfolégicos, correspondem as culturas de
dissociagdao mecanica no momento inicial (MO) do experimento, contendo 5 imagens: desde o
controle até 10 J/cm? luz continua; Imagens inferiores correspondem as culturas no momento final
(P3-P4) do experimento, contendo 5 imagens: desde o controle até 10 J/cm? luz continua. 1 JC = 1
Jicm? luz continua. Fonte: arquivo pessoal, 2015.
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Figura 18 — Fotos em microscopia invertida das culturas mecanicas no experimento

CULTURAS MECANICAS

Aumento de 10x
Legenda — Imagens superiores, com diferente aspectos morfolégicos, correspondem as
culturas de dissociagdo mecénica no momento inicial (M0O) do experimento, contendo 5
imagens: desde o controle até 10 J/cm? luz pulsatil; Imagens inferiores correspondem as
culturas no momento final (P3-P4) do experimento, contendo 5 imagens: desde o controle até
10 J/em? luz pulsatil. 1 JP =1 Jiem? luz pulsatil. Fonte: arquivo pessoal, 2015.

Figura 19 — Fotos em microscopia invertida das culturas enzimaticas no experimento
| CULTURAS ENZIMATICAS

Aumento de 10x
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Legenda — Imagens superiores, com diferente aspectos morfolégicos, correspondem as
culturas de dissociagdo enzimatica no momento inicial (M0) do experimento, contendo 5
imagens: desde o controle até 10 Jiem? luz continua; Imagens inferiores correspondem as
culturas no momento final (P3-P4) do experimento, contendo 5 imagens: desde o controle até
10 J/cm? luz continua. 1 JC = 1 J/cm? luz continua. Fonte: arquivo pessoal, 2015.

Figura 20 — Fotos em microscopia invertida das culturas enzimaticas no experimento

CULTURAS ENZIMATICAS

Aumento de 10x

Legenda — Imagens superiores, com diferente aspectos morfolégicos, correspondem as
culturas de dissociacdo enzimatica no momento inicial (MO) do experimento, contendo 5
imagens: desde o controle até 10 J/cm? luz pulsatil; Imagens inferiores correspondem as
culturas no momento final (P3-P4) do experimento, contendo 5 imagens: desde o controle até
10 J/lem? luz pulsatil. 1 JC =1 Jiem? luz pulsatil. Fonte: arquivo pessoal, 2015.

4.3 indice de Apoptose e Necrose

As analises de morte celular e a determinagcédo dos indices de apoptose e
necrose foram realizadas pelo método de citometria de fluxo utilizando os conjuntos
diagnosticos de Anexina V e lodeto de Propideo e Caspase-3. As analises foram
divididas em: padronizagao, pré-experimento e apods ultima dose de irradiacdo. As 3
primeiras amostras analisadas, pareadas, em ftriplicata biolégica mostram que os
indices de apoptose precoce (células marcadas exclusivamente com Anexina V e

negativas com IP) tardia (Anexina V e IP positivas) e necrose (Anexina V negativa e IP
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positiva) sdo maiores nas amostras obtidas por DE, com elevada significancia
estatistica (p<0,0001). O grafico abaixo 6 mostra a média dos resultados das triplicatas
biologicas em cada uma das condigdes, considerando apoptose precoce (AP),

apoptose tardia (AT) e necrose (N).

Grafico 6 — Indices de apoptose e necrose em 3 amostras de CTM-TA, pré-

experimento, segundo o método de dissociagéo
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Legenda — 3 amostras de CTM pré-experimento, mecanicas e enzimaticas, destinadas a
analise de apoptose e necrose. Obrserva-se valores consistentes e persistentes de morte
celular para amostras enzimaticas. Fonte: arquivo pessoal, 2015.

Estes resultados sao indicativos da agao devastadora que as enzimas podem
determinar nas células, além de outros tipos de estresse determinado pelos
procedimentos de congelamento/descongelamento, tripsinizacdo e repicagens além
dos eventuais choques bioquimicos por trocas de insumos/fornecedores de meios de
cultura, soro fetal, aditivos e fisicos como o choque térmico, mecanico e luminoso. A
experiéncia ao longo dos tempos mostra que observar menos as células é melhor para

elas. Isto € uma afirmativa baseada na minimizagao dos choques acima listados.
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As figuras abaixo (21 e 22) representam a analise por citometria de fluxo onde
pode se observar que foram analisadas 15.000 células. A imagem A corresponde a
delimitacdo do gate, seguido da analise do controle negativo B (0.52% das células
marcadas) e abaixo, a distribuicdo das células viaveis (67,84%), apoptose precoce
0,84%, apoptose tardia 10,78% e necrose 19,56% em C. Estes resultados sédo de

amostra obtida por DE.

Figura 21 — Analise do indice de apoptose e necrose em amostra obtida por DE
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Legenda — Imagens geradas pelo software do citdmetro de fluxo em andlise de amostras
enzimaticas. A- plot constituindo a populacdo de CTM analisada. B- area de plotagem com os
quadrantes mostrando a marcagédo em vermelho de células viaveis (vivas) no quadrante inferior
e esquerdo. C- marcagao em vermelho de células viaveis no quadrante inferior e esquerdo,
células em apoptose tardia no quadrante superior a direita e células em necrose no quadrante
superior a esquerda. Fonte: arquivo pessoal, 2015



Figura 22 — Analise do indice apoptose e necrose em amostra obtida por DM

73

- HI0-MMEC-FRE-ARMNE SUPI-CTL 0S8
- N AT e 0B P = AP M- T M
Acrpalsiiion Dale: 2«0l 14
Y Chaber: G
. Clabed Events: 14041
Tl | s ) SelsH
3 o] b= Jead tod
= A 1 [N
e T X4 ™
[ ,- LI &1 ¥t 14
Li 15300 7 073
- Li 1o )14 o
=9
= 0 A S sk S o S—
107 it 10+ 107 i
FLI-H
- HAS-MEC-PRE-ANEX/PI-TESTE OD4
o
3 N AT
1 Fie RIG-MEC-PRE-ANEX/FPI-TESTE 004
{
- Acquisttion Date: 24-0c1-14
(=]
=13 Gate: G2
3
3 Galed Events: 12022
: Total Events: 15000
Tou
e Quad Events % Gated Total
@ " 1 R ]
] P UR 876 8.25 584
s N 12405 8847 8270
=3 - &
- LR 3 038 035
3
9 TR
3 2
).
4
a VIAVEIS AP
=
= R AR . ey
10? 10! 107 1w 104 B
FLI-H

Legenda — Imagens geradas pelo software do citbmetro de fluxo em analise de amostras
mecanicas. A- area de plotagem com os quadrantes mostrando a marcagao em verde de células
viaveis (vivas) no quadrante inferior e esquerdo. B- marcacdo em verde de células viaveis no
quadrante inferior e esquerdo, células em apoptose tardia no quadrante superior a direita e
células em necrose no quadrante superior a esquerda. Percebe-se menor populagao de CTMs
sofrendo morte celular no painel B, se comparado ao painel C da figura anterior (21). Fonte:
arquivo pessoal, 2015

No Grafico 7 pode ser observado que as doses de 1 e 3 J/cm?, na luz continua,
oriundas de DE apresentam os menores indices de apoptose e necrose. Este grafico
exibe valores correspondentes a amostra R13 (DM e DE) em primeira passagem do

experimento (P1), em todos os tratamentos, ou seja, irradiados e nao irradiados.
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Gréfico 7 - indice de apoptose e necrose em CTM, segundo o método de dissociag&o,

em 12 passagem e nas diferentes doses de irradiagao
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Legenda — Todos os tratamentos da amostra R13 em primeira passagem (P1) do experimento,
considerando também a origem (DM e DE), avaliados pelo indice de morte celular. Observa-se
inibicdo de morte por apoptose precoce e necrose em alguns tratamentos e aumento da morte em
outros. Fonte: arquivo pessoal, 2015

ApoOs a irradiagédo, no final da quarta passagem, as células foram novamente
analisadas para a determinacéo tanto da viabilidade, como dos indices de apoptose e
necrose por citometria de fluxo. O grafico 8 abaixo registra todas as analises
realizadas. A viabilidade nas amostras de DE apresentam melhor desempenho com a
irradiacdo, sendo que a dose de 1 J/cm? pulsatil e continuo determinam o maior indice
de viabilidade. Para as células obtidas por DM, a interpretacao € diferente. A irradiagcao
melhora a viabilidade quando comparada com a amostra pré-experimento, no entanto,

com a amostra ja expandida em P1, este efeito € menos evidente.
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Grafico 8 — Valore médios de viabilidade e apoptose e necrose, pds-experimento,

segundo o método de dissociagéo e tratamentos
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Legenda — Média de viabilidade e indices de morte celular no pds-experimento, considerando todos os
tratamentos estabelecidos. Observa-se uma oscilacdo desses valores nos diferentes tratamentos,
reforcando-se a inibigdo da morte para alguns e persisténcia para outros. Fonte: arquivo pessoal, 2015.

