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RESUMO

Células-tronco sd@o definidas como células capazes de auto-renovacdo e
diferenciacdo em células especializadas quando submetidas a sinalizacbes externas do
meio. Dentre as células-tronco adultas, as mesenquimais ocupam posicao de destaque,
pois podem se diferenciar em células mesodérmicas como osteoblastos, adipdcitos e
condrdcitos. A terapia celular consiste no emprego de células tronco (CT) no tratamento
de doencas degenerativas e reconstituicdo de tecidos lesados. Devido ao longo tempo e
alto custo para o cultivo das CTM foi proposto o emprego de fontes de luz de baixa
poténcia, como diodos emissores de luz (LED), a fim de otimizar tais fatores. Estudos
recentes apresentam uma série de resultados da influéncia da luz LED em tecidos
biologicos tais como: aumento da taxa de proliferacdo de células, aumento da taxa de
sintese de RNA, DNA e ATP. O presente estudo tem como objetivo comparar os efeitos
biomoduladores da luz LED nos comprimentos de onda 630nm + 10nm (vermelho) e
850nm £ 10nm (infravermelho) sobre a proliferagdo de células-tronco mesenquimais.
Os processos de coleta e cultivo celular seguiram critérios do Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia de Botucatu. As CTM foram obtidas a partir de medula 6ssea coletada de
equinos adultos e isoladas através da separacdo por gradiente de densidade, com o
reagente FICOLL, e por centrifugacdo.p@llet contendo células foi retirado e essas
foram acondicionadas em meio de cultura DMEM de baixa glicose, contendo 10% de
soro fetal bovino e antibiético. O material foi observado diariamente por microscopia
invertida para monitoramento da evolugéo celular e posteriormente contabilizada em
camara de Neubauer. A quantificacdo de CTM foi obtida através do cultivo das células
semeadas em placas com 24 pocos e segregada em trés grupos distintos: o Grupo 1 foi
irradiado com comprimento de onda de 630nm £ 10 nm; Grupo 2 foi irradiado com
comprimento de onda de 850nm + 10nm e o Grupo 3 foi o controle. Ambos os grupos
irradiados foram submetidos a fluéncia de 6,5J/cm? diarios durante trés dias. Para
andlise estatistica, os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, ao nivel de
5%. Os resultados mostraram gbeuve um leve aumento na taxa de proliferacdo das
células tronco mesenquimais irradiadas com LED, mas ndo se observou diferenca

estatisticamente significativa em nenhum dos grupos estudados.

Palavras-Chaves: LED, Células-tronco mesenquimais, in vitro, Proliferacéo celular.



ABSTRACT

Stem cells are defined as cells capable of self-renewal and differentiation into
specialized cells when submited to external signalings in the enviroment. Among adult
stem cells, mesenchymal cells occupy an important position because they can
differentiate  into mesodermal cells such as osteoblasts, adipocytes and
chondrocytes. Cell therapy consists in the use of mesenchymal stem cells (MSC) in the
treatment of degenerative diseases and harmed tissue reconstruction. Due to the
longstanding and costly procedure for cultivation of MSC, it was proposed the use of
low power light sources, such as light emitting diodes (LED), to optimize these factors.
Recent works have shown a series of results from the influence of LED light
on biological tissues such as increased rate of cell proliferation, increased RNA, DNA
and ATP synthesis rate. The purpose of this study is to compare the biomodulator effect
of LED lightset at wavelengths 630nm = 10nm and 805nm + 10nm on the
mesenchymal stem cells proliferation. For this, the mesenchymal stem cells culture
adopted the procedure used in the Departament of Animal Reproduction and Veterinary
Radiology of the Faculty of Veterinary Medicine and Animal Sciences of Botucatu.
MSC were obtained from an adult horse bone marrow, and isolated by density gradient
separation, with the FICOLL reagent and by centrifugation. The pellet containing the
stem cells was removed and these were placed in low glucose DMEM culture medium,
containing 10% fetal calf serum and antibiotics. The material was observed daily by
inverted microscopy for monitoring the progression of the cells and subsequently the
amount of cells were counted in a Neubauer counting chamber. The amount of MSC
was obtained by cell culture seeded in 24 wells culture plate and segregated into three
distinct groups: Group 1 was irradiated with wavelength set at 630nm + 10 nm, Group 2
was irradiated with wavelength set at 850nm + 10nm and Group 3 was the control. Both
irradiated groups underwent daily to fluency of 6.5J/cm? for three days. For statistical
analysis, data were submitted to Kruskal-Wallis test, to the level of 5%. Results showed
there was a slight increase in proliferation rate of mesenchymal stem cells irradiated
with the LED, but no statistically significant difference was observed in either

group studied.



