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Resumo

A medicina regenerativa € uma area em crescente expansao no Brasil e no mundo,
a qual procura ampliar a capacidade natural de regeneracédo dos tecidos através da
utilizacdo de células, fatores de proliferacdo e biomateriais. Um dos ramos da
medicina regenerativa é a terapia celular, vertente que utiliza células-tronco, visando
a substituicdo de tecidos funcionalmente ou estruturalmente lesados, apresentando
um carater terapéutico. Na medicina LASERs e LEDs vem sendo estudados como
ferramenta terapéutica, mostrando possuir capacidade bioestimulatéria. Este campo
€ caracterizado por uma variedade de metodologias, que sao utilizadas em uma
gama consideravel de aplicacdes. Na técnica de fotoestimulacdo, utiliza-se a luz
para ativar moléculas e funcdes celulares, apresentando o potencial de afetar a
proliferacao e diferenciacdo e o metabolismo da célula, estimulando a
fosforilacdo oxidativa e podendo reduzir a resposta inflamatoria local. Entretanto
para que essa resposta ocorra, inumeros trabalhos afirmam sobre a importancia da
selecdo de um comprimento de onda ideal, uma vez que a utilizacgdo de um
comprimento inapropriado pode acarretar em resultados contrarios aos esperados,
acdo do LED 850nm, no regime pulsatil, nas doses de 3, 5 e 10J/cm? na cultura de
célula-tronco mesenquimal (CTM) com Soro Fetal Bovino (SFB) e com Horménios
derivados de plaquetas (HDP), e na cultura de células de Linfoma linfoblastico tipo
B, RAJI Cells na dose de 10J/cm2. Em ambos experimentos de exposi¢ao a luz, o
comprimento de onda 850 nm inibiu a proliferacao celular. Na cultura de CTM o LED
tornou o desdobramento celular mais lento e acarretou na diminuicdo da confluéncia
celular, especialmente nas doses de 5 e 10J/cm2. Na cultura de linfoma Linfoblastico
foi encontrado na dose de 10J/cm2. O grupo nao tratado apresentou 7,0 X 10°
células, em média, por frasco enquanto que as células submetidas a irradiacao
sofreram diminuicdo do tempo de desdobramento sendo a concentracdo destas de

4,2X10°% em média, por frasco.

Palavras-chaves: célula-tronco mesenquimal, cultura celular, terapia celular,

bioestimulagéo, LED.



Abstract

Regenerative medicine is a promising growing area worldwide, with the aim of
restore and regenerate tissues and whole organs through the use of cells,
proliferation factors and biomaterials. One branch of regenerative medicine is cell
therapy, that uses stem cells, aiming at the substitution of functionally or structurally
damaged tissues, presenting therapeutic fature. LASERs and LEDs are available as
therapeutic tools, showing biostimulating ability. The photo-stimulation technique
uses light to activate molecules and cellular functions, presenting potential to affect
proliferation, cell differentiation and metabolism, stimulating oxidative
phosphorylation and reducing the local inflammatory response. Data shows the
importance of selecting an ideal wavelength, such as the use of an inappropriate
choice, can lead to undisered results, such as bioinhibition. In the present work, we
evaluated the action of LED 850nm, pulsatile, at the doses of 3, 5 and 10J/cmz in
mesenchymal stem cells (CTM) with Bovine Fetal Serum (FBS) and with derived
platelets — Hormones (HDP) and B-cell lymphoblastic cell culture, 10J /cm?, RAJI
cells. In all light exposure experiments, wavelength of 850 nm inhibited cell
proliferation. CTM culture, LED had a low proliferation rate, resulting in a decrease in
cellular confluence, especially at 5 and 10J/cm?. Lymphoblastic lymphoma type B
cells, in only one week of exposure presente the same behavior of bioinhibition at
10J/cm?. The control group had 7.0 x 10° cells on per vial, while cells subjected to
irradiation underwent the unfolding time at a concentration of 4.2 x 10° on average

per vial.

Key words: mesenchymal stem cells, cell culture, cell therapy, biostimulation, LED
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1. Introducéao

1.1 Medicina Regenerativa e Terapia Celular

A engenharia de tecidos, terapia com células-tronco, fatores de
regeneracao, matrizes extracelulares e clonagem terapéutica sao denominagoes que
foram unidas em um U(nico termo, a medicina regenerativa. Nestas técnicas
Diferentes tipos de células séo isolados de amostras de tecido para a producéo de
culturas em monocamada de um Unico tipo de célula. Atualmente, sem duvida,
podemos afirmar que a medicina regenerativa apresenta-se como uma das areas
mais promissoras na pesquisa biomédica. (OLIVEIRA, 2012) Um dos ramos da
medicina regenerativa é a terapia celular, vertente que utiliza células-tronco, visando
a  substituicdo de  tecidos funcionalmente ou estruturalmente lesados,
apresentando um carater terapéutico. Este tipo celular tem a capacidade de exercer
o papel das células danificadas pois detém a capacidade de auto renovacao e
potencial de diferenciacdo em outros tipos celulares, podendo assim constituir
novos tecidos (NUNES, 2014).

Dentro da Engenharia de Tecidos uma das areas de constante alvo de
estudo é a aplicacdo de hemoterapia na terapéutica experimental e clinica.
Realizando um breve histérico da engenharia de tecidos com a utilizacdo de
hemocomponentes, ainda em 1997, Whithman D.H. et al. relataram suas
experiéncias de integrar o plasma rico em plaguetas (PRP) com cola de
fibrina dando inicio a inUmeros experimentos relacionados a esta area. Ainda
nessa linha Marx et al. (2004) demonstraram que o PRP era capaz de induzir a
regeneracdo 6ssea. Em 2001, Deffune e Rossi iniciam a aplicacdo do plasma
humano na composicdo de curativos bioativos cuja base fundamental é o conjunto
de proteinas do sangue. Em 2003, este mesmo grupo de pesquisa do Laboratério
de Engenharia Celular (LEC) do Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Botucatu, recebeu a aprovacdo do CONEP - Comissao Nacional
de Etica em Pesquisa para estudos em seres humanos na linha de biocurativos
(GARCIA, 2004). Assim, em 2005 iniciam-se avalia¢gdes da cultura de células-tronco

mesenquimais de medula 6ssea cultivadas em meio enriqguecido com hormdnios
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derivados de plaquetas (HDP) na diferenciacdo osteogénica e andlise de adesao
celular a pinos de titanio para implantes dentarios (FRANZOLIN, 2008).

Em 2011, o grupo de pesquisa do LEC iniciam a producdo de novos
scaffolds utilizando hormonios derivados de plaquetas (HDP) na engenharia de
tecidos com foco na restauracdo de lesdes crbnicas de pele utilizando celulose
bacteriana e quitosana (ARAUJO, 2007; CARVALHO, 2009; MOROZ, 2009;
CARVALHO, 2009; MOROZ, 2010; ASSUNCAO, 2011; MOROZ, 2012; NUNES,
2014).

1.2 Células-tronco mesenquimais (CTM)

Células-tronco (CT) sao por definicdo, células indiferenciadas.
Segundo Vats et al. (2002), quanto ao seu potencial, as CT podem ser
classificadas como: totipotentes em que podem dar origem a todas as
células/tecidos que contribuem para a formacdo do organismo por exemplo
zigoto; ou pluripotentes as quais originam a maior parte das células/tecidos do
organismo como as CT embriondrias; e ainda multipotentes, em que tem a
capacidade de formar um numero reduzido de células/tecidos, restritos de uma
camada germinativa como por exemplo as da medula 6ssea ou as células-tronco
mesenquimais (CTMs).