4.3.1 Caspase-3: via alternativa de morte celular

A determinacédo de morte celular pela via das caspases, em especial a caspase-
3 foi estabelecida no projeto original, no entanto, apesar de inumeros esforgos e
inclusdo de técnicas suplementares como as analises por High Content Screening,
identificou-se que a CTM-TA de rato é resistente aos indutores de morte, impedindo
desta forma a existéncia de controle positivo que confirmasse o funcionamento do teste
(Figura 23). Inicialmente foi utilizado extrato de Cdrdia ecalyculata da fragcao etérea do
método de purificagdo por cromatografia liquida, ja utilizada em CTMs humanas por
Vieira et al (2015), no qual este extrato induzia a morte das CTMs pela via das
caspases, no entanto, este resultado nao foi reprodutivel nas CTMs de rato. Diante da
dificuldade de se produzir um controle positivo foi adquirido a camptothecina

(SigmaAldrich®), sabidamente indutora de morte celular pela via das caspases. No
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entanto, apesar do uso das doses recomendadas de 1 ug/ul, ndao houve morte celular.
Optou-se entdo por aumentar progressivamente, chegando a se analisar até 5X a dose

recomendada, e mesmo assim, a morte pela via das caspases nao ocorreu.

Figura 23 — Analise de morte celular via Caspase-3, por citometria de fluxo
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Legenda — Imagens geradas pelo citbmetro de fluxo das analises de CTM de morte celular pela
via das caspases-3. Nota-se que em ambos os painéis A e B, que apresentam a populagéo
celular marcada em verde petréleo no plot e nos histogramas em roxo, ndo ha positividade de
marcacao para morte celular. Apenas alta viabilidade da amostra. Fonte: arquivo pessoal, 2015
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Diante destes resultados, foi utilizado equipamento High Content Analysis with
MetaXpress™ Software tendo como objetivo a analise da apoptose induzida pela
camptothecina pela via da caspase-3. Foram utilizados como marcadores fluorescentes

o DAPI (para nucleo) e PE Rabbit Anti-Active Caspase-3 (Figura 24).

Figura 24 - Visualizagdo dos campos pelo softaware MetaXpress® HTS

Fonte: arquivo pessoal, 2015

Trata-se de uma visualizagcdo que identifica a distribuicdo da populagcdo de

células no canal de leitura de fluorescéncia do DAPI (Figura 25).

Figura 25 — Andlise combinada de campo pelo software MetaXpress®HTS com
marcador DAPI e anti-caspase-3 marcado com ficoeritrina (vermelho)

Fonte: arquivo pessoal, 2015

Foram analisadas 24.590 células em todos os pogos da placa, sendo que a

positividade foi de 6%, com a utilizagdo de dose indutora de morte com a
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camptothecina, em que o resultado esperado era de 70-80% de morte. Os achados dos
ensaios com caspase-3 corroboram aqueles publicados por Hosseini et al (2015) em
que os autores mostram, em estudo de isquemia cerebral, que a administracéo
endovenosa de CTM-TA em rato reduz a atividade da caspase-3 e consequentemente
as células ndo morrem por essa via apoptotica. A ativagao da familia de interleukin-13-
converting enzime (ICE) inicia uma apoptose em mamifero por acdo de proteases ou
caspases. Algumas CT s&o capazes de reduzir a apoptose elo mecanismo de down

regulation de genes apoptéticos como o gene da caspase-3.

4.4 Imunofenotipagem

Para os testes de imunofenotipagem processados por citometria de fluxo, o
Software Cell Quest BD® apds o processamento da amostra delimita o gate, processa
os controles isotipicos e auto-controle, e posteriormente os testes. A Figura 26
representa uma de delimitagdo do gate, histogramas dos controles isotipicos dos trés

marcadores utilizados e a analise com a realizagdo dos histogramas.

Figura 26 - Representacao de resultado da imunofenotipagem com 6 anticorpos
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Legenda — Imagens do teste de imunofenotipagem geradas pelo software do citbmetro de fluxo. A-
populagédo de CTM selecionada para analise. B- histogramas em roxo mostrando marcagao
negativa dos controles isotipicos e autocontroles (deslocado a esquerda). C- histogramas em roxo
mostrando positividade de marcagdo para o CD71 (deslocado a direita) e negatividade de
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marcagao para os CD11b e CD45. D- histogramas em roxo deslocados a direita no CD90 e CDA44,
e a esquerda para o CD31. Fonte: arquivo pessoal, 2015

O software gera a tabela de dados que foram computados em planilha Excel
para analise estatistica. Os resultados da imunofenotipagem pelo método de Citometria
de Fluxo apresentados em grafico de barras mostra que a dissociagdo enzimatica
compromete a expressao de alguns marcadores importantes para as CTMs como
CD90 e CD44, que se expressam em indices menores. Este fato deve ser explicado

pela acao da colagenase sobre os antigenos de superficie (Grafico 9).

Grafico 9 - Imunofenotipagem com diferentes marcadores de superficie: CD71, CD11b,

CD45, CD90, CD44 e CD31, segundo o método de dissociagdo, pré-experimento
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Legenda — Imunofenotipagem realizada em todas as amostras pré-experimento, mecénicas e
enzimaticas. Observa-se a expressao dos marcadores positivos e esperados em todos. Ha maior
expressividade nas CTMs de origem mecanica. Fonte: arquivo pessoal, 2015

Bradley et al (2013) e Shen et al (2015) registram dados semelhantes. O
primeiro autor identificou a acdo nefasta da enzima sobre os antigenos de CTM com
relacdo ao CD90, lembrando que este antigeno € uma proteina glicosilada de 25-37

kDa ancorada na glicofasfatidilinositol que € uma proteina conservada na superficie da



80

membrana celular. A enzima pode atuar na glicosilagdo removendo a parte externa do
antigeno. Este dado nao esta descrito na literatura de forma contundente. Encontrou-se
apenas um artigo que aborda o fato, mas sabendo-se que este antigeno esta
relacionado com a resposta Thy-1 e o processo de imunoregulagdo da CTM, esta agao
pode comprometer a terapia celular. O segundo autor identificou o mesmo fato, com
relagdo ao marcador CD27, em amostras de intestino digeridas por colagenase. Nos
protocolos de digestdo enzimatica, o fornecedor da enzima é o mesmo utilizado neste
protocolo. O autor ressalta ainda que, apesar da enzima determinar perda de
expressao do CD27, observou-se que o percentual de expressdo do mesmo aumenta
apos 24 horas de passagem em cultura.

Conforme observado nos resultados da citometria de fluxo, foram consideradas
amostras individuais (n=5), submetidas a imunofenotipagem logo apds expansdo em
cultura, para se obter o numero adequado de células para o experimento. Este como
um todo envolveu um numero de animais maior (n=15). No entanto, tendo em vista o
alto custo dos insumos para a técnica em questdo e as necessidades de expansao de
grande numero de amostras, optou-se pela imunofenotipagem com n de 5.

Estes dados com amostras de rato apresentam resultados que corroboram os de
Cleto et al (2011) que fez a dissociacéo pelo duplo método com CTMs humanas e
observou também a menor expressdao de CD90 em CTM-TA humanas obtidas pela DE.
Gedye et al (2013) analisaram dados semelhantes afirmando que a citometria de fluxo
€ uma técnica amplamente utilizada para analisar antigenos da superficie celular em
células que tenham sido submetidas a varias manipulagbes experimentais em
laboratorio. Estas incluem o uso de enzimas, tais como a tripsinizagdo de células
cultivadas ou digestdo por colagenase, para tecidos solidos, e criopreservagao. Além
disso, € comum se fixar as células em paraformaldeido antes da analise, para reservar
as células até o momento conveniente da analise, além de eliminar riscos bioldgicos
potenciais presentes nas amostras bioldgicas, em especial as humanas. Os antigenos
de superficie celular, proteicos, sdo potencialmente vulneraveis a tais tratamentos e
podem ser afetados negativamente pela denominada digestdo enzimatica nao
especifica e/ou alterados por condicbes estressantes, como congelamento e
descongelamento. O quadro 3 representa os trés marcadores afetados pelo método de

dissociagao enzimatica com uso de colagenase tipo |. (Sigma Aldrich®).



81

Quadro 3 — Fun¢ao de marcador CD90, CD44 e CD71 e a média percentual de perda

por acéo da colagenase tipo |

‘ MARCADOR OBSERVAGAO

Imunomodulacao obtidas por DM

CD90 41,69% mais expresso em amostras

CD44 25% mais expresso em amostras
Fenbémenos intracelulares e obtidas por DM
atividade antitumoral

CD71 5-18% mais expresso em CTM
obtidas por DE

Os dados encontrados neste trabalho corroboram os de Gedye et al (2013) em
que o percentual de perda de expressao do antigeno CD90 foi de 30%. Corotchi et al
(2013) relataram em seus estudos que o uso de DE por colagenase em seu
experimento de avaliagdo da capacidade do potencial de CTMs preservou apenas um
marcador de superficie celular, o CD44, dentre 4 avaliados, apds teste com citometria
de fluxo. Além disso, observaram que a capacidade de diferenciagdo também é
dependente do método de isolamento. O presente resultado identificou maior
estabilidade antigénica no marcador CD71, visto que o CD44 teve uma perda média de
25% da expressao em relagdo ao método mecanico.

Os procedimentos de expansao celular e cultura envolveram grande parte de todo o
experimento, e algumas amostras foram contaminadas. Frente a isto, optou-se por
levar o experimento de irradiagdo com 5 amostras pareadas, no entanto as analises
finais foram processadas muito proximo da data final de entrega da tese, por problemas
inerentes a cultura celular. Para que os dados fossem analisados decidiu-se por
realizar um pool das 5 amostras do mesmo tratamento. O Grafico 10 representa a

imunofenotipagem final do pool de 5 amostras de cada um dos diferentes tratamentos.
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Grafico 10 — Imunofenotipagem (expressao dos marcadores de superficie) do pool de 5

amostras dos diferentes tratamentos
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Legenda — Imunofenctipagem realizada em todas as amostras do pds-experimento, considerando-se
todos os tratamentos estabelecidos. Nota-se a persisténcia dos marcadores positivos com alguma
diferenca ercentual na expressdo, de acordo com o tipo de dissocacéo e regime de luz. E evidente a
presenca dos marcadores negativos a CTM, com destaque para todas as amostras de origem mecanica.
Fonte: arquivo pessoal, 2015.