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTAS DE ILUSTRACOES
LISTAS DE ABREVIACOES
1. INTRODUCAO

1.1 ASPECIOS GEBIAIS ..uiiieeeeiiiiiiieieeiiit s e e s e e e e e e e e e e e e e eeeeaaeeaasana s a s s e eeaeeeeaaeeeeeseesssnnnnnnnnns 1
2. REVISAO DA LITERATURA ...ttt 2

2.1 Células-TronCo MESENQUIMAIS ...ccceiieeeeeeeieiiiiiiiiiiitiiiee e ee e e e e e e e e e e e e e e e e s s sannneneeeeeeees 2
2.2 Diodos emissores de Uz (LEDS) ..cooooeeeeeiiii i eeemeeeemcce e wm e 3

2.3 Interacfes da Luz com Tecidos biolOgICOS .....cmmeeeeervrvvvieiiiiiiiieeeieeevimeeeeennn. 4
2.4 Mecanismos da fotobiomodulagao ..............oooviiiiiiiiiii e 7
2.5 Conceito de Irradiancia, Fluéncia e Energia Depositada.....cccceeoeeeeeeeeeeeeeeeee. 8
3. OBUIETIVO ittt ettt e e et e e e e et e e e e e a e e e e e nraa e e s 9
G I CT= - | PP PPPPPPPRR 9
.2 ESPECITICOS .oeiiiiiiiiiiiiii ettt e et a e e e e 9
4, METODOLOGIA oot e e e e et e e e et e e e eaaaaeees 9
4.1 Coleta e Preparo do Meio de CUltura .........coooeiiiiiiiiiiiiiiiiieen e 10
4.2 Irradiac@o das Culturas CEIUIAreS .........ommmeeeereeeeeeeiiiiiiiiiisie e e e e e e e eeeeeeeeannnnnns 11
4.3 Contagem de CEIUIAS ..........cooiiiiiiieiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eaeneaenannes 12
4.4 Analise de viabilidade Celular .......... oo 12
5. RESULTADOS E DISCUSSOES ..ottt 13
6. CONCLUSOES ..ottt ettt e s 16
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....oooviieeeeceeeeeeee e, 17



LISTAS DE ILUSTRACOES

Figura 1 Células-tronco mesenquimais aderidas em placa de cultura.
Figura 2 Representacéo do LED.

Figura 4 Espectro eletromagnético.

Figura 3 Coeficientes de absorcédo para diferentes tecidos em fungcdo do

comprimento de onda.

Figura 5 Interacdo da luz com a matéria.

Figura 6 Interagdo Luz-Tecido.

Figura 7 Fluxograma do experimento.

Figura 8 Equipamento utilizado na irradiacéo das células tronco

mesenquimais.

Figura 9 Imagem do Microscopio confocal invertido, camara de
Neubauer e imagem da contagem das células-tronco

mesenguimais.

Figura 10 Analise de viabilidade celular por Fluorescéncia.
Tabela 1 Numero de células obtidas nas contagens de cada grupo
Tabela 2 Resultados da analise de variancia; Média e Desvio padréo da

proliferagéo celular.

Tabela 3 Resultados da anélise estatistica Kruskal-Wallis.

Tabela 4 Resultados da analise de médias e desvio padréo das viabilidades

celulares dos grupos em estudo



LISTA DE ABREVIA(;@ES

ATP - Adenosina tri-fosfato

CA — Células aderidas

CS — Células em suspenséo

CT — Células-tronco

CTM — Células-tronco mesenquimais
DNA - Acido desoxirribonucléico

He-Ne — Helio — Nebnio

J - Joule

J/icm? - Joule por centimetro quadrado

LASER - Luz Amplificada por Emisséo Estimulada de Radiac&o
LED - Diodo Emissor de Luz

MO — Medula Ossea

NASA - National Aero Space Agency

nm - Nandmetro (10 metros)

RNA - Acido ribonucléico

TC- Terapia celular

W - Watts

W/cm? - Watts por centimetro quadrado



1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais.

