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RESUMO

DE ANDRADE, A.L.M. Efeitos da fotobiomodulacdo a laser (660nm) associada as células
tronco mesenquimais em queimaduras de espessura total: estudo in vitro e in vivo. 2019. 162p.

Departamento de Fisioterapia, Universidade Federal de Sdo Carlos, S&o Carlos-SP.

A queimadura ¢ definida como uma lesdo traumatica de origem térmica que acomete os tecidos
organicos e pode ser classificada de acordo com a camada de pele atingida. Levando em
consideracdo a complexidade do processo de reparo tecidual envolvido nesse tipo de leséo, o
tratamento de queimaduras sempre foi um desafio tanto pela sua gravidade, como pela
multiplicidade de complicacdes. De acordo com a literatura, a utilizacdo da terapia por
fotobiomodulacdo a laser (FBM) no tratamento de queimaduras, especialmente em fases
iniciais do processo, promove uma melhor cicatrizagdo e menor tempo de reparo. Outra grande
area que vém sendo investigada para o tratamento de lesdes cutaneas e tem se destacado no
ramo da engenharia tecidual é a utilizacdo de células-tronco, em especial as mesenquimais.
Acredita-se que a associacdo de ambas as terapias sao capaz de acelerar o processo de reparacao
tecidual de queimaduras, de forma a estimular a proliferacdo celular e auxiliar a formacao de
um tecido de qualidade. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a acdo da FBM a laser
(660nm) na proliferacdo de células-tronco mesenquimais (CTMSs); identificar os mecanismos
bioldgicos envolvidos na acdo da FBM a laser; estabelecer um modelo experimental eficaz de
queimadura de espessura total; e investigar a associacdo das técnicas (FBM e CTMs) no
tratamento de queimadura de espessura total. Para isso foram realizados quatro estudos, sendo
dois in vitro e dois estudos in vivo. Para a realizacdo dos estudos in vitro foram realizados
cultivos bidimensionais (2D) e tridimensionais (3D), sendo utilizado células tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo (hASCs) e a FBM a laser com trés diferentes
energias (1 J, 2 J e 6 J), sendo assim realizado quatro grupos para o cultivo 2D e quatro grupos
para o cultivo 3D. Ressalta-se que para o cultivo 3D foi utilizado um hidrogel esponjoso de
gellan gum. Foram avaliados para ambos os cultivos a viabilidade, proliferacao celular, espécie
reativas de oxigénio (EROs) e o mediador inflamatorio interleicina-8 (IL-8). Os estudos in vitro
concluiram que a FBM a laser é capaz de estimular a proliferacdo das hASCs, além de manter
a viabilidade das mesmas, dependendo da energia empregada em ambos os cultivos, além de
contribuir diretamente para a estimulagédo de EROs e atuar na modulagdo da IL-8 no cultivo
3D. Para os estudos in vivo foram utilizados 114 ratos, da linhagem Wister, sendo 18 para o
primeiro estudo e 96 para o segundo. Para o primeiro estudo, foi realizado o modelo de



queimadura por ferro de solda, com temperatura de 150°C e os animais foram aleatorizados em
trés grupos, G5: realizagdo da queimadura com 5 segundos de contado do ferro de solda; G10:
realizacdo da queimadura com 10 segundos de contado do ferro de solda; e G20: realizacao da
gueimadura com 20 segundos de contado do ferro de solda. Foram realizadas anélises
histopatoldgicas que concluiram que independente do tempo de aplicacdo, todos os grupos
resultaram em uma queimadura de espessura total. Para o segundo estudo in vivo, 0s animais
foram distribuidos ao acaso em quatro grupos: GC: grupo controle, GL: animais tratados com
a FBM a laser (660nm) e 2 J de energia, GCT: animais tratados com CTMs e GLCT: animais
tratados com a associa¢do da FBM a laser (660nm e 2 J de energia) e CTMs. Os grupos tratados
pela FBM a laser receberam as irradiagdes trés vezes por semana, em dias alternados durante
21 dias. Os grupos tratados com CTMs receberam dez aplica¢des das células em volume total
de 600uL logo apods a inducdo da queimadura. Foi realizado o monitoramento fotografico nos
periodos de 3, 7, 14 e 21 dias apds o inicio do experimento para avaliar o grau de contracao da
lesdo. Os animais foram sacrificados em quatro periodos distintos (3°, 7°, 14° e 21° dia ap6s o
procedimento experimental) sendo realizada a coleta de sangue e dos tecidos para posterior
analises histoldgica, imunohistoquimica, imunoenzimatica e de birrefringéncia. O estudo
concluiu que a associagdo das CTMs com a FBM a laser foi eficaz para acelerar o processo de
reparo e formar um tecido cutaneo de qualidade.

Palavras-chave: queimadura; fotobiomodulacdo; laserterapia; células-tronco.



ABSTRACT

DE ANDRADE, A.L.M. Effects of laser photobiomodulation (660nm) associated with
mesenchymal stem cells on full thickness burns: in vitro and in vivo study. 2019. 162p.

Physiotherapy Department, Federal University of Sdo Carlos, Sdo Carlos-SP.

Burning, a traumatic lesion of thermal origin affects organ tissues and may be classified
according to the layers of affected tissue. The complexity of the tissue repair process has always
made burning treatment a challenge, not only due to its severity but also due to its multiple
complications. Photobiomodulation (PBM) therapy for burning, especially in the initial phases
of the process, promotes better healing and shorter repair time. The use of stem cells is an area
of cutaneous lesion treatment that has been greatly explored and has shown progress in the field
of tissue engineering, especially with mesenchymal stem cells. The association of both therapies
is believed to accelerate the burned tissue repair process, stimulating cell proliferation and
aiding the growth of a tissue of quality. Thus, this study aimed to evaluate the laser PBM therapy
(660nm) action on the mesenchymal stem cells (MSC) proliferation; identify the biological
mechanisms involved in the laser PBM action; establish a efficient experimental model for full
thickness burn; and investigate the association of the techniques (PBM and MSCs) on the
treatment of full thickness burns. Thus, we performed fours studies, two in vitro and two in
vivo. The in vitro studies were performed with two (2D) and tri (3D) dimensional cultures, using
mesenchymal stem cells derived from adipose tissue (hASCs) and lase PBM with three different
energies (1J, 2J and 6J), with four groups for 2D cultures and four groups for 3D cultures. The
3D culture used a gellan gum spongy-like hydrogel. In both cultures we evaluated the viability,
cell proliferation, reactive oxygen species (ROSs) and the inflammatory mediator interleukin-
8 (IL-8). The in vivo studies concluded that laser PBM stimulates hASCs proliferation, in
addition to maintaining their viability, depending on the energy used in both cultures; in
addition to contributing directly to the stimulation of the ROSs and acting in the IL-8
modulation in the 3D culture. The in vivo studies utilized 114 Wistar mice, 18 for the first and
96 for the seconds study. The first study was performed with the soldering iron burn method,
with temperature of 150 °C. The animals were randomized in three groups, G5: burned with 5
seconds of contact with the soldering iron; G10: burned with 10 seconds of contact with the
soldering iron; and G20: burning with 20 seconds of contact with the soldering iron.
Histopathologial analysis concluded that all groups resulted in full thickness burn, regardless
of the time of application. For the second in vivo study, the animals were randomly distributed



in four groups: CG: control group, LG: animals treated with lase PBM (660 nm) and 2 J of
energy, TCG: animals treated with MSCs and GLCT: animals treated with laser PBM (660 nm
and 2J of energy) plus MSCs). The groups treated with laser PBM received irradiations three
times a week, in alternated days, for 21 days. The groups treated with MSCs received ten
applications of cells in a total volume of 600 pL right after the burning. We performed
photographic monitoring in the periods of 3, 7, 14 and 21 days after the beginning of the
experiment to evaluate the lesion contraction. Animals were euthanized in four distinct periods
(3,7, 14 and 21 days after the experimental procedure) and we collected blood and tissue for
further histological, immunohistochemistry, immunoenzyme and birefringence analyses. We
conclude that the association of MSCs and laser PBM was an efficient method to accelerate the

repair process and formation of cutaneous tissue of quality.

Keywords: burn; photobiomodulation; lasertherapy; stem cells.



LISTA DE FIGURAS

CONTEXTUALIZACAO
Figura 1: Zonas da queimadura. Classificagdo atribuida por Jackson em 1953 com relagdo as

alteracOes locais causadas Por QUEIMAAUIES. .........covrerieieieriesie et 32

Figura 2: Esquematizacdo dos possiveis mecanismos de acdo da FBM com laser nos
comprimentos de onda vermelho e infravermelho. Absorcdo dos fdétons de luz pela
mitocOndria, mais especificamente no citocromo ¢ oxidase ou por fotorreceptores da membrana
plasmaética das células seguido da cascata de eventos ocasionados pela transformacao da energia
luminosa em energia metabolica como aumento do ATP e NO estimulando a proliferacéo,

MIQracao € adeSA0 CEIUIAT..........c.oiiiiiie e 36

Figura 3: llustracdo esquematica da Lei de Arndt-Schultz sobre a resposta bifasica da

ESTUDO I
Figura 1: Irradiacdo com a FBM. Laser InGalP (Photon Laser 111, DMC®) acoplado a um
suporte para manutencdo da fixacdo do aparelho. Placa de 24 poc¢os, com distancia de 3.34cm

da ponta da caneta a0 FUNO 0O POGO. ........eruiriiriieierie ettt 61

Figura 2: Avaliacdo do crescimento celular através do ensaio azul de trypan, em diferentes

momentos. (*) Diferenca significativa (P<0.05) .......ccccovveiiiiiiicieee e 63

Figura 3: Atividade mitocondrial de culturas celulares, submetidas ou ndo a FBM, com

diferentes energias, em diferentes momentos. (*) Diferenca estatistica (p <0,05) .......c........... 64

ESTUDO Il
Figura 1: Preparacdo do hidrogel esponjoso GG-RGD e cultivo celular. Associacdo dos
compostos de gellan gum com RGD seguido da elaboragdo do hidogel a partir de um punch

com 5mm de didmetro e incorporacao das células ao hidrogel mantidos em cultura com meio



Figura 2: Linha do Tempo: Projeto experimental de irradiagdo FBM e coleta de amostras para
POSTEIION ANATISE. .. .vievietecit ettt ettt r et e et e te st e e seese et e aeseestesrenreaneens 81

Figura 3 - Viabilidade de hASCs apds FBM (2D e 3D). A) Viabilidade de hASCs sem (G1)
e com (G2-G4) exposicdo ao FBM em condicdes de cultura padréo 2D, determinadas pelo MTS.
B) Viabilidade de hASCs sem (G5) e com (G6-G8) exposicdo ao FBM em condicdes de cultura
3D, quantificadas a partir de imagens microscopicas confocais. C) Porcentagem de viabilidade
de hASCs sem (G5) e com (G6-G8) exposicdo ao FBM. As células vivas foram coradas com
calceina (verde) e as células mortas coradas com iodeto de propidio (vermelho). As imagens
foram adquiridas usando um microscopio confocal Leica TCS SP8 (Leica, Alemanha). Dados
expressos em média e desvio padrdo. G1: hASCs; G2: hASCs+FBM 1J; G3: hASCs+FBM 2J;
G4: hASCs+FBM 6J; G5: hASCs+GG-RGD; G6: hASCs+GG-RGD+FBM 1J; G7:
hASCs+GG-RGD+FBM 2J; G8: hASCs+GG-RGD+FBM 6J. Diferenca estatistica (*) p <0,05,
(**) p<0.001, teste de ANOVA two-way com post-hoc de TuKey..........ccceeriiiiiinininnicienn, 85

Figura 4 - Proliferacdo de hASCs ap6s FBM (2D e 3D). A) Proliferacdo de hASCs sem (G1)
e com (G2-G4) exposicdo ao FBM em condic¢des de cultura padrdo 2D, determinadas por
quantificacdo de DNA. B) Proliferacdo de hASCs sem (G5) e com (G6-G8) exposi¢do ao FBM
em condicdes de cultura 3D, quantificadas a partir de imagens de microscopia confocal para
Ki67 e C, D) porcentagem de células proliferativas de hASCs sem (G5) e com (G6) -G8)
exposicdo ao FBM. As células proliferativas sdo imunocoradas para ki-67 (verde) e contra-
coradas com DAPI (azul). As imagens foram adquiridas usando um microscépio confocal Leica
TCS SP8 (Leica, Alemanha). G1: hASCs; G2: hASCs+FBM 1J; G3: hASCs+FBM 2J; G4:
hASCs+FBM 6J; G5: hASCs+GG-RGD; G6: hASCs+GG-RGD+FBM 1J; G7: hASCs+GG-
RGD+FBM 2J; G8: hASCs+GG-RGD+FBM 6J. Dados expressos em média e desvio padrao.
Diferenca estatistica (*) p <0,05, teste de ANOVA two-way com post-hoc de Tukey.............. 87