Observa-se que nas amostras controle que foram submetidas as passagens,
mas nao receberam irradiacdo, houve recuperagdo dos indices da média de
intensidade de fluorescéncia dos marcadores CD90 e CD44, que na avaliagao pré-
experimento apresentam-se com valores inferiores (comparar com o grafico anterior).
Este efeito pode ser pelo método de cultura em si, portanto isto pode ser um efeito
reparador nao ligado ao tratamento com LED.

E importante destacar que este teste revelou, o surgimento de caracteristicas
imunofenotipicas que nao eram presentes nas CTM pré-fenotipadas. O meio de cultura
em que as mesmas foram mantidas, neste caso, ndo era meio de diferenciagcdo, mas
sim, meio de amplificagdo de CTM. A identificacdo de marcadores especificos para
vasos (aumento da expressao de CD31) e para células dendriticas (CD11b) mostra que
luz induziu a diferenciagdo, em meio nao especifico. Isto levanta a possibilidade de

usar os principios da biofoténica em substituicdo as moléculas e meios de cultura,
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tornando os procedimentos de expansao celular mais controlaveis e menos onerosos.
De acordo com os resultados por citometria de fluxo das amostras do pds-experimento
(ultima passagem) todas as culturas de CTMs tratadas com o LED (luz continua e
pulsatil), além do controle negativo, advindas da dissociagdo mecanica, exibiram
positividade consideravel para os 3 marcadores negativos: CD31 CD11b e CD45
(Grafico 8). Sabe-se que o marcador CD31 esta associado a angiogénese, o CD11b
esta associado ao sistema imune e com a producdo de células dendriticas e o CD45 é
caracteristico marcador pan-leucocitario. Estes resultados apontam o uso do LED como
potencial ferramenta de inducdo de células-tronco comissionadas. Considerando-se
essas afirmacdes, destaca-se a importancia da contribuicdo da luz, pelo uso do LED,
como bioestimulador da expressao de marcadores de superficie de CTMs, que embora
nao sejam tipicos delas, sdo fundamentais para uso em tratamentos como regeneragao
de tecidos e terapia celular diversos.

E possivel observar ainda no grafico 8 que a Gnica amostra advinda de DM que
conservou uma marcacao negativa para o CD31 foi o controle negativo, que nao
recebeu irradiacdo pelo LED. Esse achado corrobora o resultado encontrado na
citoquimica realizada para avaliagdo da diferenciacdo condrogénica, assim como nas
demais amostras. Além disso, percebe-se que todas as amostras tratadas com LED e o
controle negativo oriundos de dissociagdo enzimatica mantém o perfil negativo de
expressao de 2 marcadores, o CD31 e o CD11b. Acredita-se que a enzima colagenase
exerceu papel danoso sobre as CTMs, descaracterizando seu perfil fenotipico de
marcadores positivos e impedindo que o LED pudesse atuar como bioestimulador

sobre as mesmas.

4.5 Dosagem de citocinas

Optou-se por dosar um conjunto de citocinas, pelo método CBA, por citometria
de fluxo: 2 marcadores pro-inflamatérios TNF, IFN y e outros 2 anti-inflamatérios IL-10 e
IL-4. Para a interpretagdo dos dados obtidos, inicialmente foi realizada a curva de
calibragao padrao mediante 13 amostras bem determinadas. Abaixo na figura 27 estao
representadas as curvas de cada um dos marcadores avaliados. As determinagdes
foram realizadas pré-plaqueamento (Quadro 4), primeira passagem (MO0-P1) e na
ultima passagem (P3-P4), ambos visualizados no quadro 5. Foram analisadas as 5

amostras dos dois métodos de dissociagao.



Figura 27 - Curva-padrao das diferentes citocinas: TNF, IFNy, IL-4 e IL-10
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Legenda — Cada uma das 4 imagens representa a curva- padrao de cada citocina analisada por
CBA (TNF, IFN-y, IL-4 e IL-10). As curvas mostram a padronizacao do kit e validagdo para analise.

Fonte: arquivo pessoal, 2015.

A técnica funcionou adequadamente, e as curvas-padrao tiveram o desempenho

esperado com doses expressas em pg/ml. As 10 analises do momento pré-experimento

(5 enzimaticas e 5 mecanicas) foram analisadas, sendo que apenas 4 mostraram

positividade de secrecado e somente para a IL-4 (anti-inflamatéria). Nao houve duvidas

sobre essas determinacdes levando em consideragcédo de que as curvas-padrao tiveram

o resultado esperado.

Quadro 4 — Determinacao de diferentes citocinas nas CTMs obtidas por DM e DE, no

pré-experimento, expresso em pg/ml, pelo método CBA Flex

Amostra TNF  IL-10 IL-4  IFNy
11 MEC Pré 0 0 0,64 0
17 MEC Pré 0 0 0,44 0

3 ENZ Pré 0 0 | 0,92 0

11ENZPré | 0 0o 1010
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No total foram processadas 10 amostras pré-experimento e outras 160 amostras
de sobrenadantes de cultura, dos pocos da placa de cultura. Destas 170 analises
realizadas, de acordo com o quadro 5, foi identificada a presenca de citocinas em 19
(11,17%) apds a primeira passagem (P1) o experimento (com o LED), e na ultima
passagem (P4). Das 19 amostras reagentes, 4 (21%) foram em amostras controle (ndo
irradiadas), o que leva a crer que o método de cultura promove, em meio apropriado,
algum grau de estimulo secretor. Em 2 amostras controle, obtidas por DM, a expressao
de IL-4 foi detectada em P1, mas ndo na P4. Em 1 amostra deste grupo de DM, a
deteccao foi apenas em P4. Apenas 1 amostra controle obtida por DE secretou IL-4 em
P1 (vide quadro 5). Das 15 amostras que sofreram irradiagdo e houve a deteccao de
citocinas secretadas no meio de cultura, 2 foram obtidas por DE. Estes dados podem
levantar a hipotese de que ndao somente ocorre a agao devastadora da enzima sobre
os antigenos de superficie da membrana celular, mas que de alguma forma estas
enzimas alteram o metabolismo celular.

O quadro 5 mostra que o TNF foi identificado em dois sobrenadantes de cultura,
na amostra R10 Mec submetida a irradiacdo pulsatil na dose de 3 J/cm?, mas néo foi
detectada no final do experimento. Outra amostra em cujo sobrenadante foi identificado
o TNF foi a R11 Mec 1 J/cm?, também luz pulsatil. Deve-se lembrar que esta citocina
age como pré-inflamatéria. O IFN-y ndo foi identificado em nenhum sobrenadante de
cultura. Das citocinas anti-inflamatérias, 3 amostras revelaram concentragbes mais
elevadas de IL-10 (duas mecéanicas e uma enzimatica) em P1 e P4. A IL-4 foi
identificada em 7 amostras apdés P1 e em outras 10 no final do experimento (P4). Este
marcador pode indicar o efeito positivo da irradiacdo sobre as CTMs cultivadas. Os
resultados obtidos podem ser justificados pelo patrimdnio genético de cada amostra, e
eventualmente com lesdes determinadas pela cultura celular, que impedem o
mecanismo secretério das células. As doses de irradiagdo que melhor sugerem efeito
bioestimulador da secregado de citocinas sdo: 1 e 3 J/lem? luz pulsatil. Contudo, algumas
amostras foram sensiveis e mostraram relevante expressividade, sendo

correspondentes as doses 5 e 10 J/cm? luz pulsatil.



86

Quadro 5 — Determinagéo de diferentes citocinas em primeira e ultima passagem nas

CTMs obtidas por DM e DE, expresso em pg/ml, pelo método CBA Flex

Primeira Passagem (N = 72) Ultima Passagem (N =72)
Rmests TNF IL-10 L4 IFN+- TNF IL-10 IL4 IFNy
10 MEC CTL 0 0 0,92 0 0 0 0 0
10MEC 1JC 0 0 0,44 0 0 0 0,64 0
10 MEC 5J C 0 0 0 0 0 0 0,44 0
10 MEC 1J P 0 0 0 0 0 0 0,92 0
10 MEC 3J P 6,64 11,34 3,38 0 0 0 0 0
11 MEC CTL 0 0 0 0 0 0 0,92 0
11MEC 1J C 0 0 0 0 0 0,44 0
11 MEC 10JC 0 2,04 0 0 0 0 0 0
11 MEC 1J P 0 0 0 0 6,64 11,34 3,38 0
11 MEC 3J P 0 0 0,92 0 0 0 1,01 0
11 MEC 5J P 0 0 0,54 0 0 0 0 0
15 MEC 5J C 0 0 0 0 0 2,04 0 0
15 MEC 1J P 0 0 0 0 0 0 0,92 0
15 MEC 3J P 0 0 0 0 0 0 0,54 0
17 MEC CTL 0 0 0,44 0 0 0 0 0
17 MEC 10J P 0 0 0 0 0 0 0,31 0
3ENZ CTL 0 0 0,92 0 0 0 0 0
3 ENZ 10J P 0 0 0 0 0 0 0
10 ENZ 5J P 0 0 0 0 0 13,62 0 0
TOTAL 1 3 7 0 1 3 10 0

Legenda — Resultados das amostras analisadas para detecgao de citocinas secretadas. Nota-se
supremacia das amostras de origem mecanica e maior secregao de citocinas no regime de luz
pulsatil. Fonte: arquivo pessoal, 2015

Segundo Linero e Chaparro (2014) a secregao de fatores bioativos pelas CTM
desempenha um papel critico na modulagcdo de processos inflamatérios, na
imunorregulacédo e na diferenciacdo das células. Esses fatores, dentre eles as
citocinas, podem ser coletados no que tem sido chamado de meio condicionado que,
quando infundidos em protocolos clinicos de modelos animais, tem resposta
terapéutica em diferentes doencgas, efeitos estes semelhantes aos exercidos pelas
células, aumentando o processo de reparacéao tecidual em infarto agudo do miocardio,
por exemplo, além de fator neuroprotetor bem estabelecido e dos efeitos de

remodelamento tecidual no caso de feridas cronicas.