A producéo de células-tronco mesenquimais (CTM) emerge como uma avancada
estratégia terapéutica e importante ferramenta no desenvolvimento de novas técnicas de
terapia celular, principalmente na recuperagao de tecido superficial como a pele, pois
tem grandes vantagens em relacdo a agentes quimicos utilizados em terapias. A terapia
celular (TC) consiste em usar aplicacdes de células-tronco (CT) a fim de tratar doencas
e tecidos lesados substituindo células doentes por células saudaveis. (WODEWOTZKY,
2008). Nos ultimos anos, as pesquisas com CTM tém despertado um grande interesse
por seu potencial regenerativo, observado principalmente por técimcasro.
Infelizmente seu custo de producdo é muito alto, pois grande quantidade de material
importado é utilizada nas culturas celulares. H& uma crescente preocupacdo em se
aperfeicoar o processo de obtencdo de CTM, visando a redugdo de custos e um maior
volume de células disponiveis em menor tempo para uso em TC. Neste contexto surgem
o LASER e o LED como ferramentas auxiliares ao procedimento de cultivo celular.
Estudos na area de estimulagdo biolégica com luz visivel e infravermelha
(fotobiomodulacéo) surgiram de trabalhos pioneiros publicados a partir da década de 60,
logo apds a criacdo do LASER. No inicio da década de 70, Mester e colaboradores
(MESTER et al, 1971; MESTER et al, 1972), desenvolveram um trabalho pioneiro na
aplicacdo de LASER de ruim vitro ein vivo em Ulceras crénicas obtendo resultados
efetivos no processo de cicatrizacdo. O LASER de He-Ne, com emissdo em 632,8nm
(cor vermelha) foi o primeiro LASER disponivel comercialmente, o que levou ao forte
desenvolvimento do estudo dos efeitos da luz com este comprimento de onda em
aplicacbes meédicas. Sabe-se atualmente que existe um mecanismo fotobiologico
universal da acdo da luz em células eucarioticas e procaridticas com enzimas terminais
da cadeia respiratoria, na mitocdndria, atuando como fotoaceitadores (KARU;
KOLYAKOV, 2005). Tal descoberta mostrou que a resposta celular a
fotobiomodulacdo ndo estava associada as propriedades inerentes da luz LASER como:
coerénciggrau de correlacdo entre ondas), monocromaticiffateo comprimento de
onda) e unidirecionalidade (fétons se propagam com trajetdria praticamente paralela,
sofrendo pouca dispersao), permitindo o avanco tecnoldgico de novas fontes emissoras
de luz, dentro as quais o LED surgiu como uma alternativa para substituir o LASER,

por ser mais barato, mais simples e mais econémico. Estudos desenvolvidos pela NASA



demonstraram fortes evidéncias de que a eficiéncia do LED em processos de
proliferacé@o e crescimento celularvitro € semelhante a do LASER de baixa poténcia.
Atualmente a fotobiomodulacdo é um recurso terapéutico ndo farmacologico que
contribui para acelerar a recuperacdo dos tecidos biolégicos e tem sido usada em
diferentes campos da saude como medicina, odontologia e fisioterapia. Diversos
trabalhos publicados apresentam uma série de resultados da influéncia da luz LED e do
LASER em tecidos bioldgicos tais como 0 aumento da taxa de proliferacdo de células,
aumento da taxa de sintese de RNA e DNA, sintese de ATP (KARU, 1989 e 1999);
aumento da vascularizagdo em feridas (CORAZZA, 2005), variagdes na conducao
nervosa (ROCHKIND, 1989), aumento na microcirculacdo local (MIRO, 1984);
regeneracao de sistema linfatico em feridas (LIEVENS, 1990), proliferacdo de células
epiteliais (STEINLECHNER; DYSON, 1993) e fibroblastos (LUBART et al., 1995)
assim como o aumento da sintese de colageno dos fibroblastos (ENWEMEKA et al.,
1990; SKINNER et al., 1996).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Células-Tronco Mesenquimais

Células-tronco séo células indiferenciadas que possuem capacidade prolongada
ou ilimitada de multiplicacdo através de sucessivas mitoses, podendo se dividir em
células idénticas a ela, ou seja, com 0 mesmo potencial de auto-renovagdo, ou dar
origem a células especializadas, como células sanguineas, epiteliais, musculares, etc. As
CTM séao células-tronco presentes em diversos tecidos do organismo, capazes de se
diferenciar em tecidos 0sseos, cartilaginosos, adiposos, musculares, epiteliais e neurais.
Sao na maioria das vezes coletadas a partir da aspiracdo da medula 6ssea que é um dos
tecidos organicos mais ricos em células mesenquimais indiferenciadas. Estas células
foram descritas primeiramente por Friedenstein et al que descobriu que as CTM aderem
as placas de cultura, se assemelham a fibroblastogtro e formam colbnias
(FRIEDENSTEIN, 1974). Essas propriedades sdo usadas como método de identificacédo
e isolamento desse tipo celular (Figura 1). A principal desvantagem para o uso das CTM
€ o fato de ndo serem capazes de permanecer em um estado indiferenciado por longos
periodos de tempo quando cultivadas vitro, o que dificulta sua utilizacéo.
(WODEWOTZKY, 2008).