Figura 5 - Expressdo de IL-8 apds FBM (2D e 3D). A) Expressdo de I1L-8 por hASCs sem
(G1) e com (G2-G4) exposicdo ao FBM em condicdes de cultura padréo 2D, determinadas pelo
ensaio ELISA. B) Expressao de IL-8 por hASCs sem (G5) e com (G6-G8) exposicdo ao FBM
em condicdes de cultura 3D, determinadas pelo ensaio ELISA. Dados expressos em média e
desvio padrdo. G1: hASCs; G2: hASCs+FBM 1J; G3: hASCs+FBM 2J; G4: hASCs+FBM 6J;
Gb5: hASCs+GG-RGD; G6: hASCs+GG-RGD+FBM 1J; G7: hASCs+GG-RGD+FBM 2J; G8:



hASCs+GG-RGD+FBM 6J. Dados expressos em média e desvio padrdo. Diferenca estatistica
(*) p <0,05, teste de ANOVA two-way com post-hoc de TUKEY........cccccvrvevienieneiienieiee 89

Figura 6 - Expressdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) apés FBM (2D e 3D). A)
Expresséo de EROs por hASCs sem (G1) e com (G2-G4) exposi¢do ao FBM em condic6es de
cultura 2D padréo. B) Expressdo de EROs por hASCs sem (G5) e com (G6-G8) exposicdo ao
FBM em condicdes de cultura 3D. Dados expressos em média e desvio padrdo. G1: hASCs;
G2: hASCs+FBM 1J; G3: hASCs+FBM 2J; G4: hASCs+FBM 6J; G5: hASCs+GG-RGD; G6:
hASCs+GG-RGD+FBM 1J; G7: hASCs+GG-RGD+FBM 2J; G8: hASCs+GG-RGD+FBM 6J.
Diferenca estatistica (*) p <0,05, (**) p <0,001, teste de ANOVA two-way com post-hoc de

ESTUDO 11

Figura 1: A: Animal tricotomizado na regido dorsal; B: Animal submetido a queimadura por
aplicacdo do ferro de solda por 5 segundos; C: Animal submetido a queimadura por aplicacdo
do ferro de solda por 10 segundos; D: Animal submetido a queimadura por aplicacédo do ferro

de SOIdA POI 15 SEQUNTOS. ....ecuveiiieieenieciie sttt esre e te s e sbeesbeaneesreenneenee e 107

Figura 2: Multimetro Digital Et-1110a Minipa utilizado para afericdo de temperatura e

aparelho de ferro de solda, placa de aluminio circular com didmetro de 3cm.............ccccvennene. 107

Figura 3: Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais. A: Grupo 5 segundos,
necrose total da epiderme, derme, hipoderme com extensao para tecido muscular; B: Grupo 10
segundos, necrose total da epiderme, derme e hipoderme; C: Grupo 15 segundos: necrose total

da epiderme, derme, hipoderme com extensao para tecido muscular.............cccccoveeeveerieennenn. 109

ESTUDO IV

Figura 1: Evolucéo do processo de reparacéo tecidual. A: Fotomicrografias representativas
dos grupos GC, GL, GCT e GLCT ilustrando reducdo na area da ferida em todas as fases do
processo de reparo. B: Célculo da porcentagem de contracéo da ferida em todos os grupos e

tempos experimentais. Teste de Anova two-away entre-grupos, P<0.05........cccocevvvririeriennnnn, 130



Figura 2: Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais. Avaliacdo
histopatoldgica nos diferentes tempos e grupos. EP: Epiderme; DE: Derme; * Infiltrado

inflamatério; ¢ Organizagao das fibras de COlAeNO........c.cevvvviiiiiiiiiiiii e 133

Figura 3: Andlise histologica por scores. Avaliacdo de infiltrado inflamatorio, tecido de
granulacdo e colédgeno por escores como descritos nas tabelas 1 e 2, para todos 0s grupos
estudados durante todo o processo de reparo. Teste de Anova two-away entre-grupos, *

diferenca Significativa P<O.05........c.cciiiieie et 134

Figura 4: Birrefringéncia do colageno. A: Fotomicrografias representativas dos grupos
experimentais, em diferentes tempos, referentes a birrefringéncia das fibras colageno. B:
Porcentagem da organizacdo do colageno e todos 0s grupos e periodos experimentais. Teste de
Anova two-away entre-grupos, * diferenca significativa quando p<0.05. **diferenca
SIGNITICALIVA P<O.00L.... .ot bbb 135

Figura 5: Imunomarcacdo do colageno tipo I11. A: Analise imunohistoquimica (40x) da
expressdo do Col Il nos diferentes grupos e periodos experimentais. B: Porcentagem da

expressao do Col 11, teste de anova two-away entre-grupos, * diferenca significativa quando

Figura 6: Imunomarcacdo do colageno tipo I. A: Analise imunohistoquimica (40x) da
expressdo do Col | nos diferentes grupos e periodos experimentais. B: Porcentagem da
expressao do Col I, teste de anova two-away entre-grupos, * diferenca significativa quando

Figura 7: Expressdo imunoenzimatica das citocinas anti e pré inflamatorias. A: Expresséo
do TNF-a; B: Expressdo da IL-10, durante todo o periodo experimental em todos 0s grupos
estudados. Teste de anova two-away entre-grupos, *diferenca significativa p<0.05, **diferenca

significativa



LISTA DE TABELAS

ESTUDO I
Tabela 1: Pardmetros utilizados paraa FBM com laser INGalP.............cccocviviiniiinieninniens 61

Tabela 2: Porcentagem de viabilidade das células-tronco (hASCs) em diferentes momentos

ap0s a FBM N0S grupos eStUAAUOS. .........civeiieiieeieiie s esieeee et see e sre e e e e snaeeeas 63
ESTUDO II

Tabela 1: Detalhamento dos parametros da FBM com laser INGAALP..........c.ccccoeveviviininennne 80
ESTUDO I11

Tabela 1: Presenca ou auséncia das estruturas da pele € mUsculo...........cocveveiniiencinennn, 110
ESTUDO IV

Tabela 1: Lista detalhada dos parametros utilizados paraa FBM...........c..ccccccveveeieivieivenee, 124

Tabela 2: Escala de classificacdo histopatoldgica para avaliacao de Infiltrado Inflamatorio..126

Tabela 3: Escala de classificacdo histopatoldgica para analise semiquantitativa da expressdo

do colageno e tecido de GranUIAGAD. ..........ccerveireeeeriee ettt 126

Tabela 4: Detalhamento dos anticorpos Utilizados............c.cccveeviieiievi e 127

Tabela 5: Média e Desvio Padrédo da avaliacdo de contracao da ferida em todos grupos e tempos
estudados. Teste de Anova two-away para avaliagdo intra-grupos, p<0.05............ccccevervnnnne 131

Tabela 6: Média e Desvio Padrdo da porcentagem de colageno tipo | e todos os grupos e tempos

estudados. Teste de Anova two-away intra grupos, P<0.05..........ccoceririniiiiiene s 136



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

% = porcentagem

MM = micrometros

2D = bidimensional

3D = tridimensional

ATP = Trifosfato de Adenosina

BMSCs = células-tronco de medula 6ssea (Bone marrow derived stem cells)
Ca?* = Célcio

CCO = citocromo c oxidase

cells/lcm? = células por centimetros quadrados
Cm = centimetros

cm2 = centimetros quadrados

CO2 = Didxido de Carbono

Col | = colageno 1

Col 111 = colageno 3

COX-2 = Ciclo-oxigenase-2

CTEs = Células-tronco embrionarias

CTMs = Células-tronco mesenquimais
DCFH =7’ -dichlorodihydro fluorescein diacetate
DE = derme

EDTA = acido etilenodiamino tetra-acético
EP = epiderme

EROs = espécies reativas do oxigénio

EUA = Estados Unidos da América



FBM = Fotobiomodulacao

g = gramas

G1 = Grupo

G10 = Grupo 10 segundos

G180 = Grupo Laser 180 J/cm?

G2 = Grupo hASCs irradiadas com energia de 1J

G20 = Grupo 15 segundos

G20 = Grupo Laser 20 J/cm?

G3 = Grupo hASCs irradiadas com energia de 2J

G4 = Grupo hASCs irradiadas com energia de 6J

G5 = Grupo 5 segundos

G5 = Grupo hASCs+GG-RGD e simulacéo a irradiacdo da FBM
G6 = Grupo hASCs+GG-RGD irradiadas com energia de 1J
G7 = Grupo hASCs+GG-RGD irradiadas com energia de 2J
G70 = Grupo Laser 70 J/cm?

G8 = Grupo hASCs+GG-RGD irradiadas com energia de 6J
GC = Grupo Contole

GCT = Grupo células-tronco

GG = Gellan Gum

GL = Grupo Laser

GLCT = Grupo lasaser + células tronco

h = horas

hASCs = células-tronco de tecido adiposo humanos (human adipose-derived stems cells)

hPDLSC = células-tronco derivada de polpa dentaria humana (Human periodontal ligament
stem cells)

ID = intradérmica



IL-10 = interleucina 10

IL-1p = interleucina 1 beta

IL-6 = interleucina 6

IL-8 = interleucina 8

InGalP = Fosfato de arsénio indio galio

J =Joules

J/icm?2 = Jaules por centimetros quadrados

LLLT = Terapia Laser de Baixa Intensidade (low level laser therapy)
MEC = Matriz Extracelular

mg/kg = miligramas por kilogramas

mg/ml = miligrama por mililitros

min = minutos

ml = mililitro

MTS = 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio)
MTT = 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-mide
mW = miliwatts

mW/cm? = miliwatts por centimetros quadrados

nm = nanémetros

NO = oxido nitrico

°C = graus Celsius

PGE2 = Prostaglandina 2

RGD = peptido arginine-glycine-aspartic acid

rpm = rotagdes por minuto

s = segundos

SFB = soro fetal bovino



TGF-p = Fator de transformacéo do crescimento beta
TNF-a = Fator de transformacéo do crescimento alfa
UFSCar = Universidade Federal de Séo Carlos

w/v = peso por volume (weight by volume)

pL = microlitros



APRESENTACAO

O presente estudo foi desenvolvido sobre a orientacdo do Prof. Dr. Nivaldo Antonio
Parizotto, no Laboratdrio de Pesquisa em Recursos Fisioterapéuticos da Universidade Federal
de Sao Carlos- UFSCar, fomentado com bolsa de estudo nivel Doutorado da Fundacdo de

Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), processo nimero 2015/17648-9.

Esta Tese foi estruturada de acordo com as normas complementares n°® 002/2006 do
Programa de Pés-Graduacdo em Fisioterapia (PPGft) que possibilita a apresentacdo desta em

formato do artigo. Sendo as assim, esse trabalho esta redigido em 3 partes.

A primeira parte é composta além dos elementos pré-textuais uma contextualizacao
atualizada sobre os temas abordados na obra, seguido dos objetivos gerais e especificos da

mesma.

Na segunda parte sdo apresentados quatro manuscritos, dois publicados e dois

submetidos, sendo estes intitulados:

o “Photobiomodulation effect on the proliferation of adipose tissue
mesenchymal stem cells” publicado no periddico Lasers in Medical Science.
Cujo objetivo principal foi de observar a acdo da fotobiomodulacédo a laser
(FBM) nas células tronco mensenquimais (CTMs) afim de identificar os
parametros mais eficazes para proliferacdo e viabilidade deste tipo celular.

o “Effect and mechanisms of photobiomodulation on the behavior
of mesenchymal stem cells in two-dimensional and three-dimensional cultures”
submetido no periodico Journal of Photochemistry and Photobiology B:

Biology. Que teve como discusséo central as diferentes respostas de modelos de



cultura celular bidimensional e tridimensional, a fim de compreender melhor os
mecanismos da FBM a laser nas CTMs.

o “Alternative animal model for studies of total skin thickness
burns” publicado no periddico Acta cirdrgica Brasileira. Com principal intuito
de padronizar um modelo animal de queimadura de espessura total efetivo que
visasse menor sofrimento animal.

o “Effect of photobiomodulation associated with cell therapy in the
process of cutaneous regeneration in third degree burns in rats” submetido no
periddico e Journal of Tissue Engineering and Regenerative Medicine. Este
estudo objetivou observar técnicas inovadoras para o tratamento de queimaduras
de espessura total, como a FBM a laser e a terapia celular com CTMS, quanto a
qualidade de tecido neoformado além da aceleracao da resolugédo de um processo

de reparo cutaneo critico.