As CTMs sao ceélulas encontradas em tecidos adultos, sendo
frequentemente utilizadas em pesquisa devido a sua capacidade de regeneracao,
auto renovacgéao de tecidos e alto indice de proliferacdo (BARRY & MURPHY, 2004;
KERN et. al., 2006).

As CTMs além de expressarem receptores para citocinas e fatores de
crescimento, secretam uma grande variedade de quimiocinas, Dessa forma, as
mesmas interagem com as células residentes e podem induzi-las, por mecanismo
paracrino, a se diferenciar em linhagens celulares distintas, de acordo com essa
sinalizacao (TAKAHASHI et al., 2007).

Ao analisar os dados de literatura, nota-se que a medula Ossea
vem sendo uma das principais fontes de obtencdo de CTM, porém para a
sua retirada € um procedimento altamente invasivo ao paciente. (BARRY &
MURPHY, 2004; KERN et al.,, 2006). Devido a esta dificuldade surge a
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importancia da obtencdo deste tipo celular presente no tecido adiposo, que, além
de representar uma fonte abundante de células para transplantes autélogos, e ser
facilmente obtido por lipoaspiracdo, € um método mais barato e menos invasivo se
comparado a puncdo da medula Ossea. (HA, et al., 2003). Além disso, tecido
adiposo também apresenta numero de células adequado para transplante, e
alta capacidade de proliferagdo celular in vitro; caracteristicas estas que
contribuem para o sucesso das pesquisas e futuras aplicacbes. (BARRY &
MURPHY, 2004; KERN et al., 2006).

Segundo Coleman (1995), o tecido adiposo pode estar disponivel em
quantidades 100mL a 1L por meio da lipossuccdo, apresentando minima
morbidade. Huss (2000), afirma que as CTMs expressam um grande numero de
moléculas bioativas como as moléculas de adesdo, as proteinas de matriz
extracelular, as citocinas e 0s receptores para fatores de crescimento, permitindo
interagcbes com demais células.

Segundo Covas (2006), todas as células apresentam um conjunto
de marcadores de superficie que caracterizam a singularidade bioldgica, esta € uma
maneira de marca-las, ou seja, € possivel identificar as células pelos
marcadores que elas contém. Contudo, diferentemente de outras células,
apresentam poucos marcadores especificos, sendo sua caracterizagédo estabelecida
pela identificacdo de um perfil de marcadores especificos e ndo especificos
(ALHADLAQ & MAO, 2004; MEIRELLES et al., 2006).

Essa identificacdo ocorre atravées da técnica denominada
Imunofenotipagem onde s&o utilizados anticorpos monoclonais que reconhecem
estes antigenos de superficie da membrana das células (MEIRELLES et al., 2006).

Através de estudos de Chamberlain (2007) e Bydlowski (2009), sabe-se
que a populacdo de CTM isolada expressa em sua superficie marcadores como:
CD44 (receptor de hialuronato), CD105 (endoglina: marcador angiogénico),
CD106 (VCAM-1: molécula de adesédo vascular), CD166 (ALCAM: moléculas de
adesdo de leucécitos ativados), CD29 (integrinas VLA-B), CD73 (SH3 e SH4),
CD90, Stro-1(estroma de suporte da hematopoese), e CD?7.

Paralelamente, existe um consenso na literatura de que as CTMs néo
possuem marcadores tipicos de células de linhagens hematopoiéticas e endoteliais,

como, por exemplo: CD11b (marcador de célula imune-integrina Mac-1), CD14

28



(receptor de lipopolissacarideo LPS), CD31 (PECAM-1. molécula de adeséao
plaquetaria), CD34 (receptor de células endoteliais) e CD45 (presentes em todas
as células hematopoiéticas). Portanto, a auséncia principalmente dos antigenos
CD14, CD34 e CD45 na superficie dessas células mesenquimais permite
distingui-las das precursoras hematopoiéticas (KOLF et al., 2007). Com todas estas
caracteristicas apresentadas, as CTMs tornaram-se o foco das pesquisas
atuais, fornecendo perspectivas clinicas promissoras para a terapia celular,
(MONTEIRO et al., 2009).

1.3Hormonios derivados de plaquetas (HDP) e soro fetal bovino (SFB)

Atualmente, a cultura celular estd se tornando uma ferramenta
fundamental para pesquisa e uso terapéutico onde dentro da rotina da cultura
celular, o SFB é rotineiramente utilizado. Este apresenta alta concentracdo de
fatores de crescimento e baixa concentracdo de gamaglobulinas, comparado a
outros soros animais,. Devido a isso é utilizado como suplemento padrdo de
meio de cultura celular, normalmente em concentracdo de 5% a 20% no meio de
cultura. (VANNI, 2016)

Sua composicdo apresenta variados componentes como hormonios,
vitaminas, aminodacidos, lipidios, proteinas de transporte além de fatores de
proliferacdo e de crescimento. Como as concentracfes dos nutrientes podem
mudar de lote para lote, e a composicdo do SFB ndo € totalmente conhecida
(podendo conter virus ou prions), complicacdes imunoldgicas podem ocorrer, uma
Vez que O sOro possui proteinas que estimulam a imunogenicidade humana de
modo persistente (NIMS, R. W.; HARBELL, J. W., 2017). Desde 1991, Johnson, e
colaboradores, ja comprovaram através de seus estudos feitos pacientes
gueimados que receberam transplante de queratinécitos cultivados in vitro, que os
mesmos desenvolveram respostas imunes contra proteinas sericas presentes na
cultura, as quais levaram a rejeicdo desses enxertos. Ainda acerca do tema, Vanni,
2016 afirma que nenhuma solugédo financeiramente acessivel e eficaz foi
encontrada, uma vez que os chamados substitutos do soro fetal para cultura de
células ultrapurificados sdo extremamente caros (aproximadamente 1.500 dolares

o frasco de 500 ml) tornando seu uso proibitivo. Desta forma fica evidente a
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importancia de alternativas que poderdo substituir o SFB na cultura de células-
tronco, visando principalmente a aplicagdo clinica e minimizando assim, a
possibilidade de complicagbes imunolégicas relacionadas com o uso de
componentes xenobioticos.

O HDP, por sua vez é secretado pelas plaquetas. Estas sdo pequenos
fragmentos celulares anucleados, com aproximadamente 1-3um de diametro e sua
funcdo primaria de hemostasia e a secundaria de angiogénese, imunidade inata e
cicatrizacdo de tecidos danificados. No seu citosol encontram-se numerosas
organelas incluindo granulos alfa e densos, peroxissomos, lisossomos e
mitocondrias. Os granulos densos contém o ADP, ATP, histamina, serotonina e
calcio. Ja os a contém fator 4 plaquetario, PDGF, VEGF, EGF, TGF-B, fibrinogénio,
fibronectina, inibidor | do ativador de plasminogénio (PAI I), Fatores V, VIII, Fator von
Willebrand, entre outras proteinas (VANNI, 2016) . Devido a essa grande quantidade
de fatores de crescimentos que as plaquetas apresentam, as mesmas tornaram-se
alvo na aplicacdo na engenharia de tecidos e medicina regenerativa, tanto na clinica
como na pesquisa. O HDP, quando utilizado em concentracdo ideal na cultura
promove a gelificacdo do meio resultando em um aspecto 3D.