4.6 Potencial de diferenciagao: trilinhagem

As culturas de CTM destinadas ao experimento, foram submetidas as 3

diferenciagdes preconizadas no trabalho: adipogénica, osteogénica e condrogénica. A
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partir desses resultados positivos e esperados para as 3 diferenciagcbes, conforme
observa-se nas figuras 28 e 29, comprovou-se mais uma caracteristica tipica das

CTMs, assim como comprovado na imunofenotipagem.

Figura 28 — Diferenciagdes adipogénica e osteogénica das CTMs pré-experimento

Diferenciagdes das culturas — Pré-experimento - MO0

Apds 7 dig‘s
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Legenda — A e D- cultura controle (ndo induzida a diferenciagcdo) com pequenas goticulas de lipideo. B-
cultura induzida a adipogénese com algumas formagdes lipidicas. E- cultura ja induzida a adipogénese
com formacgao nitida de capsulas de vesiculas de lipideos corados em vermelho. C- cultura induzida a
osteogénese com deposi¢des iniciais de calcio. F- cultura ja diferenciada em ostedcitos, com grande
volume de deposicado de célcio (trabécula 6ssea) corada em vermelho. Todas as formagbes encontradas
estdo apontadas pela seta em vermelho. Fonte: arquivo pessoal, 2015

Todas as amostras que foram submetidas a diferenciacdo, responderam
positivamente a indugdo sem grandes diferengcas entre as amostras no momento pré-
experimento. Apds 7 dias de cultura, no pogo controle sdo observados os aspectos da
aderéncia e dos prolongamentos fibroblastéides além de raras goticulas de lipideos
(ponta da seta). Na diferenciagdo osteogénica, em meio de cultura especifico, ja séo
observados os pequenos depdsitos de calcio e uma discreta formagao trabecular. Com

14 dias, estas evidéncias sao nitidas e intensificadas, sendo que no pogo controle,
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mantido com meio de cultura DMEM-F12 aditivado, os depodsitos de goticulas de
lipideos nao sao tao evidentes. Em contrapartida, no pogco que recebeu meio de cultura
especifico sdo observados adipécitos com grande quantidade de lipideos empacotados
no citoplasma (ponta da seta). Enquanto que na diferenciacdo osteogénica houve
deposi¢cdo de calcio e na condrogénica houve produgdo de colageno tipo |. Na

diferenciagdo condrogénica pré-experimento, foi realizada técnica por citoquimica.

Figura 29 — Fotos com as diferencia¢des das culturas de CTM

Diferenciagdes condrogénicas — Pré-experimento - MO
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Legenda — A- cultura de CTMs de DM diferenciada em condrdécitos, com marcagéo do nucleo celular
corado por HE (seta vermelha). B- marcagdo de nucleos isogénicos de CTMs de DM corados por
Alcian Blue delimitados pelo contorno em vermelho. C e D- CTMs de DE ndo mostram coloragao por
HE e Alcian Blue dos nucleos de condrécitos e nucleos isogénicos, além de formgédo de area de
necrose em roxo. Fonte: arquivo pessoal, 2015

Conforme visualizado na Figura 29, observa-se amostra obtida por DM em que
0s nucleos (ponta da seta) sao visiveis e inumeros, corados por HE. Na coloragao por
Alcian Blue®, podem-se identificar a formacdo de nucleos isogénicos roseo-
avermelhados tipicos (grupos isogénicos) da cartilagem, com halo claro perinuclear

(contorno circular vermelho). Nas laminas das células obtidas pelo método enzimatico,
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sdo observadas raras células com nucleo e poucos agrupamentos isogénicos. Nas

diferenciagées condrogénicas com CTM obtidas por DE outro fato persistente foi

identificado: algumas areas contendo lise/necrose celular (ponta da seta). Esse dado

pode estar relacionado com aqueles encontrados na citometria de fluxo com indice de

apoptose superior nas células por DE, comprometendo, portanto, essa diferenciagao.

No pos-experimento, foi realizada nova inducdo as diferenciagdes adipogénica e

osteogénica (figura 30) com intuito de se comprovar a permanéncia desta caracteristica

importante das CTMs e, além disso, estabelecer comparacdes entre os tratamentos do

experimento, considerando LED luz continua, LED luz pulsatili e controle, todos

provenientes de DM e DE.

Figura 30 — Fotos com as diferencia¢cdes das CTMs pos-experimento com LED

Diferenciacdes das CTMs — Pés-experimento
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Aumento 10X em todas as imagens

Legenda — A e D- culturas de controles (ndo induzidas a diferenciagdo adipogénica e osteogénica).
B e C- culturas de CTMs com marcagdo em vermelho da adipogénese, evidenciando as vesiculas
de lipideo encapsuladas. E e F- culturas de CTMs diferenciadas m ostedcitos, marcados em
vermelho, pela deposicao do calcio (imagem F mostra a formagédo da trabécula ésea). Fonte:
arquivo pessoal, 2015
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A figura 30 mostra imagens das culturas destinadas as 2 diferencia¢des
mencionadas acima, além do préprio controle do teste. E possivel visualizar a
diferenciacdo adipogénica confirmada pela formagdo de vesiculas de lipideo e
osteogénica pela deposicéo de calcio em cultura.

Desse modo, criou-se um perfil descritivo comparativo entre os tratamentos e
foram estabelecidos padrbes distintos da potencialidade de diferenciagcdo das CTMs,
ou seja, se houve aumento ou reducdo desse potencial perante a agdo dos LEDs
(Quadro 6). Deste modo, fez-se uso de uma avaliagdo dos tratamentos baseada em
escores pontuados de 0 a 100, dependendo da presenca/auséncia de caracteristicas
consistentes de diferenciacdo e da quantidade em area das mesmas. O quadro 6
mostra as pontuacdes em escore de cada tratamento advindo de cada dissociacao:

mecanica e enzimatica.

Quadro 6 — Comparacgao dos potenciais de diferenciagdao em escore de 0 a 100

Andlise Descritiva das Diferenciagées Adipo/Osteogénica Pds-experimento
Tratamento | Adipogénica | Osteogénica Tratamento | Adipogénica | Osteogénica
Mec CTL - 10 80 Enz CTL - 25 80
Mec 1J C 35 37,5 Enz1JC 10 30
Mec 3] C 40 30 Enz3JC 35 55
Mec5J C 45 27,5 Enz5JC 40 50
Mec 10J C 65 50 Enz 10J C 25 90
Mec 1J P 20 65 Enz1J P 25 85
Mec 3J P 37,5 80 Enz3JP 20 85
Mec 5J P 37,5 75 Enz5J P 30 35
Mec 10J P 35 80 Enz 10J P 30 85
Média 35,7 65,7 Média 26,6 66,1

Legenda — Pontuagao por escore (0 a 100) do nivel percentual de CTMs que se diferenciaram
em adipdcitos e ostedcitos no pré-experimento, considerando todas as amostras enzimaticas e
mecanicas. Fonte: arquivo pessoal, 2015.

De acordo com o quadro 6, nota-se que houve inibicdo da adipogénese tanto
nos tratamentos de DM quanto nos de DE. Os melhores tratamentos para essa
diferenciagdo foram nas doses de 10 J/m? (DM) e 5 J/cm? (DE), ambas luz continua. Ja
para a osteogénese, o resultado foi contrario, mostrando clara indugcao da deposicao de

calcio pelas CTMs na maioria dos tratamentos de ambas as origens: DM e DE. O
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controle negativo (n&o irradiado) teve diferenciacdo osteogénica consideravel e o
regime de luz pulsatil se sobressaiu com relagéo a luz continua, tanto para culturas de
origem mecanica quanto de origem enzimatica. Os numeros destacados em vermelho
representam os tratamentos que mais mostraram diferenciacido em cultura.

A seguir, os graficos 11 e 12 mostram os diferentes escores de potencialidade
de diferenciagdo adipogénica e osteogénica das CTMs advindas dos tratamentos com
LED, considerando a DM e DE. E possivel observar de acordo com o grafico 11 que o
tratamento com a dose de 10 J/cm?, sob luz continua apresentou maior escore (indice)
de diferenciagdo adipogénica e que para a osteogénica, foram os tratamentos controle
3, 5 e 10 Jicm?, sob luz pulsatil, no entanto ressalta-se que ha um efeito da luz
continua, que em baixa dose parece ser bioinibitéria da diferenciagéo osteogénica, com
tendéncia a crescimento a partir de 10 J/cm? luz continua. Experimentos adicionais
com doses mais elevadas podem comprovar que ha correlacdo direta entre a dose

mais alta e a diferenciagao ossea.