A terceira e ultima parte desta tese € composta pelas considera¢des finais e conclusao,

perspectivas futuras, anexos e apéndice.
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1.1. Queimaduras

Atualmente sabe-se que lesdes por queimaduras séo consideradas uma das causas mais
frequentes de mortalidade e de graves incapacidades a longo prazo, tornando-se um grande
problema de satde pablica (AHUJA; BHATTACHARYA, 2004). De acordo com o Ministério
da Saude, em 2017 1 milh&o de casos de queimaduras sdo notificados a cada ano no Brasil,
sendo que 100.000 s&o atendidos em salas de emergéncia, 40.000 necessitam de internagéo
hospitalar e, destes, cerca de 2.500 pacientes podem vir a ébito direta ou indiretamente em
funcdo de suas lesdes. A literatura destaca que o perfil epidemioldgico de popula¢Ges com altos
indices de lesionados por queimaduras esta interligado com paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, atribuindo a alta densidade populacional, ao analfabetismo, as moradias
precarias, pobreza, caréncia de campanhas publicas de educacdo em salide como 0s principais
fatores associados ao elevado indice (AHUJA; BHATTACHARYA, 2004).

A definicdo de queimadura da-se como uma leséo traumatica, de origem térmica, que
acomete os tecidos organicos e pode ser classificada de acordo com a camada de pele atingida,
variando desde uma pequena bolha até formas graves, capazes de desencadear respostas
sistémicas proporcionais a extensdo e a profundidade (XUE et al., 2012). Deste modo, as lesdes
por queimadura podem ser classificadas de acordo com a extenséo atingida e a profundidade da
pele prejudicada, sendo esta determinante para o tratamento e prognostico do paciente. Essas
lesbes sdo denominadas como superficiais (1° grau), de espessura parcial (2°grau) e de espessura
total (3° grau) (EVERS; BHAVSAR; MAILANDER, 2010; GUIRRO; GUIRRO, 2004).

As queimaduras superficiais afetam apenas a epiderme, apresentando-se hiperemiadas,
edematosas e dolorosas, retomando seus aspectos originais dentro de 5 a 7 dias. Ja as
queimaduras de espessura parcial podem ser subclassificadas como parcial-superficial ou
parcial-profunda. A parcial-superficial acomete a epiderme e a camada superior da derme

(derme papilar), sendo observado bolhas, umidade e dor acentuada, com tempo médio de
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cicatrizacao entre 14-21 dias, que pode levar a um minimo de tecido cicatricial (JOHNSON;
RICHARD, 2003). As queimaduras parciais-profundas acometem quase toda a espessura da
derme, apresentando coloracdo péalida e sdo menos dolorosas que as superficiais; 0 tempo
necessario para cicatrizacdo pode ser de seis semanas ou mais, e tais queimaduras deixam um
tecido cicatricial que pode hipertrofiar-se e contrair-se (ANDRADE et al., 2010; EVERS et al.,
2010). Nas queimaduras de espessura total, a lesdo acomete toda a espessura da pele e, em
alguns casos, se estende ao tecido subcutaneo, musculos e 0ssos, sendo caracterizadas por
apresentar aspecto esbranquicado e rigido e por ndo haver elementos dérmicos para
regeneracdo. Na maioria dos casos, a recuperacao para esse tipo de leséo é realizada através de
cirurgias de enxerto (DE ANDRADE et al., 2017; EVERS; BHAVSAR; MAILANDER, 2010;
JOHNSON; RICHARD, 2003).

A profundidade da queimadura pode ndo ser precisa ou facilmente determinada no
primeiro dia. Durante sua evolucdo, uma infeccdo ou uma instabilidade hemodinamica podem
alterar sua profundidade. O proprio processo de reposi¢do volémica produz varios radicais
livres que levam danos secundarios adicionais aos tecidos (BARBOSA et al., 2007), sendo
assim, uma leséo de espessura parcial-superficial pode evoluir para espessura total depois de
72 horas (EVERS; BHAVSAR; MAILANDER, 2010).

As mudancas fisiopatoldgicas que ocorrem nos tecidos, causadas por queimaduras,
seguem até hoje a classificacdo de Jackson (1953) com as trés zonas de alteracdes locais: Zona

de Coagulacgéo, Zona de Estase e Zona de Hiperemia.
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Zona de Coagulacao

\
f Zona de Estase
Zona de Hiperemia

Figura 1: Zonas da queimadura. Classificacdo atribuida por Jackson em 1953 com relacéo

as alteracdes locais causadas por queimaduras.

Fonte: modificado de EVERS; BHAVSAR; MAILANDER, 2010.

Acredita-se que a zona de coagulacdo no foco central da lesdo consiste em um tecido
desvitalizado, ja a zona mais periférica é caracterizada por vasodilatacdo, alteracGes
inflamatdrias sem danos estrutural e recebe a denominacdo de zona de hiperemia. A zona de
estase encontra-se em uma regido mais intermediaria, localizada entre a zona de coagulacdo e
de hiperemia e possui prognostico indeterminado (JACKSON, 1953) sendo frequentemente
mais identificada em queimaduras dérmicas de espessuras parciais e totais, com caracteristicas
de estase vascular e isquemia.

Do ponto de vista clinico, a zona de estase € a regido que apresenta alguns dos maiores
desafios para tratamento, pois o tecido, apesar de ter potencial de cura, pode progredir para uma
lesdo de espessura total, sendo que a area isquémica sO pode ser recuperada Sse a
revascularizacdo for alcancada em alguns dias; caso contrario, a morte do tecido € inevitavel
(EVERS; BHAVSAR; MAILANDER, 2010).

Apo6s uma lesdo causada por queimaduras, 0 organismo inicia o processo de reparagdo
tecidual, sendo esse dividido em trés fases: inflamatoria/exsudativa, proliferativa e de

maturagdo/remodelamento. A fase inflamatoria tem inicio imediatamente apos a lesdo, onde
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ocorre a formacdo de uma rede de fibrina e migracdo de neutrofilos, linfocitos e,
posteriormente, macréfagos, que sdo responsaveis pela eliminacdo das células desvitalizadas.
Adicionalmente, também ocorre o aumento de citocinas inflamatérios como fator de
crescimento beta (TGF-B) e prostaglandina 2 (PGE2). A fase proliferativa, responsavel pela
formacéo do tecido de granulacdo, pode ser dividida em trés subfases, reeptelizacao, fibroplasia
e angiogenése. A primeira € caracterizada pelo processo de migracdo de queratindcitos das
bordas e anexos remanescentes para o local da lesdo; a fibroplasia é responsavel pela
proliferacdo de fibroblastos e producdo de colageno, elastina e outras proteinas de carater
estrutural; j& a Gltima subfase tem como acgéo principal a formacgéo de novos vasos, que darao
suporte ao desenvolvimento da nova matriz. Ainda nessa fase ocorre o inicio do fendmeno de
contracdo da lesdo realizado pelos miofibroblastos. Por fim, a fase de maturacdo ou
remodelamento, é configurada pela substituicdo do colageno tipo Il pelo tipo I, absorcéo de
agua e diminuicdo do numero de vasos, com duracdo de 6 meses ou mais (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005; GALLIOT et al., 2017).

No decorrer do processo de reparo, 0s pacientes que sofreram algum tipo de queimadura,
podem desenvolver complica¢cdes em consequéncia do tempo necessario para o tratamento, e
consequentemente a cura .A pele integra € a maior barreira contra infeccdes de microrganismos
que o corpo humano possui, porém, na queimadura, o equilibrio da microbiota da pele integra
é modificado, o que facilita o estabelecimento e proliferacdo de bactérias patogénicas que pode
ocasionar diversas complicagdes, como quadro de sépsis (AZEVEDO et al.,, 2002;
HUEBINGER et al., 2010).

Para um melhor entendimento sobre a fisiopatologia envolvida nas lesGes por
qgueimaduras, diversos modelos experimentais sdo descritos com objetivo de exemplificar os
processos bioldgicos que ocorrem durante a cicatrizacdo, além de serem frequentemente

utilizados para observar a eficdcia e 0s mecanismos de acdo de diversos tratamentos
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(ABDULLAHI; AMINI-NIK; JESCHKE, 2014). Os modelos apresentados na literatura
incluem: contato direto com metal aquecido (VENTER et al., 2015), eletricidade (ZELT et al.,
1988) e escaldadura (agua aquecida) (DAHIYA, 2009). Ja é de consenso nos estudos que o
modelo realizado com eletricidade é de alta complexidade de execucdo, e geralmente requerem
animais maiores. Com relacdo ao modelo de escaldadura, a falta de precisdo da profundidade
associada a dificuldade de limitacdo da area impedem o detalhamento do tipo de queimadura.
Assim, o modelo com metal aquecido é mais explorado, pela facilidade de execucéo, queima
precisa com profundidade constante e delimitacdo de area. Devido a profundidade ser o
principal determinante do prognostico deste tipo de lesdo, o0 modelo de queimadura por placa
aquecida deve possuir parametros bem determinados para o sucesso da técnica. Assim o
estabelecimento da temperatura, do tempo de exposicdo e da pressdo de contato sdo
imprescindiveis, porém nota-se dados muitas vezes controversos na literatura com relacdo a
padronizacdo desses determinantes (ABDULLAHI; AMINI-NIK; JESCHKE, 2014; VENTER
et al., 2015).

Dentro deste ambito o tratamento de queimaduras sempre foi um desafio, tanto pela sua
gravidade, como pela multiplicidade de complicagfes que normalmente ocorrem, como citado
anteriormente. As lesdes que atingem além da derme reticular sdo tratadas de forma mais
cautelosa, pois o risco de infecgdo é maior, com possibilidade de amputages (CRISOSTOMO
et al., 2004; RAHMANIAN-SCHWARS et al., 2012).

Muitas sdo as opcdes cirargicas descritas na literatura para recobrir o leito da ferida,
todavia, embora os enxertos de pele continuem sendo o padréo utilizado para o fechamento
rapido e permanente de queimaduras de espessura total € necessario que haja uma
neovascularizagdo no local para garantir a efetividade dessa cirurgia (SANCHEZ, 2017). Além
disso, a cirurgia de enxerto muitas vezes evolui com formacao de cicatrizes hipertroficas,

fibrose grave e adeséo tecidual. Estudos demonstram que essa neovascularizacdo, bem como a
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melhora da cicatrizacdo, podem ser favorecidas com a utilizagdo da terapia por

fotobiomodulacéo a laser (FBM) (BRASSOLATTI et al., 2016).

1.2. Fotobiomodulagéo a laser no Reparo Cutaneo

A FBM a laser caracteriza-se por ser uma forma de fototerapia que envolve a aplicacao
de luz monocromatica e coerente de baixa poténcia em varios tipos de lesdes. Nas ultimas
décadas tem se destacado devido ao sucesso quando utilizada para induzir a cicatrizacdo,
reparacao de feridas complexas e aumento da vascularizacdo local (HAWKINS; HOURELD;
ABRAHAMSE, 2005; MARTIGNAGO et al., 2018; OTTERCO et al., 2018). Seu éxito deve-
se a amplos efeitos sobre os diferentes tecidos, entre os quais se destacam os efeitos trofico-
regenerativos, moduladores da resposta inflamatdria e analgésicos, observado em estudos tanto
in vitro como in vivo (CARVALHO et al., 2003; EDUARDO et al., 2008; SOBANKO et al.,
2008, de ANDRADE et al., 2017).