O cultivo de células ex-vivo vem sendo realizado h&d muitos anos,
porém, a possibilidade de crescimento de tecidos tridimensionais complexos
vem sendo desenvolvimento somente recentemente. Scaffold, portanto, traduz-se
por uma matriz tridimensional, podendo ser natural ou sintética. Nesta estrutura as
células providas com as condi¢cdes e sinais adequados para sua viabilidade, irdo
secretar determinados componentes de matriz extracelular e criar, de fato, um

tecido vivo, a ser reimplantado no sitio defeituoso do paciente (NUNES, 2017.)

1.4LED

A Optica é um campo que lida ndo somente com a propagacao da luz,
mas também com sua producdo e mecanismos de interagdo com a matéria. Sua
grande aplicabilidade nos tempos atuais, deve-se muito, a existéncia de
equipamentos que emitem a radiacdo pela técnica denominada LASER (do
termo em inglés Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation), a qual
apresenta propriedades especiais que o tornam um excelente instrumento de uso

cientifico e tecnolégico (BAGNATO, 2001). A técnica do LASER, produz feixes de
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luz coerente e monocromético, ou seja, ao Vvisualizar o0 espectro sera
observado apenas por uma linha, composto por apenas um comprimento de onda
bem definido. (BAGNATO, 2001). J& a luz produzida pelo LED € um tipo de luz
divergente e ndo coerente, e apesar de ndo ser monocromatica como um laser,
consiste de uma banda espectral relativamente estreita (CASTRO, 2016).

Na medicina o LASER foi por muito tempo utilizado apenas como
uma ferramenta de corte cirargico em diferentes procedimentos médicos.
Contudo, recentemente tem sido estudado como ferramenta terapéutica, mostrando
possuir capacidade bioestimulatéria, bem como em terapias modernas tais como
a fotodindmica. O campo da bioestimulacdo é caracterizado por uma variedade de
metodologias, e geralmente usa-se de varias fontes de luz (LED ou LASER)
com diferentes parametros como: comprimento de onda, a poténcia de saida de
onda continua, ou modos de funcionamento (pulsado ou continuo) (GARCIA, 2015).
A principal vantagem do LED consiste na auséncia de um filamento, fato este
que reduz o efeito joule (produzido pelo atrito entre o0s elétrons). Seu
rendimento € maior, pois uma porcentagem muito mais alta de energia elétrica
esta indo diretamente para a geracdo de luz, o que diminui consideravelmente
a demanda de consumo . Assim, os LEDs vem apresentam-se eficazes para a
bioestimulacdo e para a terapia fotodindmica, permitindo uma gama consideravel de
aplicacoes. (BAGNATO et al., 2006). Ainda segundo Bagnato (2001), nas areas
ligadas a saude, a Optica tem estado presente de forma bastante significativa nos
altimos anos, isto porque na técnica de fotoestimulacdo, utiliza-se a luz para ativar
moléculas e fungbes celulares, e a mesma tem o potencial de afetar a
proliferacdo celular e a diferenciacio uma vez que afeta diretamente o
metabolismo da célula (VELOSO, 2010).

Segundo a literatura, a bioestimulagdo também pode proporcionar ao
organismo uma melhor resposta a inflamacdo, com consequente reducdo de
edema e minimizacdo da dor, desta forma esse tipo de terapia apresenta-se
como uma alternativa para processos que apresentem necessidade de regeneragao
tecidual (SILVA et al., 2007).

Ha mais de 20 anos, o principio da bioestimulacdo vem sendo
promovida, inicialmente pelo LASER. A técnica bioestimulatéria, iniciou-se na area

da dermatologia, mais especificamente, no processo de reparo de feridas cutaneas.
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Depois, foi sugerido que a bioestimulagdo também poderia ser util para acelerar a
cicatrizacdo de feridas bucais como aftas, herpes labial, parestesias, e pos
operatorios (CAMELO, 2007).

Para compreender a interacdo da radiagdo com o tecido biologico é
necessario levar considerar as propriedades O6pticas do tecido, o comprimento
de onda daradiacdo de excitacdo, a densidade de poténcia (irradiancia) e de
energia (fluéncia) entregues a este tecido (LUBART, 1992). Pesquisas realizadas
por Catdo (2004), e Baros (2008), utilizando LASERs de baixa poténcia,
demonstram seus efeitos analgésicos, anti-inflamatérios e cicatrizantes, com
baixas densidades de energia, e comprimentos de onda capazes de penetrar
nos tecidos, contribuindo diretamente no processo de reparo tecidual. Além disso,
pesquisas apontam que o LASER de baixa energia (LBE) aumenta o metabolismo
celular, estimula a fosforilagdo 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 a técnica
estimula a liberacdo de citocinas (IL-6 e IL-8) e fatores de crescimento e
diferenciagdo que por sua vez estdo diretamente relacionados ao processo de
reparo cutaneo (PEREIRA, et al.,, 2002; MOORE, et al., 2005). E ainda segundo
Giannelli et al. (2013) a irradiacdo com LBE pode aumentar a proliferacdo de
células-tronco em cultura, incluindo CTMs, CTs cardiacas e da polpa dentéria.

Devido a essas propriedades semelhantes ao LASER, o uso do LED em
pesquisas e como recurso terapéutico ampliou-se na Ultima década
principalmente por ser um instrumento economicamente mais acessivel. Mesmo
0os LEDs néao produzindo feixes de luz coerentes, colimados e perfeitamente
monocromaticos como o0s equipamentos LASER, estudos desenvolvidos pela
NASA (National Aero Space Agency) nos Estados Unidos demonstraram fortes
evidéncias de que a eficiéncia dos LEDs em processos de foto estimulacdo
celular e de proliferacdo de crescimento celular in vitro € semelhante a dos LBE.
(VINCK, et al.,, 2003). Estudos recentes apresentam uma série de resultados
demostrando que, a aplicagcdo da luz proveniente do LED em tecidos biol6gicos

influencia positivamente no aumento da taxa de proliferacdo de células, o aumento
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da taxa de producao de fibroblastos, aumento da taxa de sintese de RNA e DNA, e
sintese de ATP (MION, 2014).

A absorcdo de fotons pode produzir efeitos fototérmicos,
fotomecanicos, fotofisicos e fotoquimicos, no tecido biologico. Esses efeitos
vao depender do comprimento de onda (A) do feixe de luz, da irradiancia
(W/cm?) e da fluéncia de energia depositada no tecido (J/cm?) (VELOSO, 2010).
No efeito fotoquimico essas alteracdes podem acarretar em sintese de DNA,
sintese proteica e enzimatica, e a producdo de ATP intracelular, isto porque a
absorcdo de fétons de um determinado comprimento de onda de luz, por
moléculas intracelulares especificas (fotoaceptores), promovem estimulacdo de
atividades enzimaticas e de reacdes Oxido-reducdo (redox) do metabolismo celular
(KARU, 2003). Ja os efeito fotofisicos, por sua vez, sdo responsaveis pela
mudanca de potencial na membrana celular, alterando mobilidade idnica e
influenciando indiretamente no aumento da producdo de ATP como demonstra a
figura 1 (GARCIA, 2015).

Figura 1: Ag&o dos Diodos Emissores de Luz

Diodo emissor de luz

- ATP (adenosina trifosfato); cAMP (ad.
i Monofosf. ciclico); AP1 (proteina
ativadora 1-fatores de transcrigdo

! regulados por alteragdo do estado redox)
-MNO (6xido nitrico)

- ROS (espécie reativa de oxigénio);

! PKD (proteina quinase D); NF-KB (fator

i nuclear)

Produgdo de fatores de crescimento
Proliferagao celular

Deposi¢ao de MEC
Mobilidade e adeséo celular
Inibicdo da apoptose

Fonte: adaptado de University of Birmingham (2015) por GARCIA, 2015.
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1.5 Possivel utilizagdo do LED em células tumorais

Células malignas ou neoplasicas sdo por sua vez sao células que foram
definidas, ainda em 1930 pelo patologista Rupert, como uma massa anormal de
tecido cujo crescimento excede ao crescimento normais dos tecidos e persiste
mesmo quando cessada a causa que o provocou (BOGO, 2009).