Grafico 11 — Escore das diferenciagbes adipogénica e osteogénica advindas de

Dissociacdo Mecanica - pés-experimento
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Legenda — indice em escore (0 a 100) da quantidade de CTM que mostrou resultado positivo
para a diferenciagdo adipogénica (coluna em azul) e osteogénica (linha em vermelho) no pos-
experimento. Essas amostras sdo de origem mecanica. Fonte: arquivo pessoal, 2015.
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Ja no grafico 12, que mostra as amostras advindas de DE, nota-se aumento da
potencialidade adipogénica em 3 e 5 J/cm? luz continua, enquanto que na osteogénica
mais tratamentos tiveram bom desempenho nesta diferenciagdo, sendo eles: controle
negativo, 10 J/cm?luz continua (o melhor deles), 1, 3, 5 e 10 J/icm? luz pulsatil. Pode-se
inferir que o LED, teve participagdo benéfica significativa para os tratamentos
irradiados, gerando aumento da capacidade de diferenciagdo. Em contrapartida, dois

controles negativos também mostraram bons desempenhos para este teste.

Grafico 12 — Escore das diferenciagdes adipogénica e osteogénica advindas de
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Legenda — indice em escore (0 a 100) da quantidade de CTM que mostrou resultado positivo
para a diferenciacéo adipogénica (coluna em azul) e osteogénica (linha em vermelho) no pés-
experimento. Essas amostras sao de origem enzimatica. Fonte: arquivo pessoal, 2015.

Froelich et al (2013) mostraram em seu estudo a preservacdo da capacidade
das CTs no potencial de diferenciagao trilinhagem adipo, osteo e condrogénica, desde
o inicio até o fim de expansao in vitro prolongada. Esses dados corroboram os
achados, no entanto, acdo do LED favoreceu esse potencial, mostrando diferencas
significantes entre os tratamentos, assim como do controle, que nao deixou de exibir as
diferenciagdes tipicas da CTM. As amostras do pos-experimento destinadas a

diferenciagao condrogénica foram finalizadas em cultura com meio indutor especifico e
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processadas por citoquimica (corantes HE e Alcian Blue). Nas figuras a seguir, 23 e 24,
€ possivel observar a confirmacdo da diferenciacdo das CTMs em condrocitos e
nucleos isogénicos, que correspondem a uma fase intermediaria/antecessora para a
formagao dos condrocitos.

De acordo com a figura 31, pode-se observar a marcagéo dos inumeros nucleos
de condrdcitos corados em HE, além da formacao células de tecido adiposo e vasos
sanguineos (capilares), que podem ou ndo ser esperados para esta diferenciagao

especifica e que provavelmente estdo associados ao efeito da luz (LED).

Figura 31 — Fotomicrografias de laminas histolégicas evidenciando a diferenciacéo

condrogénica e outras formacdes

‘)-‘:v\-\ 1‘ ~ il -
- - - b AL N
Legenda — (A) formacao de adipdcitos aglomerados (seta vermelha) e presenga de muitos nucleos
de condrocitos marcados por HE (seta azul); (B) formagao de vaso sanguineo bem representado
pelos tipicos nucleos de endotélio achatados e alongados na periferia do vaso; (C) visualizagao de
nucleos epiteliais (seta vermelha) constituindo a formagédo de uma epitelizagdo endotelial periférica
do corte histolégico. (D) visualizagéo da epitelizagédo endotelial periférica em menor aumento.
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Ainda na figura 31, observa-se que houve em alguns tratamentos, com e sem
exposi¢cao ao LED, a formagdo de uma epitelizagdo endotelial periférica dos cortes
histolégicos, que também podem estar associados a agdo do LED. Houve evidente
producéo e secrecao pelos condrécitos de matriz extracelular constituida por colageno
tipo Il, além de equilibrio em numero de estruturas como nucleos isogénicos e
condrécitos, que assim asseguram a boa qualidade e resisténcia da cartilagem a ser
formada.

Ja na figura 32, pode-se observar que houve formagéo concomitante a do tecido
cartilaginoso, de fibras musculares e tecido nervoso encapsulado ou ndo. E evidente,
conforme as estruturas observadas na imagem A da figura 32, que existe indicios
consistentes da presenca do perineuro, estrutura que envolve o nervo, e células do
tecido nervoso internas a ele, constituindo uma massa celular densa e envolvida em
matriz, para a confirmacgao inequivoca desta hipotese, ha a necessidade de aquisi¢ao
de anticorpo especifico para imunohistouimica (S100). Em outros cortes histologicos foi
observada a presencga de tecido adiposo. Todas essas estruturas e formagdes foram
encontradas nos experimentos da diferenciagdo condrogénica induzida por meio
especifico. A formacéo de estruturas nao previstas deve se relacionar com a acédo da
luz,que fez com que a CTM fosse bioestimuladas por outra via, que nao a
condrogénica. A luz, neste momento, apresentou efeito inédito e de extrema
importancia para os estudos relativos as células-tronco mesenquimais com foco em
terapia celular. Uma vez que a luz emitida em 630 nm foi capaz de induzir a formagao
de diferentes tecidos do organismo, pode contribuir positivamente para a medicina
regenerativa e abrir caminho para outras linhas de pesquisa que associam a

biofoténica a medicina regenerativa, eventualmente sem a adicdo de meio indutor.

O quadro 7 foi elaborado para que se pudesse quantificar a presenca de todas
as estruturas (esperadas ou nao) encontradas na analise cortes histolégicos realizados.
Essa quantificagdo se deu pela pontuagcdo de cada tratamento do experimento
(considerando os 2 regimes luz, as 4 doses aplicadas, o controle negativo e 0 método
de dissociacdo empregado) por escore. Deste modo, pode-se avaliar o tipo de
tratamento relacionando com o resultado encontrado. Foram avaliadas, portanto, a
presenca de condracitos, nucleos isogénicos, vasos sanguineos, adipdcitos, nucleos de
condrécitos corados em HE, necrose celular, epitelizagao endotelial periférica e outras

formacoes.
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Figura 32 - Fotomicrografias de laminas histologicas evidenciando a diferenciacéo

condrogénica, formagao de cartilagem e outras estruturas

Legenda — (A) formacado de tecido nervoso (nervo) com caracteristicas tipicas representadas
pela membrana externa ou perinervo (seta amarela) e endoneuroffibras nervosas (seta
vermelha); (B) formag&o de fibras musculo liso entremeadas aos condrécitos (seta vermelha),
podendo ser observado seus nucelos periféricos; (C) constituicdo de cartilagem hialina
delimitada (seta vermelha) bem definida pela imagem; (D) visualizagdo do corte histoldgico
evidenciando a presenca de muitos condrécitos maduros com nucleo bem corado e citoplasma
grande (seta vermelha), nucleos isogénicos (seta amarela) precursores dos condrécitos com 2
ou mais nucleos (seta amarela) e presenga de matriz extracelular secretada pelo condroécito.
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Quadro 7 — Avaliagdo do potencial de diferenciacdo por Escore (0 a 5 pontos) das
amostras do pos-experimento induzidas a diferenciacdo condrogénica

Avaliacao por Escore das amostras pos-experimento induzidas a condrogénese

Tratamento | Condrécito/ Vaso Adipécito | Nucleos | Necrose Epitélio Outra
nucleos sanguineo (HE) endotelial | formagao
isogénicos periférico
Mec CTL- 4 0 2 3 Nao Sim C. hialina
Mec1J C 2 0 2 3 Nao Nao -
Mec 3JC 3 0 1 2 Sim Nao -
Mec 5J C 2 1 2 2 Nao Nao C. hialina
Mec 10J C 5 2 3 3 Nao Nao -
Mec 1J P 2 2 3 3 Sim Nao C. hialina
F. nervo
Mec 3J P 4 2 4 3 Nao Nao C. hialina
Mec 5J P 2 2 1 3 Nao Sim M. liso
C. hialina
Mec 10J P 4 2 3 3 Sim Nao e elastica
Total 27 11 21 25 - - -
Enz CTL- 3 2 5 1 Nao Nao C. hialina
Enz1JC 1 1 2 2 Nao Nao F. nervo
Enz3JC 1 2 4 1 Nao Nao F. nervo
Enz5J C 3 0 1 1 sim Nao | & Mialina
F. nervo
. . C. hialina
Enz10J C 5 0 1 1 Nao Nao F nervo
Enz1J P 1 1 2 1 Sim Nao F. nervo
Enz3JP 2 1 2 3 Nao Nao F. nervo
Enz 5J P 3 0 1 1 Sim Nao F. nervo
, . C. hialina
Enz10J P 1 1 3 2 Sim Nao
F. nervo
Total 20 8 21 11 - - -
) . . C. hialina
CEIr_\ztE(s:te 0 0 0 2 Néo Nao F. nervo
) . . C. hialina
Céhztils;e 2 0 1 3 Néo Nao F. nervo
C o teste 3 0 0 3 N&o sim | F.nervo
ClL-teste 2 1 2 3 N&o sim | F.nervo

Legenda — Indices em escore (0 a 5) para determinar a quantidade de CTMs que se diferenciaram
positivamente em condrdcitos e nucleos isogénicos, considerando todos os tratamentos do experimento.
Além, disso, pontuou-se a presenca de formacgdes celulares/teciduais extras, como vaso sanguineo,
adipdcitos, midcitos e células dendriticas e de Schwann. HE: hematoxilina e eosina; LC: luz continua; LP:
luz pulsatil; C. hialina: cartilagem hialina; F. nervo: formagao de nervo; M. liso: musculo liso.
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Com base nos resultados de avaliagcdo apresentados no quadro 7, todos os
tratamentos do experimento exibiram resposta positiva para a diferenciagao
condrogénica das CTMs, assim como o controle negativo do teste, sendo esta ultima
categoria a que menos apresentou formagdes teciduais e celulares extras. Ressalta-se
que a diferenciagdo condrogénica foi, de certa forma, inibida, embora presente, por
haver formacdo de outros tecidos e estruturas que ndo eram esperados para esta
situacao.