Os mecanismo de ac¢do envolvidos na FBM ainda ndo foram totalmente elucidados. A
literatura demonstra que a FBM possui uma ampla gama de efeitos a nivel molecular, celular e
tecidual (FREITAS; HAMBLIN, 2017). Karu (1987), apresenta que a base das hipoteses para
esclarecer esses mecanismos de acdo esta na absorcdo da energia luminosa por cromoforos
mitocondriais, em especial a citocromo c¢ oxidade (CCO). Acredita-se que a energia absorvida
é convertida em energia metabdlica, sendo esta utilizada na cadeia respiratoria ocasionando a
ativacbes da cadeia de transporte de elétrons e o aumento da producdo de ATP.
Consequentemente, uma cascata de eventos ocorre nas mitocondrias, que leva a bioestimulacéo
de varios processos como a mudanca na concentracao de espécies reativas de oxigénio (EROS),

do Célcio (Ca2+) e do éxido nitrico (NO) (Figura 1).
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Figura 2: Esquematizacdo dos possiveis mecanismos de acdo da FBM com laser nos
comprimentos de onda vermelho e infravermelho. Absorcdo dos fétons de luz pela
mitocOndria, mais especificamente na citocromo c oxidase ou por fotorreceptores da membrana
plasmética das células, seguido da cascata de eventos ocasionados pela transformacdo da
energia luminosa em energia metabdlica como aumento do ATP e NO estimulando a

proliferacdo, migracdo e adesdo celular.

Fonte: Modificada de OTTERCO et al.,2018

Para que a FBM promova de fato a fotobioestimulacdo o conceito de janela-terapéutica
é frequentemente discutido na literatura. Esse conceito esta estritamente relacionado com a Lei
de Arndt-Schultz que prediz que as células modificam sua atividade bioldgica em fungéo da
guantidade de estimulo aplicado, ou seja, o efeito da FBM é dose-dependente dos parametros

utilizados, podendo ser observado bioestimulagdo quando aplicado doses adequadas (Figura
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2b), inibicdo quando utilizado doses altas (Figura 2c) e ainda pode-se ndo observar nenhuma

reacao se a dose empregada for muito baixa (Figura 2a) (HUANG et al., 2011).

Figura 3: llustracdo esquematica da Lei de Arndt-Schultz sobre a resposta bifasica da

FBM.

Fonte: Adaptado de CHUNG et al., 2012,

O uso potencial dos lasers na biomodulacdo do reparo cutaneo, por meio de suas
propriedades fotoquimicas e fotobioldgicas, vem sendo estudado por pesquisadores em todo o
mundo e seus efeitos positivos na estimulacdo da angiogénese bem como no tempo da reparacdo
tecidual vem sendo evidenciados (KUFFLER, 2016).

De acordo com a literatura, a utilizacdo da FBM no tratamento de queimaduras,
especialmente em fases iniciais do processo, promove uma melhor cicatrizagdo e menor tempo
de reparo do tecido, através dos efeitos antioxidantes proporcionado pela terapia, como a
capacidade de reduzir a intensidade do infiltrado inflamatério e a estimulagdo na producdo de

macrofagos. Porém, atualmente, ha estudos que mostram resultados positivos com a utilizagdo
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FBM no processo de reparo além das fases iniciais, como na fase de proliferacdo, em que a
FBM estimula a proliferacdo de fibroblastos, acelera a epitelizagdo, aumenta a producédo e
organizacdo das fibras de colageno e estimula a producéo de células endoteliais. Nas etapas
finais do processo, ainda auxilia na maturacdo do colageno tipo Il em tipo | (BRASSOLATTI
et al, 2016; CHIAROTTO et al., 2014; FIORIO; ALBERTINI, 2014; HAWKINS;
ABRAHAMSE, 2006).

Nos dltimos anos, muito se tem discutido sobre a parametrizacdo adequada para a
utilizacdo da FBM em diversas situacdes, entre elas na recuperacdo de tecidos lesionados por
gueimaduras. Brassolatti et al., 2018 realizaram uma revisao sistematica que abordou a ac¢éo da
FBM em todos os graus de queimaduras afim de encontrar uma parametrizacdo adequada para
aplicacdo da técnica. O estudo identificou que o laser mais utilizado para esse tipo de afeccao
é no comprimento de onda do vermelho com parametros dentro de uma janela-terapéutica de
1J a 25 J dependendo das caracteristicas das lesdes, porém os autores também relatam que em
comprimento de ondas mais altos, altas energias podem ser eficazes para uma melhor resolucao
do processo de reparo.

Além da utilizacdo da FBM, varios avancos significativos feitos nas Gltimas décadas
melhoraram muito o atendimento ao paciente com queimaduras (GACTO-SANCHEZ, 2017).
As pesquisas com biomarcadores, controle de inflamacgéo e utilizagdo da terapia celular com
células-tronco sdo alternativas que vem sendo frequentemente exploradas, com destaque para
as células-tronco que vem se consolidando como um efetivo campo de atuacdo na area da
engenharia de tecidos, no entanto ainda carece de mais investigacdes e esclarecimentos

(GACTO-SANCHEZ, 2017; SANCHEZ-MUNOZ et al., 2015).
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1.3. Células-Tronco no Reparo Cutaneo

As celulas-tronco sdo caracterizadas por serem celulas indiferenciadas que se
multiplicam de forma prolongada ou ilimitada através de sucessivas mitoses, podendo se dividir
em células idénticas a ela, com 0 mesmo potencial de auto-renovacéo, ou dar origem a células
especializadas, como células sanguineas, epiteliais, musculares, entre outras. Existem dois tipos
de células-tronco potencialmente Uteis para a aplicacéo, sendo elas: células-tronco embrionarias
(CTEs) e as celulas-tronco adultas (autélogas) (ZUK et al., 2001).

Dentre as células-tronco aut6logas podemos destacar as células-tronco mesenquimais
(CTMs) que sdo células com grande potencial de aplicacdo na terapia celular, sendo
indiferenciadas, com alta capacidade de auto-renovacdo, proliferacdo e diferenciacdo em
diversos tipos de células especializada (HORVAT et al., 2009). As CTMs foram descritas pela
primeira vez por Friedenstein et al., em 1966, que observaram a presenca de uma populacéo
celular peculiar em células mononucleares da medula éssea de camundongos. Essa populacéo
era representada por células de formato fibroblastéide e apresentavam a propriedade de formar
colonias in vitro, sendo dessa forma denominadas de unidades formadoras de colGnias
fibroblastoides. As crescentes pesquisas nessa area se da pelo fato destas células serem isoladas
a partir de diversos tecidos como medula dssea, cordao umbilical, polpa dentaria, ligamentos
periodontal e tecido adiposo (SEO et al., 2004; KERN et al., 2006; EDUARDO et al., 2008;
MUVLA et al., 2008; SOLEIMANI et al., 2012).

Atualmente com a expansao do conhecimento sobre as CTMs foram descobertas varias
formas para a utilizagéo terapéutica, sendo que sua multipotencialidade favorece sua utilizagédo
na medicina regenerativa e na engenharia de tecidos (ARANDJELOVIC et al., 2014). Estudos
como de Pittenger, et al., (1999), demonstraram que as CTMs sdo células multipotentes
passiveis de se diferenciarem em células de tecidos mesodérmicos como o0sso, cartilagem,

gordura, tenddo e mdsculo. Posteriormente, diversos outros trabalhos demonstraram a
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capacidade das CTMs em se diferenciar em tipos celulares como células endoteliais (REYES,
et al., 2002), hepatdcitos (SATO, et al., 2005) células neurais (KANG, et al., 2004) e células da
epiderme in vitro (SASAKI, et al., 2008).

No campo da cicatrizacdo de tecidos cutaneo, o uso de CTMs tem sido relatado para
diferentes tipos de feridas. As queimaduras foram de especial interesse devido ao grande
numero de casos encontradas hoje em dia, além do crescente numero de estudos que relatam a
eficacia da técnica destacando as diversas vias de acdo (GHIEH et al., 2015). Essas células
trafegam para areas de lesdo e secretam citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento para
estimular o reparo de maneira paracrina sendo demonstrado que esses fatores modulam o
processo inflamatorio, recrutam varios tipos de células para neovascularizacdo e estimulam a
proliferacdo durante esse processo de reparo (STRONG; NEUMEISTER; LEVI, 2017).

Um dos primeiros trabalhos com CTMs no tratamento de lesdes por queimaduras foi o
de Shumakov et al., (2003) que utilizaram um modelo experimental de queimadura em
camundongos e aplicaram como terapia células-tronco mesenquimais derivadas de medula
6ssea (BMSC) autologas e células fibroblastides embrionérias (CTES) sendo observado uma
aceleracdo do processo de regeneracdo da pele nos grupos tratados com ambas as terapias
comparados ao controle. O estudo relatou a diminuicdo da infiltracdo de células
imunocompetentes nas Ulceras e aceleracdo do processo de formacao de vasos sanguineos e de
tecido de granulagéo no local afetado pelas queimaduras profundas.

Clinicamente, Rasulov et al., 2005 foram pioneiros em demonstrar a eficacia do uso de
CTMs em um estudo de caso de uma paciente de 45 anos que apresentava queimaduras de
primeiro, segundo e terceiro grau em 40% da area corporal, e que inicialmente havia sido
tratado com as técnicas habituais em casos de queimaduras graves, incluindo o procedimento
de auto-enxertos de pele, porém todos os tratamentos ndo resultaram em melhora significativa.

Apos 20 dias de internagdo foi observada uma ineficiéncia do enxerto e a piora do estado clinico
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da paciente. Neste momento foi introduzida a terapia celular utilizando CTMs autélogas. Trés
dias apos implante de pele com CTMs houve um aumento da angiogénese nas regides
gueimadas, e apds oito dias, foi observada a normalizacéo dos valores bioquimicos sanguineos

da paciente, aceleracéo do processo de reepitelizacdo e consequente recobrimento da ferida.

1.4. Fotobiomodulacéo a laser e Células-Tronco no Reparo Cutaneo

Os estudos na area de engenharia de tecidos preconizam que quanto maior a proliferacdo
das CTMs, maior serd a capacidade de cura e regeneracdo dos tecidos no qual estas células
residem. Pelo fato das CTMs terem um crescimento e taxas de proliferacdo lentas, a literatura
vem buscando terapias alternativas que possam aumentar a sua proliferagdo e ainda manter a
caracteristica de células estaminais (MVULA et al., 2008; DE VILLIERS et al., 2011).

Dentro deste contexto, foi demonstrado em diversos estudos que a utilizagédo da FBM
pode ser eficaz no aumento da proliferacdo e viabilidade de diversos grupos celulares, inclusive
as CTMs, porém neste grupos celular, ainda encontram-se escassos 0s trabalhos tanto in vitro
quanto in vivo. Até o momento os estudos in vitro apresentam que na faixa de comprimento de
onda de 600nm a 700nm, a PBM estimula uma maior proliferacdo das CTMs além de sua
diferenciacdo. J& nos estudos in vivo, pouco tem sido discutido quanto aos mecanismos e 0S
parametros mais eficazes na associacdo destas terapias, porém os estudos encontrados relatam
que estas terapias quando associadas aceleram o processo de cicatrizagcdo de lesdes, como as
causadas por queimaduras, além de resultar na formacdo de um novo tecido de qualidade
semelhante de um tecido sadio (MUVLA et al., 2008; CALIARI-OLIVEIRA et el., 2015).

Atualmente, um Unico estudo abordou a associagdo da FBM com a terapia celular no
tratamento de queimaduras. Lamaro-Cardoso et al., 2019, exploraram a a¢éo das técnicas no

reparo cutaneo de queimaduras de espessura total em um modelo animal, sendo discutida a acéo
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das terapias comparado a terapia convencional com sulfadiazina de prata. Os resultados
promissores do estudo demonstram que a associacao das técnicas podem acelerar o processo de
reparo tecidual quando comparado ao tratamento convencional, porém ainda destacam que mais
estudos precisam ser realizados na tentativa de se esclarecer os mecanismos bioldgicos
envolvidos nas terapias além da padronizacdo de protocolos eficazes principalmente
envolvendo a FBM. O estudo apesar de encorajador ndo compara as terapia isoladas, além de
ndo conseguir realmente demonstrar como de fato se organiza o novo tecido formado a nivel
bioldgico.