A célula cancerigena frequentemente apresenta caracteristicas como
auséncia de diferenciacdo e proliferacdo incontrolada. Estas podem ser
desenvolvidas a partir da inativagdo de genes supressores de tumor, ativagdo de
oncogéneses ou até mesmo agentes fisicos, quimicos e biolégicos (SIEBER et al.,
2003).

As primeiras etapas do desenvolvimento de drogas e terapias anticancer
sdo em grande parte, realizadas utilizando culturas celulares de linhagens. Desta
forma é possivel avaliar inUmeros paramentos para atestar a sua eficacia, que vao
desde a efetiva morte celular, até alteracdo do metabolismo e inibicdo da
proliferacao in vitro (BOGO, 2009).

KUZNETSOVA, D. S. (2015) relata a importancia da sele¢cdo de um
comprimento de onda apropriado nas diferentes fontes de luz e a especificidade das
reacoes celulares em determinados comprimentos de onda de irradiacéo,
relacionando diretamente essa escolha a uma terapia eficaz e util para as diferentes
condicbes médicas. Na literatura, frequentemente sdo mencionados os efeitos
benéficos da fototerapia LED como em doencas da pele, como acne (SADICK,
2009) e na cicatrizacéo de feridas (BAEZ; REILLY, 2007), entretanto JEONG, M.O.,
et al em 2012, apresentaram seus estudos sobre a capacidade inibitéria do LED 830
e 850nm, que diminui efetivamente a sintese de melanina em melandcitos in vitro.
Ainda neste ano, Magrini. et al., afirmam que a luz pode influenciar o metabolismo
celular dependendo da sua fluéncia. Nos estudos do grupo as células de mama
malignas (MCF-7) foram expostas a luz a partir de um LASER He-Ne (633 nm) com
fluéncias de 5, 28,8 e 1000 mJ / cm2. Para 5 mJ/cm?, as células MCF-7 sofrem
células apresentam bioestimulacdo acompanhada por uma elevacdo da taxa

metabdlica.
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Os resultados advindos dos estudos iniciais deste projeto, utilizando
CTM, corroboraram com tais dados encontrados na literatura. Ficou evidente uma
possivel capacidade bioinibitéria do mesmo, acarretando em futuras possiblidades

de sua aplicacdo em células neoplasicas.
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2. Objetivos
2.1 Objetivos Gerais
Avaliar a acdo do LED 850nm, no regime pulsétil, como bioestimulador
do crescimento de CTM, na presenca de Soro Fetal Bovino e, na sua auséncia

sendo substituido pelo horménio derivados de plaquetas (HDP).

2.2 Objetivos especificos

Aplicacdo do bioestimulador LED 850 nm de incidéncia pulsada sobre as

culturas de células-tronco mesenquimais de rato em cultura standard

(padréo), sobre o scaffold de HDP;

e Avaliar o desempenho do arcabouco bioldgico para cultura de células, e o
resultado da sua interagdo com o LED;

o Verificar os efeitos da luz de LED 850 nm nas taxas de diferenciagéo das CTM;

¢ Obtencao de dados quantitativos e qualitativos pds-irradiacdo das culturas de
CTM;

e Analisar os efeitos promovidos pela incidéncia da luz de LED nas culturas de

CTM e na Linhagem RAJI.
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3. Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia Celular
(LEC), associado ao Programa de Poés-graduacdo 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 Padrdo (POP) do LEC do Hemocentro de Botucatu
e este trabalho recebeu aprovacdo pelo Comité de Etica em pesquisa no uso
de animais da FMB (CEUA), cujo numero do certificado é 166/2016 CEUA.

3.1 Infraestrutura e Instalacdes do Laboratorio

O Laboratério de Engenharia Celular (LEC) do Hemocentro conta com a
instalacédo de dois laboratorios internos de uso 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 secdo 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, CNPg, BNDES, FINEP e FNS

deram suporte a pesquisa.

3.2 Obtencao das Amostras

As células de CTM de rato obtidas estavam criopreservadas a -80°C na
presenca de dimetilsulféxido como criopreservante de acordo com os Procedimentos
Operacionais Padrao do LEC. Estas amostras foram denominadas CTMi1, CTM: e
CTMs. O critério de selecdo das amostras preservadas foi incluir aquelas que haviam
sido submetidas ao protocolo de dissociagdo mecéanica, e expandidas até a 42
passagem e que se apresentaram com bom desempenho em cultura: menor tempo
de desdobramento e sem anormalidades morfolégicas. Optou-se pelo uso de células
criopreservadas baseado no fato de que as amostras recém obtidas possuem uma

grande quantidade de células sanguineas e endoteliais. A cultura celular com a

37



adesdo das mesmas, executa a purge natural das CTM que aderem ao plastico,
apresentando amadurecimento cronolégico ou fisiolégico
(envelhecimento/senescéncia celular), tornando desta forma a amostra homogénea.
Durante esse processo, para a manutencdo e crescimento celular, as células
plagueadas em frascos T 75 cm? foram tratadas com meio de cultura DMEM-F12
contendo aditivos como antibioticos, antimicaticos, aminoacidos, soro fetal bovino,
entre outros.

A troca do mesmo foi realizada 3 vezes por semana, por meio da
aspiracdo e reposicao de meio novo (ALVES, 2017). Antes da troca do meio, 0s
frascos foram observados por microscopia invertida de contraste de fase utilizando
microscépio Axiovert 200-Zeiss®. Esta observacdo tem como objetivo o
monitoramento do aspecto fibroblastbide das CTM bem como o controle e
prevencdo de possiveis contaminacdes 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.

No momento em que a cultura atingia confluéncia ideal (80%), as células
foram submetidas ao tratamento enzimatico com uso da enzima Tripsina EDTA
0,25% (Gibco®) para proceder a passagem (repicagem) para outro frasco com
superficie maior, a fim de promover a expansdo celular numérica. Na
“tripsinizacao”, inicialmente os frascos sao previamente lavados com HEPES, para a
remocao de proteinas do soro fetal que possam neutralizar a acdo da enzima. Em
seguida, o0 mesmo é aspirado e a tripsina ¢é adicionada ao frasco, que
permanece em estufa de CO2 a 5%, 37°C por 10 minutos, até ocorrer
desprendimento celular da superficie do frasco. Esta observacdo novamente é
realizada por microscopia invertida.

Apoés o desprendimento, 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 centrifugado a 1200 rpm por 10 minutos.
Apos isso, o0 pellet celular é ressuspenso em HEPES e procedida a contagem e a
determinacdo da viabilidade por azul de tripan (Gibco®) em camara de Neubauer
para posterior plaqueamento com DMEM-F12.

Os procedimentos de contagem e avaliacdo da viabilidade celular foram

realizados primeiramente ao final de cada “tripsinizacdo” ou antes do inicio do
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experimento do qual se necessita saber a quantidade aproximada de células por
area do frasco. A contagem celular foi realizada por contador Automatico (CA),
Countess™, além da camara de Neubauer nela utiliza-se das propriedades da otica
e analise de imagem para automatizar a contagem celular, possibilitando ainda a
quantificacdo em porcentagem da viabilidade da amostra: células vivas, mortas, e 0
ndamero total com precisdo, utilizando o corante azul de tripan como técnica de

coloracao padréo.