De fato, as CTMs oriundas de DM mostraram melhor desempenho (pontudos em
escore) para as caracteristicas deste teste, que incluem formacédo de condrécitos e
nucleos isogénicos. Ademais, as formagdes de vaso sanguineo, adipdcitos e presenga
de nucleos marcados em HE também se mostraram mais elevadas em numero nas
CTMs de DM, se compradas as de DE. As formagdes de cartilagem hialina e elastica
foram exibidas nas CTMs de ambas as dissociacdes. No entanto, as CTMs de DM na
dose 5 J/cm? apresentou formacgdo de fibras musculares. A formacdo de tecido
nervoso foi mais visualizada nas amostras de CTM provenientes de DE do que na de
DM.

Estudos recentes relacionados a acdo da luz do LED na formacdo e/ou
regeneragcao de tecido nervoso tem sido crescentes e trouxeram resultados
importantes. Foi descrito que LEDs entre o 600 nm (luz vermelha) e préximo ao
infravermelho mostraram a promoc¢ao do metabolismo oxidativo mitocondrial. Além
disso, a irradiacdo com LED foi propicia € melhorou a regeneragdo nervosa e
aumentou os niveis de antioxidagdo na camara fluida formada (ISHIGURO; IKEDA;
TOMITA, 2010).

Pode-se concluir que o tratamento com luz, independentemente do regime, n
presenga de meio condrogénico, na técnica de biomassa tipo pellet, houve a inibicao
da condrogénese, de forma mais expressiva nas amostras obtidas por DE, e por outro
lado, houve a indugao da formagao de tecidos ndao esperados, em especial a formagao
de feixe nervoso. O aparecimento de adipécitos na cultura, também nao era esperado,
mas é um tipo celular que ocorre sempre que as condigbes de cultura ndo estao

satisfatorias.
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4.7 Teste do Cometa: indice de genotoxicidade

Este teste possibilitou encontrar resultados que designaram ocorréncia de
genotoxicidade (danos no DNA) nas células investigadas, em determinados
tratamentos, sendo, possivelmente, modificacbes como quebra de fita simples de DNA,
fita dupla e de sitios alcali labeis, (SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 2003, p. 201-
223). Em contrapartida, foram identificados resultados positivos no que diz respeito ao
reparo de dano contra o dano em estudo pela agdo do LED em alguns tratamentos.

A analise dos cometas (nucledides) foi conduzida de acordo com o manual
técnico “In vivo and In vitro mammalian alcaline comet assay”, elaborado pela
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD, 2014). Foram
analisados 50 nucledides por lamina, sendo todos os tratamentos e grupos feitos em
duplicata. O parametro principal utilizado foi: intensidade da cauda (tail intensity).
Foram analisadas 4 amostras de CTM-TA obtidas por DM e outras 5 por DE
provenientes do pré-experimento. Ja do momento pds-experimento, foram analisadas
17 amostras, provenientes de 17 tratamentos diferentes de acordo com o experimento
(Controle negativo, exposi¢cao a luz continua e a luz pulsatil). Reforca-se ainda a
analise concomitante dos controles positivos de cada amostra (tratamento) com
peroxido de hidrogénio. A figura 33 abaixo representa as imagens de nucledides
geradas pelo Software Comet Assay IV. Os dados obtidos foram comparados entre si
utilizando o teste de ANOVA Ranks ou Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Tukey. O
nivel de significancia adotado foi o de p < 0,05.

Em virtude da realizagao do teste de apoptose e necrose celular por citometria
de fluxo com os kits de anexina V e iodeto de propideo, ndo foi considerada dentro da
contagem de nucledides nas laminas do teste do cometa a presenca de “hedgehogs’,

que indicam morte celular, embora tenham sido visualizadas.
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Figura 33 — Imagens de nucleoides geradas pelo software Comet Assay IV

Aumento 10X

Legenda — Imagens de nucledides visualizadas em microscopio com fluorescéncias. Nota-se que ha
diferencas de comprimento de cauda e fluorescéncia/concentracdo de fragmentos de DNA. Os
nucledides presentes sdo de amostras variadas (DM e DE) e serviram apenas como exemplo de
ilustracdo. Fonte: arquivo pessoal, 2015

O tail intensity € um parametro que mensura a quantidade de fragmentos de
DNA presentes na cauda dos cometas. E um dos parametros mais utilizados, pois
apresenta maior amplitude na deteccao do que o comprimento da cauda, aumentando
mesmo que o comprimento da cauda atinja seu valor maximo (Olive et al, 1990). Os
Graficos 13 e 14, mostram os resultados encontrados do pds-experimento apds analise

das laminas de cada tratamento (9 de DM e 9 de DE), considerando-se p<0,05.
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Grafico 13 — Resultados estatisticos dos valores da intensidade da cauda pré-experimento

Tail Intensity - pré-experimento
100

90

Unidades arbitrarias

Mec Mec Mec Mec Mec EnzR1 EnzR2 EnzR3 Enz Enz Enz
R2 R10 R11 R15 CTL+ R10 R11 CTL+

Legenda — Valores percentuais da intensidade da cauda (tail intensity) de todas amostras de
CTM do pré-experimento. O dano de DNA, segundo o teste do cometa, revelou menores
danos nas amostras de origem enzimatica. Fonte: arquivo pessoal, 2015.

Grafico 14 — Resultados estatisticos dos valores da intensidade da cauda pds-experimento

Tail Intensity - pds-experimento
90

Unidades arbitrarias

Legenda — Valores percentuais da intensidade da cauda (tail intensity) de todos os tratamentos
do poés-experimento. O dano de DNA, segundo o teste do cometa, revelou menores danos, ou
reparo de danos, nas amostras submetidas as doses de 5 Jiecm? luz continua, de DM e DE..
Fonte: arquivo pessoal, 2015.
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De acordo com os resultados do grafico 12 (A), de todas as amostras pré-
experimento analisadas, apenas 3 (destacadas pela estrela vermelha) apresentaram
valor reduzido de ftail intensity (mais acentuado em R3 Enz), portanto, menor
genotoxicidade, destacando-se que as 3 sdo oriundas de DE. E possivel notar que as
outras 6 amostras obtiveram valores acima de 50 e identificados, portanto com
consideravel genotoxicidade quanto a fail intensity. Reforga-se mais uma vez a
interferéncia de agentes quimicos e fisicos do processo de cultura celular e obtengéo
de tecido adiposo que influenciam na estabilidade e preservacao do conteudo nuclear
Em contrapartida, as amostras R2 e R11 Mec mostraram valor de tail intensity elevado,
maior que o controle positivo, indicando maior genotoxicidade.

No pods-experimento, as CTMs que receberam as doses de 5 Jicm? de luz
continua, ambos de DM e DE, os valores de tail intensity mostraram-se
significativamente mais reduzidos do que qualquer outro tratamento (foram marcados
com estrela vermelha). O tratamento de 10 J/cm? de DM revelou danos mais reduzidos.
Isso sugere que essa dose de irradiagdo proporcionada pelo LED atuou na
bioestimulagao levando a célula ao reparo de danos.

Ja as CTMs tratadas com as doses de 3 J/cm? luz pulsatil de DM e 3 J/cm? luz
continua de DE revelaram os valores mais altos de ftail intensity, sendo considerados
com mais danos ao DNA revelando o potencial genotdxico desta dose. Além disso, é
interessante ressaltar que o tratamento de 3 J/cm? luz continua de DE mostrou danos
significativamente superiores ao controle positivo. Os outros 5 tratamentos que
receberam marcagdo com estrela vermelha, sendo eles 1 e 10 J/cm? luz continua de
DM, 10 J/cm? luz continua, 3 e 10 J/cm? luz pulsatil de DE também mostraram valores
relativamente menos danosos, abaixo de 50. E importante destacar novamente que os
2 controles negativos nao irradiados (DM e DE) tiveram resultados superiores a maioria
dos tratamentos do experimento , levando a hipotese de que a luz foi capaz de
bioestimular a células levando-a ao reparo de danos reversiveis de DNA.

Estudo recente mostra a importancia do teste do cometa como base de
seguranga para culturas de CTs com foco em terapias, com a necessidade da
avaliacao de danos de DNA (quebra de fita simples) cumulativos ou ndo. Neste estudo
nao houve aumento significativo destes danos apés longo tempo de expansao in vitro.
Soma-se a isso, a irrelevancia de outros fatores quimicos e fisicos associados a cultura
como nao interferentes na causa de danos de DNA. Reforgca-se a necessidade de
implementar este teste em estudos de CTs, como as CTMs (FROELICH et al, 2013).
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Como ha poucos estudos na literatura tratando de CTMs de rato em cultura sob
acao do LED, os resultados deste trabalho evidenciam a importancia da acédo da luz
como indutora de reparo celular ap6s cultura prolongada. Por se considerar um estudo
de carater inédito, toma-se como base para estudos futuros com danos de DNA em
culturas de CTMs de espécies diferentes para terapias especificas. A deteccdo de
danos é importante para se estabelecer a proposta de implementacio deste teste como
indicador da viabilidade e qualidade destas células dentro da medicina regenerativa.