Figura 1 — Células-tronco mesenquimais aderidas em placa de cultura.

2.2 Diodos Emissores de Luz (LED’s)

O LED - do inglédight emitting diode- € um diodo semicondutor que, quando
energizado, emite luz. Diodasio 0s mais simples dispositivos semicondutores, mas
que desempenham papel vital em sistemas eletrénicos. Sua funcédo é basicamente a de
bloguear a passagem de corrente elétrica em um sentido, permitindo o fluxo no sentido
contradrio (BOYLESTAD &, 2004). Aluz produzida pelo LED é um tipo de luz
divergente e ndo coerente, e apesar de ndo ser monocromatica como um laser, consiste
de uma banda espectral relativamente estreita (KURACHI, 2000). Essas emissdes séo
produzidas pelas interacbes entre as bandas eletronicas do material num processo
denominado eletroluminescénd@@ORAZZA, 2005). Sua principal vantagem consiste
na auséncia de um filamento, fato este que reduz o efeito joule produzido pelo atrito
entre os elétrons. Seu rendimento € maior, pois uma porcentagem muito mais alta de
energia elétrica estd indo diretamente para a geracdo de luz, o que diminui
consideravelmente a demanda de consumo (Disponivel em:
<http://electronics.howstuffworks.com/led3.htm>. Acessado em 07/08/2010).



Figura 2 — Representagdo do LED

2.3 Interagéo Luz-Matéria

Luz de modo geral € um tipo de energia que se propaga no espaco na forma de
radiacéo eletromagnética. Um feixe de luz é absorvido ou emitido pela matéria de forma
discreta, pois € composto por pacotes de energia. Esta idéia de pacotes de energia, ou
“guanta” como sdo chamados, foi primeiramente proposta por Plank no estudo da
radiacdo de corpo negro e posteriormente adotada por Einstein no estudo do efeito
fotoelétrico de 1906, onde foi introduzida a idégaédnta” de luz, ou fotons como ficou

conhecida. A energia contida num foton € calculada pela equacéo de Plank — Einstein,

E=hv (1)

onde h é a constante de Plank (6,626 ¥*10.s), ev é a frequéncia da radiacdo em
Hertz. Quanto maior a freqtiéncia, maior a energia de um foton. A partir da equacao de
Plank — Einstein e da relac&o= c/A, onde c é a velocidade da luz no vacuo (3 % 10
m/s) e L é o comprimento de onda, temos que quanto meipnwior a energia do

foton (figura 3) (GASIOROWICZ, 2003).
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Figura 3 — Espectro eletromagnético.

A luz interage com a matéria de diversas maneiras, alterando ou ndo suas
propriedades. Mas antes de abordar os efeitos causados pela a¢do da luz no tecido, é
importante ressaltar a interferéncia causada pela matéria na propagacao da radiacéo
eletromagnética. Na figura 4 podemos observar a situacdo onde um feixe de luz incide
na superficie de um material. O feixe tem sua propagacéo alterada pelos fenémenos de
refracéo e reflexdo, que séo correlacionados Ipelale Fresnell por espalhamento e
por absor¢cdo do material. (NIEMZS, 2004).

Incident light

e ™
Reflection
Absorption \

Transmitted light

Figura 4 — Representacao da interferéncia da matéria no feixe de luz



Os processos que regem as interagdes da luz visivel de baixa intensidade com os
tecidos bioldgicos sdo a absorcdo e o espalhamento, pois a reflexdo e refracdo séo
consideradas secundarias e de menor importancia. A absorcao ocorre quando o feixe de
luz atravessa um meio e tem sua intensidade atenuada. Esse fenbmeno ocorre, pois a
energia eletromagnética é convertida em energia vibracional das moléculas que
compdéem o meio (NIEMZS, 2004). A capacidade do meio de absorver radiacdo

eletromagnética pode ser descrita pela equacéo de Beer-Lambert:

N(z)=N, .e™** (2)

Ondez é a espessura da camada atenuadiliré,0 numero de fétons incidente,
N(z) o niumero de fotons transmitidosue coeficiente total de atenuacdo do material
(soma dos coeficientes de absorcdo e espalhamento) que depende da composicao,
concentracdo, temperatura e opacidade do material; e do comprimento de onda do feixe.
(HOBBIE & ROTH, 2006).