Figura 2 - Imagem do Countess™ disponibilizadas pelo sistema durante a contagem
celular

Legenda: A = aspecto frontal do Countess com a lamina contendo as células; B= aspecto das células
vivas e mortas identificadas pelo sistema de contagem.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2018.

3.3 Caracterizagcfes da CTM — TA pré-experimento

Anteriormente a criopreservacao, as células foram cultivadas por 4 passagens
consecutivas para expansdo e obtencdo de células-tronco mesenquimais antes do
inicio do experimento proposto com a irradiagdo do LED. Todas as amostras
selecionadas ja tinham sua identidade de CTM previamente comprovadas atravées
dos métodos de imunofenotipagem com a expressao de marcadores de superficie
celular, e realizada a analise do potencial de diferenciacdo por meios indutores — tri-
linhagem. Para isso foram utilizados métodos padronizados e Procedimentos
Operacionais Padrdo bem estabelecidos nos laboratérios de Engenharia Celular e
Citometria de Fluxo da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

39



3.4 Aplicacéo do LED Pulsatil nas culturas de CTM

Apds o descongelamento das ampolas de CTM estabelecidas até a 42
passagem, as mesmas foram preparadas e destinadas ao experimento proposto.
As irradiacdes foram realizadas com auxilio de 2 equipamentos portateis tipo
protétipo, também conhecidos como mesas difusoras “biotable” (Figura 3), com
poténcia de 30 mW/cm?, constituida por LEDs que emitem luz em 850nm (invisivel
ao olho), sendo um equipamento com emissdo de luz pulsétil, de propriedade
do Centro de Pesquisa em Optica e Fotdnica (CEPOF) do Instituto de Fisica
de Sé&o Carlos (IFSC) da Universidade de Sao Paulo (USP), com o qual foi
estabelecida parceria neste projeto de pesquisa e com outros projetos do

Laboratorio.

Figura 3 - Detalhe da biotable produzidas pelo CEPOF/LAT

Protétipo ‘D

BioTable 850nm

Fonte: arquivo pessoal, 2018.

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 3,0; 5,0 e 10,0 J/cm?
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(GARCIA, 2015) A metodologia de aplicacdo do LED nas culturas in vitro seguiram
as normas de seguranca de acordo com a resolugcéo da ANVISA RDC n° 185/01.

A exposicao dos frascos de cultura a luz do LED teve duracao de tempo
diferente para cada uma das 3 doses aplicadas conforme pode ser observado no
quadro 1. De acordo com o quadro é possivel conhecer os tempos de exposi¢ao
dedicados aos frascos a partir das diferentes doses. Esses tempos foram
calculados previamente pela equipe do CEPOF. Para a realizacdo das
irradiaces, os frascos eram retirados das estufas, colocados um a um, sobre a
biotable,

Quadro 1 - Dose e tempo de exposi¢céo durante a bioestimulacao

3 J/cm? 1min 40 seg
5 J/cm? 2min 47 seg
10 J/cm? 5 min 34 seg

Para a execucdo do experimento as CTMs foram plagueadas na
concentracdo de 10° células/frasco T75 cm?2. O meio de cultura utilizado para o
experimento foi o DMEM-F12 (Gibco®) livre de fenol, substancia essa responsavel
pela coloracdo em tom alaranjado do meio, em associacdo com 10% de SFB. Em
virtude de o fenol ser uma substéancia refringente a irradiacéo, 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 dos
frascos foi trocado trés vezes por semana, acompanhado previamente de
observacdo microscopica, por microscopia invertida utilizando microscopio Axiovert

200-Zeiss™ e registros fotograficos sempre que indicados, vide figura 5.
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Figura 4— Representagcdo esquemaética do plaqueamento das CTM e bioestimulacao

>p|aqueamento > 27 feira >4afeira > 62 feira >

48 h

O monitoramento frequente dos frascos permitiu avaliar o0 aspecto
celular, a morfologia, a confluéncia das células e eventual aparecimento de
indicadores toxicos tais como depositos intracelulares, vacuolizagdes ou sinais
de  desdiferenciacdo  e/ou contaminacdo evidenciados pela mudanca de
comportamento da CTM-TA, tipicamente aderente ao plastico, tornando-se células
em suspensao.

Durante o experimento, os frascos que néo receberam irradiacdo pelo
LED (controles) foram retirados das estufas e colocados dentro da capela de
fluxo laminar e permaneceram assim expostos pelo tempo maximo de todas
as doses, sendo ela a de 10 J/cm? (5 min e 34 segundos). Este procedimento foi
realizado para equalizar de forma homogénea o estresse causado as células. A ndo
manipulacdo do frasco, sem retird-lo da estufa poderia trazer um viés de resultado
gue néo era real.

O desenvolvimento da cultura durante a bioestimulacdo tornou o
comportamento celular heterogéneo, desta forma, nas culturas onde houve
confluéncia suficiente para a realizacdo do tratamento enzimatico, 0 experimento
se estendeu por 4 passagens a contar da 42 passagem (momento zero = MO)
obtida apoOs prévia expansdo da cultura. Neste caso, em todas as passagens as
células foram tratadas com tripsina e repicagem, desde MO até P4. A cada
passagem, parte das células era replaqueada e outra parte era destinada a
criopreservacdo. A sequéncia de etapas do experimento recebeu a denominacao
subsequente: MO — P1, P1 — P2, P2 —» P3, P3 — P4.

Na figura 5 pode se observar as diferentes etapas/procedimentos do

experimento proposto, de forma clara e abrangente.
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Figura 5 — Representacdo esquematica dos procedimentos realizados até a
bioestimulagéo.

CTM
| Confirmacéo fenotipica
| por citometria de fluxo
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Com SFB

I I I

3J/cm2 5J)/cm2 10 J/cm2

HDP: Horménio derivado de plaqueta

Fonte: arquivo pessoal, 2018
3.5 Cultura de Linhagem RAJI - CEPA ATCCe CCL-86™

Tendo em vista divergéncias na literatura especializada sobre o efeito
do LED a 850nm, analisou-se o efeito da irradiacdo estudada em células
neoplasicas para se avaliar inibicdo ou ndo do crescimento celular, além de indice
de apoptose e necrose. Foi adquirida a linhagem RAJI, certificada ATCC CCL-86 e
expandida em cultura em meio RPMI-1640 10% de soro fetal bovino. A cultura foi
submetida a exposicdo a do LED luz pulsétil, no comprimento de onda 850, na dose
de 10 J/cm?. O experimento procedeu-se por uma semana sendo que a aplicacédo da
luz ocorreu seguindo 0 mesmo modelo proposto a cultura de CTM: a cada 48 hs.
Portanto para tais analises a amostra foi submetida ao LED durante trés vezes neste
periodo. O experimento foi realizado em triplicata experimental e procedida a
contagem celular pelo mesmo método ja citado e a analise de apoptose e necrose
por citometria de fluxo (CF) usando kit anexina V e iodeto de propidio (IP) BD®.