Além disso, evidencia-se a importancia da acdo do LED sobre as culturas de CTM.

4.8 Teste do Micronucleo: indice de mutagenicidade

Com base no teste do MN com citocalasina B para este estudo realizado in vitro,
pode-se avaliar o potencial mutagénico (nivel cromossémicos) do LED de 630 nm e
seus possiveis mecanismos de acgao/efeitos sobre as CTMs de rato (SALVADORI;
RIBEIRO; FENECH, 2003, p.201-223). Na figura 34, imagens microscopicas das CTMs

apos o teste e variedades com relagédo ao numero de nucleos e danos avaliados.

Figura 34 — Fotomicrografias mostrando CTMs apds teste do micronucleo

Legenda — Imagens de microscopio de luz das CTMs: (A) mononucleada; (B) binucleada com 1 MN; (C)
trinucleada; (D) multinucleada; (E e F) binucleada com 1MN; (G) sobreposi¢cdo de 2 células (uma
binucleada); (H) binucleada com BN; (I) binucleada com PN. As setas vermelhas indicam formagdes e
correspondem aos danos de DNA, como MN, PN e BN. Aumento de 40X. Fonte: arquivo pessoal, 2015
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De acordo com a analise da tabela 5 (pré-experimento) observa-se que o
numero de células binucleadas com 1 micronucleo se manteve significativamente
indiferente (entre os tratamentos MEC e ENZ) apds a amplificagdo das culturas até 42
passagem. Considerou-se que fatores como a tripsinizagdo, a exposi¢céo a luz e os
momentos de retiradas das placas para manipulacbes sido suficientes para causar
danos mutagénicos irreversiveis. Além disso, € possivel observar a boa qualidade dos
controles positivos, que causaram maior presenca de 1 ou mais micronucleos, pontes
nucleoplasmaticas (PN) (rearranjos cromossdmicos que envolvem centrémeros ou
cromatides migrantes para os polos opostos) e brotos nucleares (BN) (representativos

de amplificagdo génica) nas células binucleadas.

Tabela 5 — Resultados da analise dos tratamentos do pré-experimento — Mec e Enz

Anadlise das Laminas de Micronucleo - Pré-experimento

Amostra 1MN 2MN 3MN 4MN PN BN Binucleadas Total de células

MEC - R2 9 2 0 0 8 1 980 1000
MEC - R10 6 1 0 0 5 1 987 1000
MEC - R11 11 3 1 0 2 1 982 1000
MEC - R15 13 1 0 0 8 2 976 1000
MEC - R17 9 0 0 0 3 1 987 1000
Média MEC 9.6 14 0.2 0 52 1.2 982.4 1000

Média CTL+ 30 2 0 0 13 1 954 1000

ENZ -R1 10 2 0 0 10 3 975 1000

ENZ - R2 14 1 0 0 5 7 973 1000

ENZ - R3 7 0 0 0 5 0 988 1000
ENZ - R10 3 0 0 0 5 1 991 1000
ENZ -R11 14 0 0 0 13 2 971 1000
Média ENZ 9.6 0.6 0 0 76 2.6 979.6 1000

Média CTL+ 37 3 0 0 15 0 945 1000

Legenda — Amostras pré-experimento avaliadas pelo teste do MN, para caracterizagdo e quantificagdo
de dano de DNA. Avaliou-se presenga de micronucleo, ponte nucleoplasmatica e broto nuclear, nao
havendo diferenca significante entre as CTMs de DM e DE. Fonte: arquivo pessoal, 2015.

Levando em consideragdo os resultados encontrados para ponte nuclear,
observa-se que amostras R2 Mec, R15 Mec, R1 Enz e R11 Enz apresentam numeros
mais elevados das mesmas. SALVADORI et al. (2003, p.201-223) descrevem as
pontes nucleoplasmaticas como biomarcadores de instabilidade gendmica e que
parecem ser resultantes de rearranjos cromossémicos, envolvendo Cromossomos

dicéntricos, que possuem mais de um centrébmero
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Considerando-se a tabela 6, correspondente ao pds-experimento, € interessante
notar que as CTMs que receberam as doses de 1 J/cm? continuo e pulsatil de DM e 1
Jicm? pulsatil de DE apresentaram danos elevados, em relagéo ao controle, no que diz
respeito a maior presenca de células binucleadas com 1 MN, levando a hipétese de
que a agao da luz nestas doses induziu a mutagénese. Além delas, a dose de 3 Jicm?
de DE, também mostrou aumento dessa mesma caracteristica de dano (1
MN/binucleada) se comparados aos outros tratamentos. Outra observagao importante
revelada apds as analises foi a presenca elevada de pontes nucleoplasmaticas (13) no
tratamento controle negativo (que nao recebeu irradiagdo pelo LED) oriundo de DE,
quando comparada aos outros tratamentos de DE pds-experimento, evidenciando o

dano causado pelo método de DE.

Tabela 6 — Resultados da analise dos tratamentos pds-experimento — Mec e Enz

Analise das Laminas de Micronucleo - Pos-experimento
Amostra 1IMN 2MN 3MN 4MN PN BN Binucleadas Total de células

MEC - CTL - 5 1 0 0 6 1 987 1000
MEC-1JC 15 3 0 0 5 5 971 1000
MEC-3JC 5 2 0 0 8 2 983 1000
MEC-5JC 4 0 0 0 6 3 987 1000
MEC-10J C 6 2 0 0 7 4 981 1000
MEC-1P 15 0 0 0 3 1 981 1000
MEC-3JP 6 1 0 0 2 0 991 1000
MEC-5J P 7 1 0 0 2 1 988 1000
MEC-10J P 4 0 0 0 3 0 993 1000
MEC - CTL+ 26 13 1 0 13 2 952 1000
ENZ - CTL - 5 1 0 0 13 3 978 1000
ENZ-1JC 3 0 0 0 4 3 987 1000
ENZ-3JC 9 1 0 0 2 0 988 1000
ENZ-5JC 2 0 0 0 2 0 996 1000
ENZ-10JC 6 1 0 0 2 4 987 1000
ENZ-1JP 12 1 0 0 4 4 978 1000
ENZ-3JP 6 1 0 0 5 1 985 1000
ENZ-5JP 0 0 0 5 0 991 1000
ENZ-10JP 5 0 0 0 6 2 987 1000
ENZ - CTL + 30 11 2 0 14 5 935 1000

Legenda — Tratamentos pos-experimento avaliados pelo teste do MN, para caracterizar e quantificar
dano de DNA. Avaliou-se presenga de micronucleo, ponte nucleoplasmatica e broto nuclear, havendo
auséncia de protecao celular pelo LED nas CTMs submetidas as doses de 1 Jicm? luz continua e
pulsatil. Nota-se aumento das PNs na amostra CTL (nao irradiada). Fonte: arquivo pessoal, 2015.
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A analise da técnica de MN mostrou que na dose 5 J/cm? luz continua e pulsatil
ocorreu a diminuicdo da presencga de MN, levando a hipotese de que neste caso a luz
poderia ter uma agéo preventiva de danos irreversiveis, ou seja, ela poderia induzir um
efeito protetor nas células impedindo que outras agressdes pudessem determinar a
mutagénese. Contraditoriamente, na dose de 1 J/cm? luz continua (DM) e pulsatil (DM
e DE), determinaram lesdes irreversiveis do DNA (mutagénese). Essas lesdes podem
estar relacionadas a tumorigénese. Para comprovar este efeito ha que ser realizado o
experimento de inje¢do destas células em animal nude (sem imunidade).

Ressalta-se que os resultados deste trabalho, quando englobadas as analises
do pré e do pos-experimento, evidenciam, de forma consistente, maior ocorréncia de
pontes nucleoplasmaticas, que estdo associadas a translocagao génica, em relagéao a
brotos nucleares, que estdo associados a um aumento da expressao génica. Tais
achados, para experimentacao in vitro com ratos sao inéditos diante da literatura, uma
vez que este trabalho englobou muitos indicadores biolégicos para cultura associada
ao uso do LED. Os trabalhos encontrados ndo abordam conteudo relacionado a cultura
de células-tronco de rato, mas sim o uso da técnica do MN como ferramenta
auxiliadora na investigacao e avaliagdo da instabilidade génica em prol de terapias e
para pesquisa em medicina regenerativa.

O estudo de Uno et al (2015) aborda o uso da técnica do MN em tecidos de
roedores (figado, epitélio do cdélon e intestino, pele, bago, pulméao, estdmago, bexiga,
mucosa bucal, vagina, e tecido fetal e neonatal) como ferramenta de detecgao viavel e
confiavel de aberragbes cromossOmicas, além de clastogénese e aneugénese, que
podem surgir por ocasido de canceres em tecidos mais comuns, tecidos estes
analisados e comparados neste estudo.

Froelich et al (2013) avaliaram o perfil de células-tronco de tecido adiposo
mediante a identificacdo aberragdes cromossdmicas e quebras de fita simples de DNA
em culturas prolongadas (estudo in vitro das CTs). O trabalho relata a cultura de
células-tronco processadas enzimaticamente (colagenase P) e que foram analisadas
por imunofenotipagem, viabilidade, diferenciacdo triinhagem e com relagdo aos
possiveis danos de DNA pelo teste do cometa e teste de detecgado de aberracdes
cromossOmicas (que pode ser considerado semelhante ao do MN, no sentido de
encontrar alteragbes do tipo). O estudo mostra que nao houve deteccdo de
fragmentagcdo de DNA pelo teste do cometa durante as passagens, no entanto, foi

encontrado um aumento significante de aberragdes cromossémicas. Isso evidencia que
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a seguranca das CTs adultas ndo pode ser garantida quanto a estabilidade dos cromossomos
durante a expansdo in vitro. E portanto, a confiabilidade do procedimento de cultura
(expansao) para fins terapéuticos (partindo de CTs) seria alavancada e assegurada
pela implementacdo destas técnicas de analise de aberragbes cromossémicas ou
transformagdes malignas.