Além das lacunas encontradas na literatura tanto quanto associacdo das técnicas como
0 mecanismo de acdo das mesmas € relevante destacar que apesar da FBM estar em constante
discussdo na literatura como alternativa de tratamento de diversas complicacdes clinicas, a
variedade e discrepancia de parametros dificulta a comparacdo entre os estudos o que resulta
na falta de protocolos que possam ser realmente eficazes. Sendo assim, este estudo teve como
objetivo verificar a eficacia da FBM a laser no processo de proliferacdo das CTMs, sem causar
danos moleculares preservando suas caracteristicas morfologicas e estruturais, além de
investigar a agdo da FBM, em diferentes energias, associada ou ndo as CTMSs no processo de
reparacao tecidual em lesdes causadas por queimaduras. Desta forma, espera-se que a aplicagao
da associagéo destas terapias promova uma diminui¢éo no tempo do processo de cicatrizagao e
melhore a qualidade do reparo tecidual, para que posteriormente a associacdo destas técnicas
sejam utilizada como uma alternativa de baixo custo e facil aplicacdo para o tratamento de

lesGes causadas por queimadura.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Avaliar a acdo da FBM a laser na viabilidade e proliferagdo de CTMs in vitro, além de
identificar os efeitos do tratamento com FBM a laser (660 nm), associado ou ndo a utilizacéo
da CTMs, em um modelo experimental in vivo utilizando a lesdo tecidual de queimadura de

espessura total.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar aacdo da FBM a laser (660nm) em diferentes fluéncias na viabilidade e

proliferacdo de CTMs, in vitro;

e Investigar os possiveis mecanismos de a¢do da FBM a laser com diferentes
fluéncias nas CTMs, através da quantificacdo de espécies reativas de oxigénio

(ERQOS) e fatores inflamatérios como IL-8, in vitro.

e Comparar acdo da FBM a laser nas CTMs em culturas bidimensional (2D) e

tridimensional (3D);

e Analisar a acdo da FBM a laser (660nm) e da aplicacdo das CTMs, na
queimadura de espessura total em ratos, quanto a presenca dos fatores
inflamatorios interleucina-10 (IL-10) e fator de transformacdo do crescimento

alfa (TNF-a), através do ensaio imunoenzimatico (ELISA).

e Investigar o tempo de cicatrizacdo do tecido cutdneo apos a queimadura de
espessura total mediante aos tratamentos de FBM e CTMs, isolados e

associados.



45

e Investigar as alteracbes morfoldgicas teciduais em varios periodos apds a
queimadura experimental, em ratos, em todos 0s grupos estudados atraves da

andlise de histopatologia;

e Avaliar a organizacdo e quantificar as fibras de colageno tipo I e tipo Il durante
diversos periodos e em todos os grupos estudados através das analises de

birrefringéncia e imunohistoqumica.
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Resumo
Introducdo: O uso de células tronco mesenquimais (CTMSs) na engenharia de tecidos vem
sendo amplamente investigado pelos pesquisadores. Sabe-se que quanto maior a proliferacdo
deste grupo celular maior € a capacidade regenerativa e cicatricial dos tecidos onde residem.
Nesse contexto a terapia por fotobiomodulacdo (FBM) € apresentada na literatura como uma
técnica eficaz na proliferacdo de diversos tipos celulares, porém a parametrizacao e 0 modo de
acdo desta técnica ainda ndo estdo elucidados, tornando-se necessaria a sua investigacdo. O
objetivo deste estudo foi de avaliar a acdo da FBM, com diferentes energias e densidades de
energia, nas CTMs de tecido adiposo (hASCs). Foram utilizadas hASCs, semeadas em placas
de 24 pogos, contendo 3 x 10* de células por pogos mantidas em meio de cultura. Métodos:
Foram realizados quatro grupos experimentais, sendo um grupo com hASCs e simulacdo da
FBM e outros trés grupos, que receberam a irradiacdo da FBM, nos tempos de 24, 48 e 72horas,
com um laser de 660nm, poténcia de 40mW e energias de 0.56; 1.96; 5.04J. Foram realizadas
as anélises de MTT e Azul de Trypan para avaliar a proliferacdo e viabilidade celular ap6s 1
hora da irradiagdo com a FBM. Resultados: Os resultados da atividade mitocondrial avaliados
pelo MTT mostrou diferenca estatistica nas primeiras 24 horas para o grupo G180 comparado
ao GC e as 72 horas para 0s G20 e G70 quando comparado ao GC. Para o teste de Azul de
Trypan, foram observadas diferencas significativas ao final do experimento para os grupos G20
e G70 quando comparados com 0 GC e G180. Em ambos os testes ndo foram observados ao
final do experimento diferenca estatistica entre os grupos G20 e G70 e foi observada uma
reducdo do crescimento e atividade mitocondrial celular para o grupo G180. Concluséo: Assim
pode-se concluir que a FBM com energias proximas a 0,56J e 1,96J sdo eficazes na proliferacdo

de hASCs, e que energias mais altas, como 5.04 podem ser prejudiciais.

Palavra-chave: fotobiomodulagéo; células-tronco mesenquimais.
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4.1. INTRODUCAO

A utilizacdo de células-tronco mesenquimais (CTMs) vem sendo amplamente
investigada nas diferentes areas da engenharia de tecidos e na medicina regenerativa, sendo
uma alternativa das modalidades terapéuticas convencionais, pelo fato destas células serem
indiferenciadas com potencial importante para aplicaces em terapias celular, além da
capacidade de autorrenovacao, proliferacdo e diferenciacdo em diversos tipos de células
especializadas, como adipdcitos, condrocitos e osteoblastos(1). Essas células sdo de facil
isolamento, expansdo e cultivo in vitro, podendo ser isoladas a partir de varios tecidos, como
medula 6ssea, polpa dentéaria, ligamento periodontal, corddo umbilical e tecido adiposo (2-5)

As células estaminais adultas podem ser isoladas a partir de tecido adiposo lipo-
aspirados em numeros significativos e exibem crescimento estavel e cinética proliferativa em
cultura (2,6,7). As CTMs derivadas do tecido adiposo (hASCs) tém um potencial de
diferenciacédo similar aquelas derivadas da medula 6ssea (BMSCs), e seu potencial regenerativo
deve-se principalmente a essa multipotencialidade, podendo originar tipos celulares distintos,
como tecidos de origem mesodérmica, como 0sso, cartilagem, mdsculo, tenddo/ligamento,
gordura e derme, tornando-as uma fonte potencial para futuras aplicacbes na engenharia de
tecidos em contextos clinicos (7).

As CTMs apesar possuirem alto poder de diferenciagdo, possuem uma baixa taxa
proliferativa normalmente, porém, pelo fato deste grupo celular ser altamente aplicado na
medicina regenerativa, é de grande importancia gque se estabelecam métodos capazes de acelerar
0 processo de proliferacdo, mantendo a viabilidade das células.

Atualmente a literatura apresenta que, quanto maior a proliferacdo de CTMs, maior é a
capacidade regenerativa e cicatricial dos tecidos onde residem. Neste contexto, podemos

destacar a terapia com a fotobiomodulagéo (FBM), quem vem sendo apresentada na literatura
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como uma terapia eficaz na proliferacdo de diversos tipos celulares, como fibroblastos (8,9),
células endoteliais(8), osteoblastos (10), células epiteliais(11) , linfocitos (12) e CTMs (3).

A terapia por FBM vem se destacando devido a utilizacdo de uma baixa densidade de
energia e comprimento de onda, capaz de penetrar facilmente resultando em efeitos
biomoduladores em células e tecidos, com capacidade de estimular uma maior proliferacéo
celular através da absorcdo da luz pelos cromoforos intracelulares, sendo esta convertida em
energia metabdlica (13,14).

No que se refere a proliferacdo celular das CTMs, a FBM vem apresentando efeitos
positivos e promissores, porem 0s mecanismos bioldgicos relacionados com este efeito
biostimulador ainda ndo estdo totalmente elucidados. Acredita-se que na faixa de comprimento
de onda de 600nm a 700nm, a FBM estimula uma maior proliferacdo das CTMs além de sua
diferenciacéo (7,9,15) . Entretanto, a bioestimulacdo ndo é sempre observada, uma vez que uma
variedade de fatores influenciam no processo, fazendo com que a interacéo da luz do laser com
células e tecidos possam estimular ou inibir a proliferacdo celular(16) . Nesse sentido, a
bioestimulacéo in vitro depende de parametros relacionados a FBM, como o comprimento da
onda, energia, poténcia, tempo de irradiacdo (17) tipo de célula irradiada (9), e caracteristicas
fisiologicas das células (18). Portanto, objetivo deste estudo foi avaliar a acdo da FBM, com

diferentes energias e densidades de energia, na proliferacdo das CTMs de tecido adiposo.

4.2. METODOLOGIA

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de Séo
Carlos sob o protocolo 6224231115. As hASCs foram obtidas a partir de cirurgias de
abdominoplastias realizadas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto sendo doado pelos pacientes, mediante assinatura de consentimento. O método de
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isolamento celular baseia-se na digestdo da matriz extracelular (MEC) em colagenase a 0,075%
(SIGMA) durante 30 minutos a 37 ° C de acordo com 0 método previamente estabelecido (6).
A digestdo foi neutralizada com meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Invitrogen)
contendo 10% de soro bovino fetal (FBS, Invitrogen).

Foi realizado a centrifugacdo do tecido adiposo e posteriormente este foi plaqueado em
placa de cultura de tecidos. As HADCs foram cultivadas e expandidas a 37°C sob 5% de CO>
usando meio de cultura (o a-MEM da Gibco, 10% de soro de bovino fetal, 1% de antibidtico-
antimicético 1%, da Gibco e L-Glutamina 200 mM,). O meio era trocado duas vezes por
semana, e a passagem das células eram realizadas ao atingir 80% de confluéncia, através da
utilizacdo de solucdo de tripsina-EDTA a 0,25% (da Invitrogen). Durante o estudo, apenas a 42
e 52 passagem foram utilizadas.

Com relacdo a caracterizacdo, esta foi realizada e reportada por Caetano et al., 2015
(19), sendo que citometria de fluxo revelou positividade das hASCs para CD29, CD44, CD73,
CD90 e CD105 (BD Biosciences, EUA), sendo estes marcadores de células estaminais. Em
seguida, as células foram cultivadas em meios de diferenciacdo osteogénica e adipogénica (Kits
de diferenciacdo StemPro®, Invitrogen Corp., EUA) durante 21 e 28 dias, confirmada sua

natureza multipotente através da avaliacdo por microscopia optica.

4.2.1. Cultura dos hASCs

Foram semeadas 3x10* células por pogo utilizando placas de cultivo de 24 pocos da
marca TPP® e mantidas em meio de cultivo composto de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEN) de baixa glicose, suplementado com 10% Soro Fetal bovino (SFB) — os dois
fornecidos pela empresa Nutricell® e antibiotico/antimicético (A/A). Apo6s a semeadura as

culturas foram mantidas em estufa a 37°C, 5% CO., sendo retiradas somente para irradiagéo.
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O mesmo procedimento foi aplicado ao grupo controle. Para garantir reprodutibilidade dos

dados, este experimento foi realizado em triplicata.

4.2.2. Irradiagdo com FBM

Foi utilizado um laser vermelho, diodo Aluminio Géalio indio Fésforo (InGaAlP)
(Photon Laser 111, DMC S&o Carlos/SP, Brasil) com comprimento de onda de 660 nanémetros
(nm), poténcia de 40mW, area transversa do feixe de 0,028 cm? e energias de 0.56J, 1.96J e
5.04] (Tabela 1).

Apds a semeadura, as placas foram irradiadas apds 24, 48 e 72 horas do inoculo. Para
cada horario estabelecido foi avaliada a viabilidade e a proliferacao celular. A ponteira do laser
foi direcionada de forma perpendicular a cada poco, se mantendo fixa por um suporte, com
distancia de 3,34cm da ponta da caneta laser até o fundo do poco, de modo que esta distancia
permitiu que o feixe da luz laser recobrisse todo o poco (Figura 1). As células foram semeadas
de modo que um pocgo, entre os semeados, era deixado vazio, para prevenir a dispersao

intencional de luz entre 0s po¢os.

4.2.3. Delineamento

O estudo foi dividido em quatro grupos, sendo trés grupos irradiados pela FBM e um
grupo simulado:

GC: hASCs com simulacéo da terapia FBM.

GL20: hASCs irradiadas pela FBM (660nm) com 0.56J de energia

GL70: hASCs irradiadas pela FBM (660nm) com 1.96J de energia

GL180: hASCs irradiadas pela FBM (660nm) com 5.04J de energia
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Suporte para fixacdo
da caneta Laser

Figura 1: Irradiacdo com a FBM. Laser InGalP (Photon Laser 111, DMC®) acoplado a um
suporte para manutencéo da fixacdo do aparelho. Placa de 24 pogos, com distancia de 3.34cm

da ponta da caneta ao fundo do pogo.

Tabela 1: Parametros utilizados para a FBM com laser InGalP.