O fendmeno da morte celular pode ser desencadeado por diversos fatores
como agressdo toéxica, imunoldgica, infecciosa ou por danos no DNA. Para
realizacdo da CF, foram utilizados dois reagentes para determinar a morte celular:

Anexina V FITC (fluorescéncia verde), lodeto de Propideo (fluorescéncia vermelha)
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todos do mesmo fabricante (Kit BD Pharmingen®). A anexina V € uma proteina
Ca? utilizada para marcacdo da apoptose, sendo realizada pela dosagem de
fosfatidilserina. Estes fosfolipideos sao predominantemente observados ha
superficie interna da bicamada lipidica, voltada para o citosol. Desta forma, nas
células em inicio de apoptose, a membrana celular ainda esta intacta, porém sofre
uma desorganizacdo onde por consequéncia a fosfatidilserina € translocada para a
superficie exterior da bicamada. Com a utilizacdo desta técnica, alteracdes
morfologicas associadas ao inicio da apoptose podem ser detectadas antes da
perda da integridade da membrana. Ja o uso de lodeto de Propideo permite
diferenciar células intactas das ndo intactas, isto o IP é uma molécula que se
intercala em qualquer DNA desde que a membrana da célula esteja permeavel. A
coloracdo simultanea com Anexina V-FITC e com o corante Pl permite a
discriminacdo de células intactas (vidveis), no inicio de apoptose, e células
tardiamente apoptdéticas ou necréticas como demonstra o quadro 2 a baixo:

Quadro 2: Representacdo da coloracdo quanto a morte celular

Células Viaveis Apoptose Inicial Células tardiamente apoptéticas
ou necroéticas

FITC - ePI - FITC + PI - FITC + Pl +

3.6 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados pelo método de andlise estatistica descritiva
simples com o objetivo de sintetizar valores de mesma natureza, permitindo uma

visdo global da variacéo e descrevendo os dados por meio de tabelas e de graficos.
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4. Resultados e Discussdes

Foram analisadas trés amostras de células-tronco mesenquimais de
tecido adiposo de rato criopreservadas no banco de células.

Os resultados deste trabalho foram descritos de acordo com os testes
realizados, em sequéncia l6gica (pré irradiacdo e pos irradiacdo com LED), o que
facilitou a organizacdo dos dados para analise e discussdo. Respeitando a
padronizacdo inicial foram selecionadas ampolas de CTM-TA de 3 animais
criopreservadas na 42 passagem. O primeiro resultado, esquematizado na figura 6
mostra que anteriormente ao experimento, as células tinham comportamento
homogéneo e taxas de crescimento equiparaveis. No entanto, no pos-procedimento
este comportamento se tornou heterogéneo. Uma em trés amostras manteve o perfil
de crescimento proximo (CTM2), mas ainda sim, inferior ao momento pré-
experimento. Isto leva a crer que a bioestimulacdo com 850nm comprometeu a taxa

de proliferacdo das células independentemente de dose.

Figura 6— Esquema comparativo do crescimento das células pré e pés experimento

= —  Taxa de crescimento
E pré-experimento
O
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S pos-experimento
=
|_
O

Quanto a taxa de confluéncia, ou seja, o tempo que as células levaram

para atingir 80% de adesdo a superficie do frasco, as 3 amostras analisadas
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apresentaram comportamentos distintos, onde CTM: (grafico 1) e CTMs (grafico 3)
apresentaram baixo crescimento em relacdo ao controle apds o inicio da
bioestimulacdo, impossibilitando a realizacdo das 4 passagens como O proposto
inicialmente no trabalho. Ja a amostra de CTMz, (grafico 2) apresentou 0 mesmo
comportamento de crescimento (mais lento em relacdo ao controle) porém foi
possivel a realizacdo das 4 passagens no periodo proposto de 41 dias
bioestimulacéo.

Gréfico 1 — Desempenho do percentual de Confluéncia da CTM: irradiada e néo
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Gréfico 2 — Desempenho do percentual de Confluéncia da CTM: irradiada e néo
irradiada
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Gréfico 3 — Desempenho do percentual de Confluéncia da CTMs irradiada e nao
irradiada
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Analisando os gréaficos é possivel observar que em todas as amostras de
CTM, o periodo méaximo foi de 14 dias de bioestimulacdo para que ndo houvesse
diminuicdo da taxa de crescimento em todas as doses testadas, sendo que apés a
terceira semana a taxa de proliferacdo diminuiu significativamente. O grafico abaixo
representa os controles (identificados como nédo tratados = NT) e as respectivas
amostras de CTM nas irradiagbes recebidas. O valor corresponde a taxa de

confluéncia (%).
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Grafico 4 — Taxas de confluéncia das 3 amostras de CTM tratadas e ndo tratadas
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Observando o gréfico acima (grafico 4) podemos inferir que o
desempenho das amostras avaliadas e o niamero de células visiveis apresentou
relacdo inversa com o aumento da dose ofertada, ou seja quanto maior a dose de
irradiacdo utilizada menor a confluéncia observada nos frascos. Outra constatagéo €
de que com o aumento da dose (méaxima 10J/cm?) o nimero de ampolas congeladas
a cada passagem era menor se comparado as doses de 5J/cm?, 3J/cm2 e controle
respectivamente (ver gréfico 5), portanto o tratamento com irradiacdo no

comprimento de onda 850 nm, tornou o desdobramento celular das CTM mais lento.
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Gréfico 5 — Relacdo entre nimero de ampolas (10° células por unidade) congeladas

e dose
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4.1 Aspectos morfolégicos das culturas de CTM durante o experimento

Este item faz uma breve apresentagcdo, por meio de imagens
fotodocumentadas durante a realizacdo de todo o0 experimento, sempre
acompanhadas de observacdes das placas no que diz respeito ao aspecto
morfolégico, confluéncia, presenca ou ndo de indicios de contaminacao, distribuicéo
das CTMs na superficie das placas, considerando se houve ou néo

agregacgOes/formacgdes de colbnia ou distribuicdo mais homogénea.

4.1.1 Culturas utilizando Soro Fetal Bovino (SFB)

O grupo em que foi utilizado o SFB suplementando o meio de cultura, foi
adicionado 10% do mesmo em todas as doses e no grupo controle. Nao houve
alteracdo morfolégica em relagcdo aos tratamentos, porém houve alteracbes
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morfolégicas para cada animal evidenciando que h& diferencas bioldgicas e
diferentes respostas aos tratamentos para cada individuo podendo estar relacionado
com o polimorfismo intra-espécie.

Observa-se na figura 7 que as CTM do animal 1 adquiriram um aspecto
“fibroso”, com citoplasma abundante, evidente riqueza de fibras de actina. Este
aspecto é sugestivo de comissionamento estromal (BIANCO, 2001). No entanto, as
mesmas células irradiadas, adquiriram um contorno menos poliédrico, mais
arredondado lembrando epitélio mesodermal, o que pode sugerir um processo de
transformacao nas células, tornando-as malignas (LIMA, 2015).
Figura 7 — Fotomicrografia das culturas irradiadas e controle

Legenda: A = Controle, aumento 200X; B CTM1 3J/cm?, aumento 50X; C = CTM2 3J/cm? aumento
5X; F = controle, aumento 50X; E = CTM3 3J/cm?, aumento 50X e F = controle, aumento 50 X
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4.1.2 Culturas utilizando Hormonios Derivados de Plaquetas (HDP)

As culturas suplementadas com HDP a 10% possibilitaram o
desenvolvimento de um ambiente 3D (Figura 8). Neste caso, em todos o0s
tratamentos houve aumento da confluéncia celular nas duas primeiras semanas de
experimento, porém a polimerizacdo do mesmo impossibilitou a realizacdo de
tripsina. Este fato € consequéncia dos resquicios de anticoagulante (CPD-Al) nas
amostras obtidas para a producdo do HDP. Este anticoagulante ao entrar em
contato com meio de cultura rico em calcio, quelante do mesmo, atua junto com a
trombina formando o coagulo de fibrina. Este scaffold formado compromete as
analises subsequentes por citometria de fluxo, pois podem determinar a presenca de
microagregados.