Os principais responsaveis pela absorcdo de fétons em tecidos biologicos séo: as
moléculas de agua (principal constituinte destes tecidos), macromoléculas (proteinas, a

exemplo, a hemoglobina) e pigmentos (melanina) (figura 3) (NIEMZS, 2004).

Figura 5 — Coeficientes de absorcao para diferentes tecidos em fungdo do comprimento de onda, proposto
por Jacques em 1995.



A dispersdo ou espalhamento ocorre quando a radiacdo é desviada de sua
trajetoria pela interacdo com o material, alterando sua amplitude e fase em comparacao
com a onda incidente. O processo de espalhamento pode ser inelastico ou elastico, isso

dependera da energia doada pelos fotons incidentes durante o processo (NIEMZS, 2004).

2.4 Mecanismos da Fotobiomodulacao

A absorcdo de fétons pode produzir efeitos fototérmicos, fotomecanicos,
fotofisicos e fotoquimicos, no tecido biolégico. A ocorréncia desses efeitos vai
depender do comprimento de onda {o feixe de luz, da irradiancia (W/cm?) e da
fluéncia de energia depositada no tecido (J/cm?) (RIBEIRO et al, 2004; NIEMZ, 2004).
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Figura 6 - Interacdo Luz—Tecido. Os circulos apresentam uma estimativa grosseira dos parametros
associados aos efeitos entre interagcdo Luz-Tecido. (Modificado por Boulnois 1986).

Os efeitos fototérmicos e fotomecanicos sdo mais observados na pratica de
cirurgia a Laser. Ambos os efeitos dependem da conversdo da energia luminosa em
calor (PATRIOTA, 2007).

Os efeitos fotoquimicos e fotofisicos séo responsaveis pelo processo de
fotobiomodulacédo. O mecanismo de interacdo da luz em nivel molecular foi descrito por

Karu, em 1988, a qual verificou que hd um mecanismo de acédo diferente para LASERs



que emitem radiacdo na faixa do visivel e para os que emitem na faixa do infravermelho
préximo (KARU, 1988).

O efeito fotoquimico estimula a sintese de DNA, sintese protéica, sintese
enzimatica e a producao de ATP intracelular (KARU, 2003). Este efeito ocorre devido a
absorcdo de fétons de um determinado comprimento de onda de luz, por moléculas
intracelulares especificas (fotoaceptores), que promovem estimulacdo de atividades
enzimaticas e de reacdes oxido-reducao (redox) do metabolismo celular. De acordo com
Karu, em 1988, a luz visivel induz a ativacdo do metabolismo celular por regulacédo das
reacOes redox, provocadas pela absorcao da luz por fotoaceptores primarios presentes na
cadeia respiratoria (KARU, 1988).

O efeito fotofisico é responséavel pela mudanca de potencial na membrana
celular, atuando na mobilidade i6nica sendo responsavel indiretamente pelo aumento da
producdo de ATP (RIBEIRO et al, 2004; PINHEIROS et al., 2002). Smith propds, em
1991, que a absorc¢do da radiacao infravermelha inicia a cascata de eventos metabdlicos
atraves de efeitos provocados pela alteracao do potencial de membrana (SMITH, 1991).
Esses efeitos induzem modificagcdes nos potenciais, incrementando a sintese de ATP por
excitacdo de elétrons, vibracéo e rotacédo de partes da molécula; ou rotacdo de moléculas
como um todo (COLLS,1986; PINHEIROS et al., 2002).

2.5 Conceito de Fluéncia, Irradiancia e Energia Depositada.

Poténcia é expressa em unidades de watts (W) e energia € expressa em unidades
de joules (J). A poténcia Optica de uma fonte de luz é a energia luminosa que a fonte
emite por unidade de tempo (RIBEIRO, 2000). Energia € uma grandeza fisica que, no
caso do LED ou do LASER, representa a quantidade de luz que esta sendo emitida pela
fonte, e é calculada pela multiplicacéo da poténcia Optica util do aparelho em Watts pelo
tempo de exposi¢do. O resultado obtido é dado em Joule (J) (MION, 2009). Os
sindbnimos densidade de poténcia, intensidade e irradiancia sdo expressos em unidades
de W/cm?, os sindbnimos densidade de energia, fluéncia e exposicado radiante, em
unidades de J/cm2 (NIEMZ, 2004). Fluéncia, densidade de energia ou exposi¢cao
radiante é a quantidade de energia por unidade de area transferida ao material em
unidades de J/cm2. Variacbes na irradiancia e na quantidade de energia depositada
podem produzir efeitos sobre o tecido biolégico que s&o nitidamente diferenciados

(figura 6).