Parametros Valores

Poténcia (mW) 40
Comprimento de Onda (nm) 660
Modo de acao Continuo
Area transversa do feixe (cm?) 0.028
Densidade de Energia (J/cm?) 20; 70; 180
Tempo (s) 14; 49; 126
Energia (J) 0.56; 1.96; 5.04

4.2.4. Citotoxicidade e Viabilidade celular

Com o intuito de avaliar a proliferagéo celular, foi analisada a atividade mitocondrial
das células utilizando o ensaio de citotoxicidade baseado em MTT, que envolve a conversao do

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-mide (MTT) a um formazano
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insolavel. Ao fim dos procedimentos do ensaio, apds quatro horas de encubacéo, foi realizada
a leitura da absorbancia em um leitor de microplacas, Multiskan FC (Thermo Scientific®), com
570nm.

Ainda foi realizada avaliacdo da viabilidade e crescimento celular através do ensaio de
Azul de Trypan, em que as células marcadas com azul de Trypan, em cada poco, foram contadas
em uma camara de Neubauer. As contagens de células eram realizadas por dois examinadores
cegos e previamente calibrados.

Todos avaliagbes foram realizadas a cada uma hora apds a irradiagdo da FBM,

totalizando um maximo de trés aplicacdes.

4.3. RESULTADOS

Os resultados do ensaio de azul de trypan demonstraram que nas primeiras 24 horas,
apos o inoculo, ndo foram observadas diferenca significativa entre os grupos, exceto o G180,
quanto ao crescimento celular. J& ap6s 48 horas, o grupo G70 (2.79 x 10%+0.3) apresentou
diferenca significativa quando comparado ao grupo GC (1.79 x 10%+0.4), sendo essa diferenca
mantidas nas 72horas (G70:4.85 x 10%+0.8; GC: 1.87 x 10*+0.7), sendo também nesse periodo
observada um crescimento significativo do grupo G20 (4.52 x 10%+0.2) em comparag&o com o
grupo GC (1.87 x 10%+0.7) (figural).

Com relagéo ao grupo G180 (2.21 x 10%+0.4), é importante ressaltar que nas primeiras
24horas, este apresentou crescimento celular superior que ao GC (1.05 x 10%+0.2), porém apds
48 horas ja foi observada uma inibicdo (G180:1.45 x 10%+0.4), sendo essa mantida até o final

do periodo experimental (G180:1.87 x 10%+0.4) (figura 1).
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Figura 2: Avaliacdo do crescimento celular através do ensaio azul de trypan, em diferentes

momentos. (*) Diferenga significativa (p<0.05).

Ainda no ensaio de Azul de Trypan ndo foram apresentadas diferencas significativa
com relacdo a viabilidade células, nem quando comparado entre 0s grupos, nem nos tempos

estudados (Tabela 2).

Tabela 2: Porcentagem de viabilidade das células-tronco (hASCs) em diferentes momentos

apo6s a FBM nos grupos estudados.
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GC GL20 GL70 GL180
T24 100% 154% 166% 210%
T48 100% 127% 155% 81%

T72 100% 241% 259% 99%
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Figura 3: Atividade mitocondrial de culturas celulares, submetidas ou ndo a FBM, com

diferentes energias, em diferentes momentos. (*) Diferenca estatistica (p <0,05).

A avaliagdo da atividade mitocondrial realizada através do teste de MTT demonstrou
nas primeiras 24horas diferenca significativa do grupo G180 quando comparado ao grupo GC,
entretanto ndo foi observada diferenca entre os demais grupos. Ja 48horas ap6s o inoculo foi
observada um aumento na taxa proliferativa nos grupos G20, G70, G180 quando comparado o
grupo GC, ndo havendo também, diferenca entre os grupos irradiados. Ao final do experimento,
foi observado que tanto o grupo G20 quanto G70 apresentaram taxas proliferativas maiores que
os demais grupos, ndo havendo diferenca entre ambos, porém o grupo G70 apresentou um
aumento significativo da taxa proliferativa quando comparado aos grupos GC e G180,
demonstrando que a energia de 1,96J foi mais eficaz que as demais doses (Figura3).

Acredita-se que ao final das 72 horas o grupo G180 apresentou uma acgéo
inibitdria, devido a alta dose de energia aplicada, enquanto que o grupo G20, apresentou um

acumulo de energia demonstrando resultados mais promissores.
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4.4, DISCUSSAO

Atualmente, a literatura vem destacando a importancia de se acelerar processos de
proliferacdo celular para uma maior eficacia de sua aplicacdo na engenharia de tecidos. Nos
ultimos anos, a utilizacdo da terapia por fotobiomodulagcdo (FBM) vem sendo investigada em
diferentes areas, como para diminuicao da dor, reparo de tecidos e na proliferacao e viabilidade
de diversos tipos celulares, como por exemplo em células-tronco mesenquimais (CTMs),
porém, uma variedade de fatores, como a parametriza¢do adequada, contribuem para que sua
acao seja realmente eficaz (17-19). Mesmo que 0s mecanismos de acao desta terapia, FBM,
ainda ndo tenham sido totalmente esclarecidos (19), acredita-se que a irradiacdo aplicada, em
diferentes tipos celulares, é seguida do aumento do oxido nitrico (NO), dos fatores de
crescimento e espécies reativas de oxigénio (ROS) (20).

Nosso estudo demonstrou que independente das energias aplicadas pela FBM, com laser
de espectro de luz visivel (vermelho), todos os grupos irradiados apresentaram maior
proliferacdo ao durante o experimento, quando comparado ao GC.

A parametrizacdo adequada, como destacado anteriormente, ainda € muito controversa
na literatura, porém a maioria dos estudos destacam que a utilizacdo da FBM com laser
vermelho produz melhores resultando quanto a proliferacéo e a viabilidade celular. Eduardo et
al., (2008)(13) realizaram um estudo utilizando a FBM com objetivo de avaliar a proliferacdo
de células tronco do ligamento periodontal (hPDLSC), com laser no mesmo comprimento de
onda (660nm) e poténcias préximas ao nosso estudo (20mwW e 40mW), destacando que a FBM
foi capaz de estimular a proliferacdo deste tipo celular além de manter a viabilidade,
assemelhando-se ao nosso estudo.

Outro estudo, realizado por Soares et al., (2015)(3), avaliaram a acdo da FBM em células
hPDLSC, nos tempo 0, 24, 48 e 72 horas, utilizando um laser (660nm), com poténcia de 30

mW e energias de 0,48J e 1J, apresentando resultados promissores quanto a maior energia
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empregada, destacando que energias muito baixas podem ter pouca influéncia sobre taxas de
proliferacdo, corroborando com nosso estudo, que avaliou a taxa de proliferacao, das células
hASCs, nos mesmos tempos e com parametros muito semelhantes, sendo também concluido
que energias mais altas s@o eficazes para estimular proliferacdo celular, porém é importante
ressaltar que existe um limiar de “dose-resposta” para o emprego de energias muito altas, como
em nosso estudo em que a maior energia, ao final das 72horas apresentou inibicdo na taxa de
proliferacao.

Karu (1987) (16), destacou em seu trabalho que aplicacéo de altas doses da FBM podem
gerar danos aos fotorreceptores, gerando efeito de inibicdo metabolica e morte celular. Essa
ideia foi apoiada por diversos estudos, como de Kreisler et al., (2002)(21), que observaram que
a utilizacdo de altas energias exercerem efeitos negativos em células de fibroblastos,
corroborando com o estudo de Huang et al., (2011) (22), que realizaram uma revisdo
apresentando a possibilidade de respostas bifasicas da FBM quando aplicada em diversos tipos
celulares.

Huang et al., (2011)(22), descreveram em seu estudo a acdo da FBM com respostas
bifasicas em estudos em animais e in vitro, destacando que pouca luz pode ndo gerar resposta,
como muita luz pode ser prejudicial. Os autores apresentaram a hipo6tese de que a reposta
bifasica apresentada pela FBM pode ser esclarecida através da acdo das EROs, destacando que
possivelmente existem dois tipos, sendo um benéfico e o outro lesivo. Assim, doses mais baixas
podem provavelmente produzir EROs benéficas, estimulando o transporte de elétrons e a
producdo de ATP, enquanto de doses altas podem produzir EROs lesivos que podem danificar
a atividade mitocondrial.

Karu (1988)(23) ainda relata que o efeito acumulativo de doses altas resultam em um
efeito inibitorio e sdo caracterizadas por uma diminuicdo na viabilidade e proliferacéo celular

com danos significativos a membrana celular e ao DNA, por outro lado o seu estudo tambéem
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demonstra que o efeito acumulativo com valores baixos de energia podem ao final gerar
resultados significativos, podendo ser ilustrado por nosso estudo em que a maior energia
aplicada, até a segunda irradiacdo, ainda proporcionava efeitos positivos, porém ap6s 72 horas,
foi observada uma inibicao celular enquanto que para o0 grupo de menor energia, ao final do
experimento apresentava resultados mais promissores.

Com relacéo ao tipo celular especifico avaliado em nosso estudo com a ac¢do da FBM,
a literatura ainda se apresenta muito escassa, alem de divergir, ndo somente na parametrizacdo
como também no ndmero ideal de aplicaces. Além disso, as diferentes condi¢des de irradiacdo
com diferentes feixes de laser e espalhamento, poténcia de saida, calibracdo de equipamentos,
entre outros fatores também devem ser consideradas.

Uma revisdo realizada em 2015 por Ginani et al.,(17) apresentaram somente quatro
estudos que relacionavam a fototerapia com células tronco do tipo ASCs de humanos ou
animais, sendo destes, trés estudos que utilizaram um laser vermelho com poténcias variando
de 50mW & 110mW, ndmero varavel de aplicacBes e valores de energia muitas vezes nao
apresentados, demonstrando uma notavel divergéncia entre a parametrizacdo. Esta revisdo
ainda apresenta os resultados da acdo da FBM em células tronco do tipo BMSCs, sendo essas
mais comuns na literatura, em que a parametrizacao descrita apresenta uma menor discrepancia,
uma vez que 76% dos estudos foram realizados com um laser vermelho e poténcias proximas
de 60mW, porém a energia aplicada apresentou uma grande variacao de aplicacdo, sendo entre
0.15J 4 45J.

Com base nos resultados apresentados pela literatura e a grande discrepancia entre a
parametrizacdo optamos por realizar esse estudo, afim de destacarmos as diferencas quanto a
aplicacdo de parametros distintos e assim sugerir, doses mais eficazes para a aplicacdo da FBM

em células do tipo hASCs.
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Devido a grande divergéncia de parametros e resultados na literatura é observada uma
grande dificuldade em comparar estudos que envolvam a FBM na proliferacdo de diversos
grupos celulares, pelo fato da maioria dos estudos ndo apresentarem detalhadamente as
condicdes experimentais e parametros aplicados em seus estudos. Assim, sugere-se que NOVos
estudos com maior rigor cientifico sejam realizados para facilitar a comparacéo entre eles a fim

de encontrarmos protocolos mais eficazes para cada tipo de célula.

4.5. CONCLUSAO

De acordo com os dados apresentados, conclui-se que a FBM (660nm) atua de maneira
eficaz na proliferacdo de células-tronco do tipo hASCs, quando utilizadas energias entre 0.56J
e 1.96J, mesmo que aplicadas em varios tempos, em contra partida energias mais altas como
5,04J, apresentou eficacia inicialmente, porém quando aplicada varias vezes foi observada uma

acao inibitoria.



10.

11.

69

4.6. REFERENCIAS:

Balogh Z, Uher F, Service NB, Cell S, Unite B. In Vitro Effect of Carboplatin,
Cytarabine , Paclitaxel , Vincristine , and Low-Power Laser Irradiation on Murine
Mesenchymal Stem Cells. 2009;469(May):463-9.

Mvula B, Mathope T, Moore T, Abrahamse H. The effect of low level laser irradiation
on adult human adipose derived stem cells. 2008;277-82.

Soares DM, Ginani F, Augusto C, Barboza G. Effects of laser therapy on the

proliferation of human periodontal ligament stem cells. 2015;1171-4.

Soleimani M, Abbasnia E, Fathi M. The effects of low-level laser irradiation on
differentiation and proliferation of human bone marrow mesenchymal stem cells into

neurons and osteoblasts — an in vitro study. 2012;423-30.

Gadelha R, Rodrigo V, Ribeiro A, Galva CA. In vitro comparative analysis of
cryopreservation of undifferentiated mesenchymal cells derived from human
periodontal ligament. 2012;461-9.