Assim, apés a realizacdo do experimento ficou evidente que o sistema
HDP/LED torna-se dificil para a utilizacdo na rotina de cultura celular, pois sua
interacdo impossibilita a tripsinizacdo (Figura 9). Existe a possibilidade do uso da
colagenase do tipo |, no entanto esta mudanca de protocolo torna muito mais caro o
procedimento, além de que trabalhos anteriores (CLETO, 2006) mostram que a
obtencdo de CTM com uso de colagenase determina 3,7 vezes mais dano de DNA
analisados pela técnica Komet Assay.

Segundo a literatura (GARCEZ; RIBEIRO; NUNEZ, 2012) os efeitos
bioestimulantes ou bioinibidores da exposicdo ao LED dependem diretamente da
adequacdo dos parametros da irradiacdo, sendo necessario observar as
caracteristicas Opticas do tecido, ou no caso a dimenséo (tamanho e profundidade)
da cultura submetida a luz. Para que haja uma influéncia ideal e total de absorcdo
dos fétons pelas células in vitro a utilizacdo da luz de LASER podera se mostrar

mais eficaz quando selecionada no comprimento de onda ideal.
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Figura 8 - Identificagdo macroscopica de “membrana” formada por polimerizagao do
HDP em meio de cultura.

Legenda: Fotografias de frascos de cultura com suplemento de HDP com polimerizagdo ap6s 24 hrs.
Seta idica membrana.
Fonte: arquivo pessoal, 2018

Figura 9 — Fotomicrografia de scaffold formado na cultura de CTM suplementado
com HDP, irradiado a 10J/cm?

Legenda: Fotomicrografia de cultura de CTM com suplemento de HDP. Observa-se o detalhe da
polimerizacdo indicado pela seta. Procedimento submetido a irradiacdo, 10 J/cm2. Microscopia

invertida com contraste de fase, aumento 50x. Fonte: arquivo pessoal, 2018.
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Na sequéncia foram analisadas imagens obtidas no microscopio invertido,
0 aspecto morfologico das trés amostras utilizadas neste ensaio. Observa-se que
sistematicamente o aspecto das células muda de fibroblastoide (aspecto classico na
cultura em monocamada diretamente sobre o plastico) para aspecto globoso. Este
aspecto é altamente sugestivo de que este suplemento possa comissionar e/ou
induzir as células de forma mais natural para a diferenciacdo 0ssea e cartilaginosa

(GARCIA, 2015).

Figura 10 - Cultura CTM1 suplementada com HDP

A. 5 J/cm2, aumento 50x.B - 3J/cm?2, aumento 200x. C- 5 J/cm?2, aumento 100x.
Fonte: arquivo pessoal, 2018.

Figura 11 - Cultura CTM2 suplementada com HDP

A. 5 Jlcm2, aumento 100x, células em divisdo. B - 3 J/cm2, aumento 100x, pequena colbnia
formada. C- 5 J/cm?, aumento 100x, na fotografia o fio gaze, em azul, apontado na seta
evidéncia preferéncia das células pelo ambiente tridimensional e comprova a capacidade de
mobilidade celular no meio em questéo.

Fonte: arquivo pessoal, 2018.
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Figura 12 - Cultura CTMs suplementada com HDP

A. 10J/cmz2, aumento 50x, 48 horas pos plaqueamento. B - 10 J/cm2, aumento 50x, 7 dias de
experimento. C-10 J/cmz2, aumento 50x, 40 dias de experimento: diminuigcdo do brilho celular e
vitalidade celular.

Fonte: arquivo pessoal, 2018.

4.2 Imunofenotipagem

A avaliacdo pos-experimento se deu a partir de um painel
imunofenotipico multicolor composto pelos marcadores: Positivos CD90- PERCP,
CD106 — PE, CD71-FITC e Negativos CD11b — APC, CD34 — FITC, CD45 — PE.
(WOODBURY et al.,, 2000; PEISTER et al., 2004; POLISETTI et al., 2010). As
amostras preparadas para o ensaio continham 10° células por tubo e todos os
anticorpos utilizados foram da marca BD® com afinidade para antigenos de rato.

Para a realizacdo do testes, as células foram lavadas com solucdo
isotdnica, marcadas com o trio de anticorpos determinados (1° trio: CD9O0,
CD106 E CD71; 2° trio: CD11B, CD34 e CD45).0s resultados destas andlises
estdo apresentados abaixo na forma de quadro e histogramas (quadro 4 e figura
11 e 12).

Como pode ser observado no quadro 3, registrado pelo Software
CellQuest® em percentuais, evidenciam que tanto para as amostras nao tratadas
(NT) ou controle como para aquelas que receberam as diferentes doses de

irradiacdo, ndo houve mudanca de perfil fenotipico de forma expressiva.
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Quadro 3 — Média da Intensidade de Fluorescéncia nas amostras nao tratatadas e

irradiadas com 3,5 e 10J/cm?, com painel de caracterizacéo fenotipica de CTM

Expresséo antigénica CTM Precursor VCAM Mondcito Vaso Pan -
marcada Eritroide vaso e Célula CTH Leucocit
Dendritica ario
CD90- CD71-FITC | CD106- CD11b- CD34 CDA45-
CTL CTL PercP PE APC FITC PE
auto 1ISO
NT 0,17 0,2 99,97 72,67 61,41 1,59 0,36 7,79
3 J/icm? 0,37 0,42 99,96 61,03 52,61 3,07 0,42 3,53
5J/cmz 0,1 0,25 | 99,99 65,64 56,83 0,39 0,22 41
10 J/cm? 0,06 0,15 99,97 66,93 71,13 0,82 0,3 8,72

Pode-se observar que ndo houve diferenca representativa nos valores pré
e pos irradiacdo, exceto com o aumento de expressao do CD 106 que corresponde a
uma VCAM, proteina adesiva com afinidade vascular. Vale ressaltar que esta
mesma proteina foi inibida quando irradiada nos 3J/cmz?, e 5 J/cmz, e estimuladas a
10 J/cm2. J4 CD 11B, identificado como marcador de mondcitos e de células
dendriticas, apesar da discreta alteracao apresenta o dobro do CTLE néo tratado em
3J/cmz.

A andlise dos histogramas evidencia que ndo houve efetivamente o
deslocamento do mesmo para a direita de forma significativa, conforme dados do
quadro anterior, comprovando a negatividade na expressdao dos marcadores

utilizados (figura 13).
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Figura 13 — Representacdo do resultado da Imunofenotipagem com trés marcadores

negativos (CD34, CD45 e CD11b)
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Figura 14 — Representacédo do resultado da Imunofenotipagem com trés marcadores

positivos (CD90, CD71 e CD106)
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A andlise dos trés marcadores positivos (CD90, CD71 e CD106) (Figura
14) evidencia que a irradiacdo nao alterou o perfil de expressao do antigeno CD90.
Para CD71 identificou-se que para todas as doses houve uma diminuicdo da
expressdo, sendo que o maior efeito inibitério foi registrado na dose de 3J/cm2,
equivalendo a 61,03% de positividade contra 72,67%. Este marcador representa um
receptor de transferrina ubiquitério e prevalente em precursores eritroides (MARSEE,
2010) (Quadro 3).