3. OBJETIVOS

Geral

Avaliar a eficacia do LED na reducédo do tempo de obtencdo da confluéncia em
cultivos in vitro de células-tronco mesenquimais de equinos.

Especificos

Determinar taxa de viabilidade de CTM cultivadasitro submetidas aos LEDs
comparativamente a cultura padréo.

Comparar a eficacia dos dois LEDs, a 630nm £+ 10nm e 850nm + 10nm, em

comparagcao com a cultura padrao.

4. METODOLOGIA

A metodologia proposta para esse trabalho foi realizada de acordo com o

fluxograma da figura 7.

CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS

R IE. CONTEOLE

Cs CA Cs CA

Figura 7 - Fluxograma do experimento

O experimento consiste na analise do numero e viabilidade de células-tronco

mesenquimais em cultura, submetidas a irradiacdo LED nos comprimentos de onda

630nm = 10nm e 850nm + 10nm em comparac¢do com o procedimento padrao.



A coleta e a cultura de células-tronco mesenquimais foram realizadas seguindo
procedimento do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucasu.células-tronco
mesenquimais foram obtidas de amostras de medula Ossea retirada de equinos
fornecidos pelo departamento. Depois de coletada, a amostra de medula é levada para
cultivo primario em garrafas de cultivo, para separacado das CMT do restante das células
contidas na medula 6ssea. O material foi separado em quatro grupos; Grupo 1: Controle,
Grupo 2: LED no comprimento de onda de 630nm + 10nm (Vermelho), Grupo 3: LED
no comprimento de onda de 850nm + 10nm (Infravermelho).

Os grupos de células irradiadas foram divididos em dois subgrupos cada um: O
grupo de células em suspensdo (CS) continha células irradiadas logo depois de
semeadas nos pocos; e o grupo de células aderidas (CA) continha células que foram
irradiadas depois de sua aderéncia no fundo da placa (aproximadamente 7 horas depois
do subgrupo CS). As CTM foram segregadas em placas de cultivo de 24 pocos para
cada grupo. A contagem e o calculo de viabilidade foi feita apos cinco dias do inicio do

cultivo e comparado com o grupo controle.

4.1 Coleta e Preparo do Meio de Cultura

O animal foi mantido em estacao, contido em tronco e sedado com detomidina
pelo veterinario responsavel. Em seguida, foi realizada a tricotomia da area na regiao
referente ao osso esterno do equiino. Depois de localizatiéQaiiGita) esternebra, foi
realizado o bloqueio anestésico local com 10ml de cloridrato de lidocaina, seguido de
anti-sepsia local. A aspiracdo do material da medula éssea (MO) foi feita com a
utilizacdo de uma agulha de puncédo de medula 6ssea ndadeshidi6, de calibre3 e
12 cm de comprimento. Uma vez bem fixa a agulhardeshd esterno, é retirado o
mandril para realizar a aspiracdo das células da medula 6ssea com auxilio de uma
seringa de 20ml contendo 1ml de heparina a 1000Ul/ml, para que o sangue nao
coagulasse.

As células mesenquimais foram isoladas através da separacdo por gradiente de
densidade com o reagente FICOLL e posteriormente a MO foi diluida em PBS e
centrifugada. Depois de coletada, a amostra de medula foi levada para cultivo primario
em garrafas para separacado das CMT do resto das células contidas na MO. As células-

tronco mesenquimais foram isoladas da populacdo de células mononucleares com base
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na sua aderéncia seletiva a superficie do plastico. Apdés a aderéncia das CTM no fundo
da garrafa, foram semeadas 1k&6lulas por poco utilizado em placas de cultivo de 24
pocos da marca Corningll, que foram marcadas de forma especifica, sem a informacao
aos técnicos da cultura celular, de qual placa esta recebendo o tratamento com luz LED.
As culturas foram mantidas em meio de cultivo composto de DMEN de baixa glicose,
suplementado com 10% Soro Fetal bovino (SFB) — os dois fornecidos pela empresa
Invitrogen® - Penicilina e Anfotericina. As culturas foram mantidas em estufa a 37°C
sendo retiradas somente para irradiagdo. O mesmo procedimento foi aplicado ao grupo
controle. Para garantir reprodutibilidade dos dados, este experimento foi realizado em

triplicatapara cada grupo.