Zuk PA, Ph D, Zhu MIN, Mizuno H, Benhaim P, Lorenz HP. Multilineage Cells from
Human Adipose Tissue : Implications for Cell-Based Therapies. 2001;7(2):211-28.

Villiers JA De, Houreld NN. Influence of Low Intensity Laser Irradiation on Isolated
Human Adipose Derived Stem Cells Over 72 Hours and Their Differentiation Potential
into Smooth Muscle Cells Using Retinoic Acid. 2011;869-82.

Liebert MA. Effect of Multiple Exposures of Low-Level Laser Therapy on the Cellular
Responses of Wounded Human Skin Fibroblasts. 2006;24(6):705-14.

Moore P, Ridgway TD, Higbee RG, Howard EW, Lucroy MD. Brief Report Effect of
Wavelength on Low-Intensity Laser Irradiation-Stimulated Cell Proliferation In Vitro.
2005;12(October 2004):8-12.

Marques M. Irradiation at 780 nm Increases Proliferation Rate of Osteoblasts
Independently of Dexamethasone Presence. 2006;336:332-6.

Eduardo FP, Mehnert DU, Monezi TA, Zezell DM, Marques M, Schubert MM, et al.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

70

Cultured Epithelial Cells Response to Phototherapy With Low Intensity Laser.
2007;372(April):365-72.

Benedicenti S, Pepe IM, Angiero F, Benedicenti A. Intracellular ATP Level Increases
in Lymphocytes Irradiated with Infrared Laser Light of Wavelength 904 nm.
2008;26(5):451-3.

Eduardo FDP, Bueno DF, Freitas PM De, Marques M, Passos-bueno MR, Eduardo
CDP. Stem Cell Proliferation Under Low Intensity Laser Irradiation : A Preliminary
Study. 2008;438:433-8.

Mvula B, Moore TJ, Abrahamse H. Effect of low-level laser irradiation and epidermal
growth factor on adult human adipose-derived stem cells. 2010;33-9.

Stein E, Koehn J, Sutter W, Wendtlandt G, Wanschitz F, Thurnher D, et al. Initial
effects of low-level laser therapy on growth and differentiation of human osteoblast-
like cells. 2008;112—7.

Karu TI. Photobiological fundamentals of low-power laser therapy. J Quantum
Electron 1987; 23(10):1703-17.

Ginani F, Soares DM, Augusto C, Barboza G. Effect of low-level laser therapy on

mesenchymal stem cell proliferation : a systematic review. 2015;

Oliveira TS De, Serra AJ, Manchini MT. Effects of low level laser therapy on
attachment , proliferation , and gene expression of VEGF and VEGF receptor 2 of
adipocyte-derived mesenchymal stem cells cultivated under nutritional deficiency.
2014;

Caetano, G. F., Bartolo, P. J., Domingos, M., Oliveira, C. C., Leite, M. N., & Frade, M.
A. C. (2015). Osteogenic differentiation of adipose-derived mesenchymal stem cells
into Polycaprolactone (PCL) scaffold. Procedia Engineering, 110, 59-66

Fekrazad R, Asefi S, Allahdadi M, Kalhori KAM. Effect of Photobiomodulation on
Mesenchymal Stem Cells. 2016;X(X):1-10.

Gao X. Journal of Biomedical Science. 2009;16:31-7.



22.

23.

24.

71

Kreisler M, Christoffers AB, Al-haj H, Willershausen B, Hoedt B. Low Level 809-nm
Diode Laser-Induced In Vitro Stimulation of the Proliferation of Human Gingival
Fibroblasts. 2002;369(February):365-9.

Huang Y, Sharma SK, Carroll J, Hamblin MR. Biphasic dose response in low level
light therapy — an update. 2011;602-18.

Karu TI. Molecular mechanisms of therapeutic effect of low intensity laser irradiation.
Laser Life Sci. 1988; 2(1):53-74



72

5. ESTUDO Il




73

EFEITOS E MECANISMOS DA FOTOBIOMODULACAO NO COMPORTAMENTO

DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM CULTURAS BIDIMENSIONAIS E

TRIDIMENSIONAIS

EFFECT AND MECHANISMS OF PHOTOBIOMODULATION ON THE BEHAVIOR
OF MESENCHYMAL STEM CELLS IN TWO-DIMENSIONAL AND THREE-

DIMENSIONAL CULTURES

Ana Laura Martins de Andrade?, Lucilia Pereira da Silva?, Patricia Brassolatti, Nivaldo

Antonio Parizotto?, Alexandra Pinto Marques?

1 Departamento de Fisioterapia, Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), Séo Carlos
CEP:13565-905, Sé&o Paulo, Brasil.

2 3B’s Research Group, Universidade do Minho (UMinho), Guimaraes, CEP: 4805-017,
Portugal.

% Departamento de Morfologia e Patologia, Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar),
Séo Carlos CEP:13565-905, Séo Paulo, Brasil.

Artigo submetido no periodico “Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology”



74

Resumo

O uso de células tronco mesenquimais (CTMs) na engenharia de tecidos vem sendo
amplamente investigado. Sabe-se que quanto maior a proliferacdo deste grupo celular maior é
a capacidade regenerativa e cicatricial dos tecidos onde residem. Nesse contexto a terapia por
fotobiomodulagdo (FBM) é apresentada na literatura como uma técnica eficaz na proliferacéo
de diversos tipos celulares, porém a parametrizacdo e 0 modo de acdo desta técnica ainda ndo
estdo elucidados. Estudos com cultura celular em 3D vem sendo amplamente explorados,
devido a tridimensionalidade oferecida, facilitando o compreenséo das rea¢des celulares em um
ambiente com caracteristicas mais proximas do in vivo. O objetivo deste estudo foi avaliar a
acao da FBM, com diferentes energias, nas CTMs, em cultura celular 2D e 3D. Foram utilizadas
células tronco mesenquimais de tecido adiposo (hASCs) isoladas para cultura em 2D, e
associado ao hidrogel esponjoso de gellan gum (GG) para a construgéo da culturaem 3D. Foram
realizados oito grupos experimentais, sendo quatro para cultivo 2D: um grupo controle com
simulacdo da FBM e trés grupos irradiados com energias diferentes; e quatro para o cultivo 3D:
um grupo controle (hASCs+GG) com simulacdo da FBM e outros trés grupos (hASCs+GG)
também irradiados com diferentes energias. O grupos irradiados receberam a FBM durante sete
dias consecutivos, com um laser de 660nm, poténcia de 40mW e energias de 1, 2 e 6 J. Foram
realizadas analises de proliferacdo e viabilidade celular, além da quantificacdo das espécies
reativas de oxigénio (EROs) e do mediador inflamatdrio iterleucina 8 (IL-8) nos tempos de 1,
3 e 7 dias ap6s a primeira irradiacdo. Os resultados desmontaram que independentemente do
tipo de cultivo, a FBM foi capaz de aumentar a proliferacdo celular nas energiasde 1 Je 2 J,
porém no cultivo 2D a energia de 6 J ndo foi benéfica. Além disso foi observada uma acédo
direta da FBM no aumento das EROs no cultivo 3D com a energia de 2 J e em ambos 0s cultivos
com a energia de 6 J. Com relagéo a expresséo da IL-8, foi observada diminuigéo significativa
somente no cultivo 3D com todas as energias avaliadas. Assim podemos concluir, que a
dimensionalidade extra do cultivo 3D é capaz de modificar os resultados da FBM, além de
destacarmos que esta é uma técnica eficaz na proliferacdo desse tipo celular e possui estreita

relacdo com a produc¢do de EROs e mediadores inflamatorios.

Palavras- chave: fotobiomodulagéo; cultura celular; bidimensional; tridimensional; células-

tronco.
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5.1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos as pesquisas nas areas de medicina regenerativa e engenharia de
tecidos avancaram extensivamente com base nas descobertas do uso de células tronco, em
particular as células-tronco mesenquimais (CTMs), que se apresentam como uma alternativa as
modalidades terapéuticas convencionais (1). Esse grupo celular vem sendo amplamente
investigado devido a possibilidade de extracdo de uma grande variedade de tecidos (2-5), além
de possuirem grande capacidade de autorrenovacdo, proliferacdo e diferenciacdo em diversos
tipos de células especializadas, como adipdcitos, condrécitos e osteoblastos (6,7).

As células tronco mesenquimais advindas do tecido adiposo (ASCs) despertaram o
interesse no ambiente cientifico pelo fato destas células serem facilmente isoladas em altas
quantidades através de tecidos lipoaspirados, além de exibirem crescimento estavel e cinética
proliferativa favoravel em cultura (1,2,8). Além disso as ASCs tém um alto potencial de
diferenciacdo devido a sua multipotencialidade, podendo originar tipos celulares distintos de
origem mesodérmica como 0sso, cartilagem, musculo, tenddo/ligamento, gordura e derme,
favorecendo futuras aplicacfes em contextos clinicos (8,9).

A terapia por fotobiomodulacdo a laser (FBM) é relatada na literatura como uma terapia
alternativa no tratamento de diversas disfuncdes clinicas, com énfase na cicatrizagdo e
regeneracdo tecidual, sendo que seu éxito deve-se aos amplos efeitos sobre os diferentes
tecidos, entre os quais se destacam o aumento da atividade celular e os efeitos trofico-
regenerativos através da modulagdo da resposta inflamatoria e analgésica (10-12).

Diversas respostas celulares foram observadas em modelos in vitro apds irradiagdo com
a FBM em diferentes comprimentos de onda, sendo as principais: aumento da respiracao
mitocondrial e producdo de ATP (13,14), a sintese de proteinas (15) e a migracéo e proliferacéo
das células (12,16,17). A literatura vem buscando formas alternativas que possam aumentar a

proliferacdo e ainda manter o carécter de células estaminais (8,18), porém a grande discrepancia
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entre a parametrizacdo dificulta a comparacdo entre os estudos, tornando mais dificil o
estabelecimento de protocolos eficazes (19-21). Para além disso, esses estudos foram
projetados para modelos celulares de monocamadas bidimensionais (2D), cultivadas em
substratos planos e rigidos, que recebem uma quantidade homogénea de nutrientes e fatores de
crescimento do meio, porém, essas condicdes podem ndo refletir a situacéo in vivo, onde as
células crescem dentro de um complexo tridimensional (22,23).

Pesquisas anteriores demonstraram que os modelos de cultura tridimensional (3D)
fornecem um ambiente melhor para a morfologia celular e analise de fenétipo, permitindo que
as células migrem, estabelecendo comunicacao entre elas e com a matriz extracelular (MEC)
(24). A literatura apresenta diferentes modelos de materiais biolégicos em 3D, sendo os de
culturas celulares em hidrogéis um dos modelos mais utilizados. Nos ultimos anos, um dos
desafios no design de hidrogeéis foi modelar as propriedades do hidrogel para formar estruturas
compativeis com células, porém nos hidrogeis tradicionais muitas vezes ndo € observado uma
adesdo e migracdo celular satisfatoria (22).

A gellan gum (GG) é um exopolissacarideo bacteriano que se assemelha a composicao
de glicosaminoglicano da MEC. Estudos recentes tem explorado hidrogéis de GG para varias
aplicacdes em engenharia de tecidos e medicina regenerativa, porém estes ndo permitem a
adesdo de células de maneira satisfatéria, assim, foram desenvolvidos hidrogéis esponjosos de
GG através de um processo de freezing/freeze-drying/re-hydration (25). Estes hidrogéis
esponjosos permitem a absorcdo de proteinas do soro do meio as quais as células depois se
aderem. Afim de controlar o tipo de proteina & qual as células se ligam, a gellan gum foi
funcionalizada com peptidos especificos que permitem a adesao de celulas especificas (26). De
modo a promover a ades@o a celulas estaminais, este trabalho propde o uso de hidrogeis
esponjosos funcionalizados com o péptido arginine-glycine-aspartic acid (RGD) como

modelos de cultura in vitro em 3D.
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Com isso acredita-se, que resultados mais confiaveis sobre respostas celulares a
diferentes estimulos, como FBM, podem ser obtidos a partir dos modelos 3D (27,10). Assim,
este estudo teve como objetivo explorar a acdo da FBM, em diferentes energias, no
comportamento de hASCs em condigdes 2D e 3D, com o hidrogel esponjogoso GG-RGD, in
vitro para elucidar os mecanismos de acédo dessa terapia de maneira mais fidedigna e estabelecer

parametros eficazes que possam se futuramente aplicados com seguranca em estudos in vivo.