Para o marcador CD106, importante no comissionamento de vasos por
marcar as VCAMs, observa-se que as doses de 3 e 5J/cm? exerceram efeito
bioinibitério sobre as células enquanto que a dose de 10J/cm? exerceu estimulo
indutor da expressdo do antigeno de forma especifica. Estudos adicionais devem
avaliar este efeito quando da diferenciagdo de CTM em células endoteliais que
podem ser de grande importancia para as técnicas de engenharia celular (YANG,
2013).

Hanz, Z. C. et al, 2017 registram que as CTM estdo sendo testadas em
varios sistemas bioldgicos e configuracdes clinicas com o objetivo de explorar seus
potenciais terapéuticos para uma variedade importante de doencas. No entanto,
destacam o0s autores que estas células também sdo conhecidas por serem
populacbes heterogéneas, com fungbes muitas vezes variaveis. No contexto dessa
complexidade multidimensional, uma questédo recorrente € o local de obtencdo das
células ou se a populacdo de CTMs € adequada para indica¢des clinicas
especificas sabendo-se que as caracteristicas biolégicas das CTMs variam com o
doador ( variabilidade inter individuos), a fonte de tecido, a condicédo de cultura e as
subpopulacdes. Os autores relatam que a populacdo de CTM com CD106 positivo
foi mais prevalente na subpopulacdo de amostras de células tronco mesenquimais
placentarias, moderadamente expressas em medula éssea, e pouca expressao foi
identificada nas CTM de origem adiposa. Este fato mostra-se diferente do
encontrados no presente trabalho, pés irradiacdo. As CTM CD106+ possuem
atividades imunomodulatdrias e pro-angiogénicas significativamente aumentadas em
comparacao com aquelas negativas. Os dados registrados com a irradiacdo a 10
J/lcm? podem assumir papel de relevancia quando for necesséaria a expansdo em
cultura, por exemplo, para o tratamento da Doenc¢a do Enxerto contra o Hospedeiro.

As CTM CD 106 com maior positividade secretam mais citocinas anti-inflamatérias.
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Gréfico 6 — Imunofenotipagem de CTM por citometria de Fluxo
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No grafico acima (Gréafico 6), os controles AUTO e ISO negativos,
apresentam-se dentro do esperado. E possivel observar que ndo houve alteracéo de
expressdo do marcador tipico de CTM, o CD90. Quanto ao CD 71, receptor de
transferrina, observa-se que o melhor desempenho € no grupo controle, apontando
que a exposicao a luz de LED 850nm diminuiu a expressao deste marcador.

Por sua vez o marcador CD106, aumenta sua expressdo na dose de
10J/cm2, podendo estar relacionado com processos de aterosclerose e
disseminagdo hematogénica de tumores, portanto pode ndo ser indicada para
utilizacdo em tumores solidos, podendo ocasionar possivelmente o aumento de
metéstases (TAS, 2014)

O marcador CD11b, apresenta um valor numérico percentual baixo
(3,59%) na dose de 3 J/cm?, entretanto esse valor é o dobro encontrado no controle
e nas doses de 5J/cm? e 10J/cm2. A luz nestas condi¢cbes pode estar estimulando
uma diferenciagdo monocitica e ou em células dendriticas. Este fato ja foi observado
no experimento de Garcia (2015) portanto ndo trata-se de uma achado aleatorio.
Para ao CD34 e com o CD45 as expressdes apresentaram-se normais, exceto na
luz na fluéncia de 10J/cm?.
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4.3 - Cultura de Linhagem de Linfoma Linfobl&stico tipo B, Raji cells.

Tendo em vista o efeito bioinibitério e ndo estimulador da irradiacdo com
LED 850nm, optou-se por avaliar, em triplicata experimental, a agcdo do LED na
cultura de células de Linfoma Linfoblastico tipo B. Estas células se aderem umas as
outras formando coldnias ou corpos organoides de dificil desagregacédo (Figura 15).
No entanto, durante as avaliagbes microscopicas pode-se observar ligeira
diminuicdo do aglomerado ou corpo organdide caracteristicos dos linfomas em
cultura in vitro do grupo tratado em comparacéo ao grupo que nao foi submetido a
exposicao a luz de LED.

Figura 15 - Cultura de células de Linfoma Linfobléstico tipo B.

A — Grupo controle — Ndo tratado 7 dias apds o inicio do experimento
B — Grupo exposto ao LED 80nm, pulsétil 7 dias apés o inicio do experimento
Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

4.3.1 Contagem e viabilidade celular

Para este experimento foram plagueadas 2,5 X 10* células/frasco de 25
cm? As células foram monitoradas por microscopia invertida e no final do
experimento foram submetidas a contagem celular. O grupo néo tratado apresentou
7,0 X 10° células, em média, por frasco enquanto que as células submetidas a
irradiacéo sofreram diminuicdo do tempo de desdobramento sendo a concentragao

destas de 4,2X10°, em média, por frasco (Grafico 7). Estas células foram analisadas
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por citometria de fluxo para a determinacdo dos indices de apoptose e necrose. O

procedimento resultou em dados pouco reprodutiveis. Nao foi evidenciado aumento

da apoptose. Estudos adicionais devem analisar estes mesmo marcadores além de

outros (capase-3, por exemplo) a via de morte destas células, ou se houve apenas

uma redugdo no tempo de desdobramento das mesmas,

sem aumentar

necessariamente o indice de morte celular. As analises futuras devem envolver o

ciclo celular para compreensao dos resultados obtidos.

Gréfico 7 — Contagem celular em DO e D+7 da cultura da linhagem RAJI tratada e

nao tratada.
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Fonte: arquivo pessoal, 2018.
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5. Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos, concluiu-se que:

v' O LED pulsétil de 850 nm foi aplicado com sucesso tanto nas culturas de
CTM Standard (Sistema SBF-LED) como nas culturas de CTM com
arcabouco biologico de HDP (Sistema HDP-LED) utilizando as biotables. As
doses escolhidas de acordo com Garcia, 2015 foram 3,0; 5,0 e 10,0 J/cm? Os
resultados mostraram superioridade do sistema SFB — LED comparado ao
sistema HDP-LED;

v Em relacdo ao tempo de confluéncia entre as passagens (80%) observou-se
uma inibicdo efetiva nas culturas por acdo do LED, em especial nas
amostras 10 J/cm?. Também foi observado que 20 dias é o periodo maximo
em qualquer uma das 3 doses testadas nesse comprimento uma vez que,

apos isso, a taxa de proliferacdo celular diminui;

v' Para os marcadores de CTM positivos, o LED exerceu um efeito bioinibit6rio
sobre CD106 nas doses 3 e 5J/cm? enquanto que a dose de 10J/cm? exerceu
estimulo indutor da expressao do antigeno de forma especifica. Quanto ao
CD90 nédo houve alteracdo e sobre CD 71, exposicdo a luz diminuiu a

expressao em todas as doses testadas.

v' Para os marcadores de CTM negativos, como o CD 11b, a maior alteracao
ocorreu na dose de 3 J/cmz?, apresentando um valor numérico percentual

baixo (3,07%). Para CD34 e CD45 as expressdes apresentaram-se normais.

v O LED foi aplicado com sucesso na cultura de células da linhagem de
Linfoma Linfoblastico tipo B, Raji cells, utilizando as biotables. A dose

escolhida foi de 10,0 J/cm2 sendo o efeito inibitério do LED verificado.

v Em uma semana de exposi¢cdo o LED 850nm inibiu a proliferacdo de células
da linhagem de Linfoma Linfoblastico tipo B de, em média 7,0 X 10° para

4,2X10° células por frasco.
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