A ocorréncia de todos esses eventos bioldgicos de cunho genético, por meio da
analise do teste do micronucleo, sugere associagdo consistente com a carcinogénese,
uma vez que os resultados com relagdo a presengca de micronucleos, pontes
nucleoplasmaticas e brotos nucleares mostraram indicios de mutagdes cromossémicas
(FENECH, 2000).

Nikitina e Chausheva (2014) estudaram riscos de transformag¢des genéticas de
CTMs multipotentes in vitro. Para tanto, fizeram uso das técnicas do cometa e do
micronucleo conjuntamente para analisar a estabilidade genética das culturas de CTMs
derivadas de 2 diferentes tecidos: adiposo (com uso de enzima colagenase para
isolamento) e medula 6ssea (MO). A avaliagdo dos danos se deu por comparagao de
culturas prolongadas dos 2 tipos de tecido (inicio e final).

Segundo os dados encontrados, nas culturas de CTMs de medula 6ssea nao
houve diferenga significativa de danos de DNA e frequéncia de micronucleos (pelos 2
testes) tanto no inicio quanto no fim da cultura. J4 nas culturas provenientes de TA, a
presenga de maior dano (pelo tamanho/intensidade da cauda) se revelou nas ultimas
passagens. Com relagdo ao micronucleo, ndo houve diferenga significativa. Quando se
comparam as 2 fontes de tecido, os danos de DNA sao menores nas culturas inicial e
final de MO. No entanto, os danos de DNA e/ou frequéncia de micronucleos sao
elevados nas culturas provenientes de TA. Culturas identificadas com anormalidades
genéticas estdo relacionadas com uma tipica variabilidade para todos os sistemas
vivos e com a auséncia elevada de mecanismos regulatorios de um organismo durante
o cultivo in vitro (NIKITINA; CHAUSHEYV, 2014).

Esses dados corroboram os achados neste estudo com o LED, uma vez que os
danos encontrados pelo cometa e micronucleos se mostraram diferentes e elevados de
acordo com os tratamentos experimentados. No entanto, ressalta-se mais uma vez a
evidente e importante acdo do LED sobre as culturas tratadas, de modo a se confirmar
um beneficio bioestimulador levando a ativacdo de mecanismos de regulagao/reparo

naturais das células.
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Quadro 8 — Perfil global de todos os tratamentos do experimento (doses, regimes de

luz e tipo de dissociagao) correlacionados aos indicadores bioldgicos avaliados

Parametro Dissociagdo Enzimatica (doses em Jicm” C e P) Dissociagdo Mecanica (doses em Jicm” C e P)
Pré 1 3 5 [ 10 | c1L 1 3 5 [ 10 | Pré 1 3 5 |10 | cTL 1 3 5 | 10
Contagem +5 - - - - - - - - - +2 - - - - - - - - -

Viabilidade +1 +5 | +4 | +5 | +5 | 45 |[+5 | +4 | +5 | +4 +4 | +4 | +5 | +5 | +5 | 45 | +5 | +4 | +5 | +5

TD/proliferagdo 0 A1+ +2] 42 |1 +1 | +1 ]| +1 0 +3 | +5 | +3 | +5 | +2 | +5 | +3 | +4 | +4

Anexina V/IP 0 101 ] -3 -1 -2 02|41 0 S -21-2|-1 +2 |+1] 0 [-1] 0

Imunofenotipagem

CD90 +3 | +5 | +5 | +5 | +5| 45 | +5 | +5 | +5 | +5 +5 | +5 | +5 | +5 | +5 | +4 | +5 | +5 | +5 | +5
CD44 +1 +2 | +4 | +2 | +4 +3 +4 | 43 | +2 | +3 +3 +1 | +1 | +1 | +1 +3 +4 | +5 | +5 | +5
CD71 +3 +5 | +5 | +5 | +5 +5 +5 | +4 | +4 | +5 +2 +2 | +3 | 43 | +2 +5 +3 | +3 | +2 | +1
CD11b 0 0|0 0|0 0 0 0|0 0 0 1|+ [+ |+ +1 | +1 | +1 | +1 |+
CD31 0 00|00 0 0(0|0]O O |1 |+1 |+ |+ | O |+1|+1|+1 ]| +1
CD45 0 +1 | +1 | +1 | +1 +1 +1 | +1 | +1 | +1 0 +1 | +1 | +1 | +1 +1 +1 | +1 | +1 | +1
Cometa -3 S|4 1] -2 -3 -3 | -2 -2 -3 2|20 | -2 -3 31 4]-3]-2
MN -1 11210 |1 -3 S -1 1A -1 S -1 1A -1 B3 -1 -1 A

Adipogénese -1 310 [ +2 |1 -1 110 | +1 |+ 0 1| +2 | +2 | +3 | ¥1 | +2 | +2 | O 0

Condrogénese -3 +1 | +1 | +3 | +5 | +3 | +1 | +2 | +3 | +1 +1 +2 |43 [ +2 | +5 | +4 | +2 | +4 | +2 | +4

Osteogénese +5 |42 | +3 | +3 | +5 | 45 | +5 | +5 [ +2 | +5 | 45 | +2 | +2 | +1 | +3 | +5 | +4 | +5 | +4 | +5

TOTAL 10 [12[ 13|23 26| 23 | 19| 20| 20 | 18 EEEEIEEEIEEEIEEE

Legenda — Planilha que engloba todos os tratamentos e testes (indicadores biolégicos) do
experimento descritos e pontuados por escore de -5 a +5. Essa pontuacao reflete os resultados
encontrados de cada tratamento, mostrando quais de destacam e apresentam melhor indicagdo
de uso e estudo futuro. TD = tempo de desdobramento; IP = lodeto de propideo; CD = cluster of
diferenciaton (marcador de superficie celular); MN = Micronucleo.
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5. CONCLUSOES

v" O método de dissociagdo mecanico mostrou um melhor custo X beneficio.

v" A técnica de DM obteve uma concentracdo de 1 x 10° células LMN/g de TA e as
obtidas por DE, uma concentracdo de 3,34 x 10° células LMN/g de TA.

v" O LED, emitindo luz em 630 nm, nas 4 doses aplicadas (1, 3, 5 e 10 J/cm?), sob luz
continua e pulsatil, determinam uma bioestimulacdo das CTMs cultivadas in vitro
com evidente estimulo a proliferagéo celular.

v' A analise do tempo de confluéncia a 80% (desdobramento) entre as passagens
teve efetiva bioestimulagcéo por influéncia do LED, em especial nas amostras de
DM. Esta acao foi menos evidente nas amostras enzimaticas.

v Quanto a expressdao de marcadores de superficie, o desempenho do marcador
CD90 é consistentemente melhor e a média de expressao do CD44 é maior nas
amostras obtidas por DM. O marcador CD71 tem maior expressao nas CTMs
obtidas por DE.

v" Os indices de apoptose e necrose evidenciam o dano causado pelo método de
dissociagdo enzimatica, com uso da colagenase tipo |, sendo estes indices
estatisticamente significantes e maiores.

v" Os resultados de apoptose obtidos pelo teste da capase-3, por citometria de fluxo e
plana, mostram que este marcador ndo deve ser utilizado para o monitoramento de
morte celular induzida por caspase.

v' Outro parametro quantitativo identificado foi a diminuicdo da morte celular nas
doses 1 e 3 J/lcm? de DE e 5 e 10 J/cm? de DM, todas sob regime de luz continua e
em primeira passagem do experimento.

v' 4 amostras apresentaram secreg¢ao de citocinas no pré-experimento. Nas amostras
tratadas com irradiagcdo, o melhor desempenho foi nas CTMs obtidas por DM e
irradiadas com luz pulsatil nas doses de 1 e 3 J/lcm?. As citocinas mais identificadas
no pos-experimento foram IL-4 e IL-10 que possuem atividade anti-inflamatoria.

v" Quanto ao potencial de diferenciagao em trilinhagem, a diferenciagdo condrogénica
apresenta melhores parametros de diferenciacdo nos tratamentos provenientes de
DM nos momentos pré e pos-experimento, no entanto havendo discreta inibigao da
condrogénese. Além disso, é evidente a acado bioestimulante pelo LED sobre as

culturas para formacdo de outros tipos celulares concomitantemente. As
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diferenciagdes adipogénicas e osteogénicas mostraram resultados esperados e
satisfatérios com positividade, sendo a osteogénica a melhor delas.

v A andlise de dano do DNA por genotoxicidade, realizada pelo teste cometa,
evidencia a acdo benéfica da luz no reparo de danos do DNA. A irradiagao de CTM
de rato com a dose de 3 J/cm? nos dois regimes de luz induziu ao dano de DNA no
pos-experimento.

v' O dano de DNA (mutagenicidade) avaliado pelo teste do micronicleo mostrou que
as doses de irradiacdo de 1 J/cm? continuo efou pulsatil e 3 Jicm? luz continua

induziram ao dano irreversivel de DNA.
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