4.2 Irradiacdo das Culturas

Optou-se desenvolver dois jogos com quatro LEDs cada, da marca Cromateckl]
com 3W de poténcia elétrica, emissdo de modo continuo nos comprimentos de onda de
630nm £ 10nme 850nm + 10nm, ambos com poténcia radiante média3@mW e
lentes lambertianas de &angulo de emissdo de 130°. A fonte de alimentagédo foi
desenvolvida junto ao Departamento de Fisica e Biofisica do Instituto de Biociéncia de
Botucatu que foi responsavel também pela afericdo dos LEDs, com o0 equipamento de
afericdo radiométrica International Light Tecnologlesodelo IL1400A As placas de
cultivo contendo as CTM foram irradiadas em compartimentos limpos e opticamente
vedados, para ndo haver risco de contaminacdo e para que nenhum individuo fosse
diretamente exposto a luz LED (figura 8). As células foram irradiadas diariamente com

fluéncia de 6,5 J/cm?2 durante trés dias.

Figura 8 - Equipamento utilizado na irradiacédo das células tronco mesenquimais.
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4.3 Contagem de Células

A contagem de células por unidade de volume (mm)=foi realizada através
de uma contagem manual em camara de Neubauer, técnica esta padronizada no
laboratério de Reproducgdo Animal. Para tal procedimento agiu-se da seguinte forma:

As células-tronco mesenquimais em primeira passagem foram ressuspendidas,
realizando o processo de tripsinizacdo. Quando retirado todo meio de cultivo dos pocos,
estes foram lavados com solucdo de PBS, e adicionados de 2ml de Tripsina / EDTA a
37° C. As placas foram mantidas em estufa a 37,5° C por no maximo 10 minutos até que
todas as células se soltassem do fundo. Amostras ged&@m retiradas e adicionadas
a50 y do corante Tripan Blue. Com a ajuda de uma mipetpi, a camara de Neubauer
foi preenchida com a solucéo e apds esse procedimento as células foram contadas com o
auxilio de um microscopio invertido (figura 9). Para calcular o nimero de células, usou-

Se a seguinte equagao:

o ,
N°totadeélulas 10

NedeCélulas/ml= :
N°dguadradaesntados

xFD 3)

Onde FD= Fator de Diluicdo utilizado com o corante ( EOde suspensé&o

celular + 50 de corante).

Figura 9 - Microscépio invertido confocal, cAmara de Neubauer e imagem das células inseridas na camara.
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4.4 Andlise da Viabilidade Celular

Para analise da viabilidade celular, o meio de cultivo das placas foi removido,
em seguida foi adicionado 0,5ml de PBS acrescida de 20uL de solucdo de Hoescht
33342 (10mg/ml), aguardando-se 30 minutos. ApoOs este periodo foi adicionado 5uL de
solucao de iodeto de propidio (1,0mg/ml) e aguardado por 5 minutos antes de realizar a
leitura. A leitura foi realizada em microscopia de fluorescéncia (filtro azul, excitagéo:
450 a 490nm, com aumento de 200x). Células viaveis se apresentavam com o ndcleo em
uma colorac&o azul brilhante. Células com membrana lesada (necrose) se apresentavam
com o nucleo em uma refringéncia vermelha, devido a penetracdo do iodeto de propidio
(figura 10).

Figura 10 — Analise de viabilidade celular por fluorescéncia.

Para calcular o n° de células viaveis efetuou-se a contagem, das células vivas e
células mortas (CM e CV). Depois da contagem foi feito o calculo de viabilidade de
acordo com a equagao 4.

o ndeélulasviaveis
% de viabilidade = - —— i 4)
n¢de células viaveis + n¢ de célulasmortas

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos através das contagens realizadas em camara de Neubauer
sofreram analise comparativa paramétrica e ndo paramétrica. A analise paramétrica foi
feita a partir de analise de variancia (ANOVA), e a analise ndo paramétrica foi feita a

partir do teste de Kruskal-Wallis, ao nivel de 5%<(®,05). Este teste compara
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amostras independentes, do mesmo tamanho, sem levar em conta os tratamentos; e &

indicado para comparacao de grupos, principalmente quando h& poucas repeticdes.

Os resultados obtidos nas contagens podem ser observados na tabela 1.

Controle 630nm-CA| 630nm-CS$  850nm-CA  850nm-CS
1 120000 165000 160000 150000 150000
2 130000 140000 170000 140000 170000
3 140000 140000 150000 160000 140000
4 170000 160000 160000 140000 150000

Tabela 1. Nimero de células obtidas nas contagens de cada grupo.

Uma analise descritiva forneceu as seguintes médias e desvios.

Controle | 630nm - CA| 630nm - CS| 850nm - CA| 850nm — CS
Média 140000 151250 160000 147500 15250(
Desvio 21602 13150 8165 9574 12583

Tabela 2. Resultados da andlise de variancia; Média e Desvio padréo da Taxa de proliferacao celular.

)

As diferencas entre os grupos sdo pequenas, de maneira que nao chegam a ser

significativas do ponto de vista estatistico. Aplicado o teste de comparacao de Kruskal-

Wallis observou-se que o valor “p”, maior que a probabilidade de erro que utilizamos

(0.05), indica que nao ha diferenca significativa entre 0os grupos quanto ao comprimento

de onda utilizado (630nm = 10nm e 850nm = 10nm), nem tdo pouco quanto ao

momento de inicio da aplicacdo da radiacdo (CA ou CS). (Tabela 3).

Resultado (H)

Graus de Liberdade

Kruskal-Wallis (p)

Diferenca Estatistica

3,9689

4

0,4102

N&o

Tabela 3. Resultados da andlise estatistica Kruskal-Wallis.

Devemos observar que o numero de repeticbes (4) dentro dos grupos e a

quantidade de dias de irradiacdo ndo sdo suficientes para determinar se ha realmente
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influéncia dos LEDs nos comprimentos de onda 630nm = 10nm e 850nm + 10nm, no

cultivo de células-tronco mesenquimais.

Temos também que de acordo com Karu, a magnitude do efeito da
fotobiomodulacdo depende do estado fisiologico da célula antes da irradiacdo. Foi
observado que o estado geral redox da célula e seu pH no momento da irradiacdo podem
levar a respostas mais fortes ou mais fracas das células irradiadas. Células com um pH
mais baixo que o normal, onde o estado redox é alterado na direcdo reduzida, sao
consideradas mais sensiveis a acao estimuladora de luz que aquelas com 0s respectivos
parametros sendo Otimos ou proximos a 6timo. Esta circunstancia explicaria as
possiveis variagcdes nas magnitudes observadas e porque o efeito ndo € sempre possivel.
(KARU, 2003).

Os resultados obtidos referentes as viabilidades dos grupos em estudo
demonstraram que todos os grupos apresentaram viabilidade 100% com excecdo do

grupo 630nm - CA, como mostra a tabela 4.

Controle | 630nm - CA| 630nm - CS| 850nm - CA 850nm — CS
Média (%) 100,00 91.6 100,00 100,00 100,0(
Desvio (%) 0,00 0.28 0,00 0,00 0,00

Tabela 4. Resultados da analise de médias e desvio padrdo das viabilidades celulares dos grupos em estudo.

A morte por necrose observada no teste de fluorescéncia pode ser decorrente do
stress sofrido pelas células na realizacdo do experimento. A variagdo de temperatura
causada pelo ato de retirar e devolver as culturas a estufa; a manipulacdo das culturas; e
erros na execucao do processo de ressuspenséo, que envolve a tripsinizacdo, podem ser
responséveis pelo stress que resultou na lesdo da membrana celular de algumas CTM.
Entretanto, aparentemente ndo houve acdo deletéria da estimulacdo dos LEDSs,
principalmente quando o comprimento de onda de 850nm + 10nm foi utilizado.
Novamente, o fato da estimulacdo ter se iniciado com as células em suspensao ou

aderidas nao parece ter influenciado a taxa de viabilidade.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo estabeleceu a taxa de proliferdgdacélulas-tronco
mesenquimais submetidas a influéncia da luz LED nos comprimentos de onda 630nm +
10nm e 850nm + 10nm, comparadas ao procedimento padrdo apoés trés dias de
irradiagédo. O mesmo procedimento foi feito para a viabilidade celular.

Sobre os parametros estudados pode-se afirmar que houve um leve aumento na
taxa de proliferacdo das células tronco mesenquimais irradiadas com LED, mas néo se
observou diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos grupos estudados, o
que pode ser decorrente do baixo niumero de dias de irradiacdo das culturas. Quanto a
viabilidade da cultura celular, conclui-se que a irradiacdo com LED n&o acarretou em
efeito deletério para as CTMs, mas o0 stress causado as células no ato de retira-las da
estufa, irradia-las e coloca-las de volta, pode ter gerado uma interferéncia subjetiva na
técnica de contagem por fluorescéncia.

Para concluir realmente se houve ou né&o influéncia da luz na proliferacédo das
CTM, seria necessario aumentar o numero de amostras e também o tempo de analise
celular, com contagens e avaliagoes de viabilidade celular em intervalos determinados
de dias, para que se obtenha a curva de crescimento celular e taxa de variabilidade por
tempo de cada grupo.
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