5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. Preparacao das estruturas 3D de Gellan Gum com arginine-glycine-aspartic
acid (GG-RGD)

Hidrogéis esponjosos de gellan gum (GG) foram preparados de acordo com um
procedimento previamente descrito e patenteado com algumas modificagbes (28). O GG
(Sigma-Aldrich, Portugal) foi modificado pela primeira vez com divinilsulfona (DVS, Sigma-
Aldrich, Portugal), conforme relatado anteriormente. A eficiéncia da conjugagéo de DVS foi
confirmada por 1H-RMN. Em seguida foi adicionado ao GG-DVS (1%, p / v) o peptideo
CGRGDSP (800 uM, 95% de pureza, Selleckchem, EUA) por 1 h em temperatura ambiente. A
eficiéncia da conjugacdo do peptideo CGRGDSP foi determinada por micro-BCA. Uma
solugéo de GG (2%, p / v) foi dissolvida a 90°C por 30 min e depois misturada com a solugéo
GG-DVS-RGD (1%, p / v) a temperatura ambiente (1: 1, v: v) A mistura foi vertida numa placa
de petri e deixada reticulada a temperatura ambiente. Os hidrogéis foram entdo congelados a -
80°C, por 24 horas e liofilizacdo (LyoAlfa 10/15, Telstar, Espanha) durante trés dias para obter
redes poliméricas secas com GG/GG-RGD. Em seguida foram produzidos discos, através de

punch, com um diametro de 5 mm e altura de aproximadamente 4 mm.
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5.2.2. Isolamento e Caracterizacdo de Células-Tronco Adiposas Humanas
(hASCs)

As hASCs foram isoladas através de amostras de tecidos subcutdneo humano obtidos
por lipoaspiragdo. As amostras foram fornecidas pelo Hospital da Prelada (Porto, Portugal),
apos a assinatura do termo de consentimento pelos pacientes sob um protocolo de colaboragéo
com o 3B’s Research Group, aprovado pelos comités de ética de ambas as instituicdes. O
isolamento das hASCs foi realizado no grupo de Investigagdo 3B’s de acordo com o protocolo
ja padronizado (29). As células foram cultivadas em a-Minimum Essential Medium (a-MEM)
(Life Technologies, Bleiswijk, The Netherland) suplementado com 10% Soro Fetal bovino
(FBS) (Life Technologies, Bleiswijk, The Netherland), 1% antibidtico/antimicotico (A/A) (Life
Technologies, Paisley, UK) e mantidas huma incubadora a 37°C e 5% CO2. O fendtipo de
hASCs foi confirmado pela expressao dos principais marcadores mesenquimais (CD90, CD105
e CD73) analisados por citometria de fluxo e apds diferenciacdo nas linhagens adipogénica e

osteogénica.

5.2.3. Cultivo celular (hASCs)

Para o estudo 2D, as células foram cultivadas a uma densidade de 2.500-5.000 cells/cm?
(1x10%) em placas de cultivo de 48 pocos e apds 24h da semeadura receberam a irradiacéo pela
FBM em meio a- MEM (Life Technologies, Bleiswijk, The Netherland). Para os estudos em
3D, as células foram adicionadas aos hidrogeis esponjosos (GG-RGD) numa suspensao celular
de 8x10* células/mL, sendo inoculado 0.08x10° células por hidrogel, ap6s a dispersio adequada
das celulas dentro da solucdo polimérica, as particulas de hidrogel foram preparadas como
descrito anteriormente. Particulas de hidrogel de celulas carregadas foram incubadas em meio

a-MEM suplementado em uma atmosfera humidificada com 5% de CO2 a 37 ° C. A construcgao
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foi mantida em cultura por 24 horas e em seguida estimulada pela FBM. Para garantir

reprodutibilidade dos dados, ambos o0s experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 1: Preparacdo do hidrogel esponjoso GG-RGD e cultivo celular. Associacdo dos
compostos de gellan gum com RGD seguido da elaboragdo do hidogel a partir de um punch
com 5mm de didmetro e incorporacao das células ao hidrogel mantidos em cultura com meio

o-mem.

5.2.4. Fotobiomodulacdo (FBM)

Foi utilizado um laser vermelho, diodo Aluminio Géalio indio Fésforo (InGaAlP)
(Therapy XT, DMC Séo Carlos/SP, Brasil) com comprimento de onda de 660 nandmetros (nm),
poténcia de 40mW, area transversa do feixe de 0,0475 cm? e energias de 1J, 2J e 6J (Tabela 1).
A ponteira do laser foi direcionada de forma perpendicular a cada poco, sendo mantida
fixamente, com distancia de 3,14 cm da ponta da caneta laser até o fundo do pog¢o , de modo
que esta distancia permitiu que o feixe da luz laser recobrisse a area total do pogo (17), alterando
a area do feixe para 0,95 cm2. As células foram semeadas de modo que um pogo, entre 0S
semeados, foi deixado vazio, para prevenir a disperséo intencional de luz entre os pogos.

As aplicagbes da FBM ocorrem inicialmente apds 24h da semeadura das células e
durante 7 dias consecutivos com um intervalo de 24h entre cada irradiacédo, totalizando sete

irradiacGes por grupo.



80

E importante ressaltar que os parametros de poténcia, comprimento de onda e energia

foram baseados em um estudo de Andrade et al., 2018 (17) que destacaram a a¢do da FBM nas

CTMs em cultivo bidimensional.

Tabela 1: Detalhamento dos parametros da FBM com laser INGaALP;

Parametros Valores
Poténcia (mW) 40
Comprimento de Onda (nm) 660
Modo de acdo Continuo
Area transversa do feixe (cm?) 0.0475
Area irradiada (cm?) 0.95
Irradiéancia (mW/cm?) 42.55
Densidade de Energia (J/cm?) 1,2.1;6.3
Tempo (s) 25;50;150
Energia (J) 1;2;6
Numero e Frequéncia das sessfes 7 irradiacOes (a cada 24 horas)

5.2.5. Experimental Design

O presente estudo foi dividido em oito grupos, sendo quatro grupos pra 0 experimento

em 2D (G1-G4) e quatro grupos para o experimento em 3D (G5-G8):

Grupol (Gl):
*  Grupo 2 (G2):
* Grupo 3 (G3):
 Grupo 4 (G4):
* Grupo5 (G5):
* Grupo 6 (G6):

Grupo 7 (G7):

hASCs e simulagéo a irradiacdo da FBM;

hASCs irradiadas com energia de 1J.

hASCs irradiadas com energia de 2J;

hASCs irradiadas com energia de 6J;
hASCs+GG-RGD e simulagéo a irradiacdo da FBM;
hASCs+GG-RGD irradiadas com energia de 1J;

hASCs+GG-RGD irradiadas com energia de 2J;
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e Grupo 8 (G8): hASCs+GG-RGD irradiadas com energia de 6J;

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 5 Dia 6

24h 24h 24h 24h 24h 24h 24h 24h

Indculo (hASCs) | MTS MTS i 6%irradiacdo MTS

D i Coleta de Amostras | Coleta de Amostras ! ! Coleta de Amostras
3D i 2%irradiacdo : 4? frradiacdo ;
1% irradiacdo 32 irradiacdo 5% irradiacdo 7* irradiacio

Figura 2: Linha do Tempo: Projeto experimental de irradiacdo FBM e coleta de amostras para

posterior analise.

5.2.6. Citotoxicidade e Viabilidade celular

A citotoxicidade foi avaliada 1, 3 e 7 dias apds a primeira irradiacdo da FBM, através
da analise de células vivas e mortas recorrendo a analise de MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -5-
(3-carboximetoxifenil) -2-(4-sulfofenil) -2H-tetraz6lio) para a cultura 2D, em que foi realizada
a incubacdo das células com uma mistura de meio de cultura, sem vermelho fenol, + MTS
(proporgéo de 5:1), para cada po¢o, mantidas por quatro horas protegidas da luz. A leitura da
absorbéancia da placa foi realizada com 490nm como descrito pelo fabricante. Para a cultura
3D, as células foram incubadas com uma mistura de calceina (1:1000) e propidium iodide
(1:500) em meio durante 1h em uma atmosfera humidificada com 5% de CO; a 37 ° C. As
células foram posteriormente analisadas no microscopio laser confocal (Leica) e a quantificagdo

de células vivas/mortas foi efectuada através do software Image J.
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5.2.7. Proliferacéo celular

A proliferacéo celular foi avaliada 1, 3 e 7 dias ap0s a primeira irradiacdo FBM. Para a
cultura 2D, as células foram incubadas por 1 h em H20 e congeladas a -80°C antes da
quantificacdo do DNA. O kit Quant-IT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Life Technologies,
Escocia) foi usado para quantificar o DNA de acordo com as instru¢cBes do fabricante.
Resumidamente, a quantificagdo do DNA foi realizada adicionando 28,7 puL de amostra ou
padrao a um pogo de uma placa de poliestireno branco de 96 pogos, misturada com 100 uL de
tampéo Tris-EDTA 1X (10 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, pH 7,5) e 71,3 uL de 1X de
reagente Quant-iT ™ PicoGreen®, todos os reagentes do kit de ensaio Quant-iT ™ PicoGreen®
dsDNA (Life Technologies, Escécia) e incubados por 10 min em temperatura ambiente. A
fluorescéncia foi lida a 480 nm (excitacdo) e 520 nm (emisséo) no leitor de microplacas. Para
a cultura 3D, as células foram imunocoradas com o marcador de proliferacdo ki67 e o marcador
nuclear 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, SIGMA, EUA). Resumidamente, hidrogéis do tipo
esponjoso carregados de células foram fixados com 400 ul de formalina tamponada (Thermo
Scientific, EUA) e, em seguida, hidrogéis do tipo esponjoso foram cortados em quatro pedacos
para melhor penetracdo dos reagentes. Os hidrogéis carregados de células foram incubados com
1% v / v de Triton-X 100 frio (SIGMA, Portugal) por 20 min a 4°C para permeabilizacdo da
membrana celular, seguido de incubacdo com 2,5% v / v de soro de cavalo (Kit VECTASTAIN
Elite ABC, Vector Labs, EUA) por 1h em RT para bloquear a ligacdo inespecifica ao antigeno
e, em seguida, com o anticorpo primario anti-Ki67 (1:50, Abcam, Estados Unidos) a 4 °C por
24 horas. As amostras foram cuidadosamente lavadas com PBS antes da adi¢do do anticorpo
secundario (1: 500, Alexa Fluor 488 - Abcam, Estados Unidos) e DAPI (0,02 mg/ mL, Biotium,
EUA) durante a noite a 4°C. As amostras foram cuidadosamente lavadas com PBS antes da
analise confocal no microscopio confocal Leica TCS SP8 (Leica, Alemanha) com os filtros 405

(DPI) e 488 (ki-67). O numero de células proliferativas e o nimero total de células foram
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quantificados pelo software Image J para determinar a% de células proliferativas no hidrogel

esponjoso.

5.2.8. Expressao Interleucina 8 (I1L-8)

Para a avaliacdo da concentracdo de IL-8 foi utilizado o ensaio de ELISA com o kit IL-
8 Human ELISA (MyBioSource, California, EUA, com amostras dos sobrenadante coletados
1, 3 e 7 dias ap0s a primeira irradiacdo. Uma série de solucdes padrdo de diluicdo dupla foi
preparada de acordo com as instrucdes do fabricante. Os valores das amostras foram lidos a
partir da curva padrdo ajustada para dois comprimentos de onda, 450 nm e 620nm e com as
unidades de medida expressas como picograma por mililitro. Todas as amostras foram
analisadas simultaneamente. Para a analise estatistica os resultados foram transformados em

porcentagem (%).

5.2.9. Estresse oxidativo

A deteccdo e quantificacdo do estresse oxidativo foi realizada com um Kit especifico,
OxiSelect in vitro ROS/RNS assay (Cell Biolabs, EUA), com amostras dos sobrenadante
coletados 1, 3 e 7 dias ap0s a primeira irradiagdo. Este kit emprega uma “sonda” baseada no 2°,
7’ -dichlorodihydro fluorescein diacetate (DCFH). O DCFHA reage com as especies reativas
de oxigénio (EROs) gerando uma fluorescéncia. Foi utilizado um leitor de microplaca
fluorescente com capacidade de leitura de 480 nm (excitacdo) e 530 nm (emisséo). O protocolo
adotado foi o descrito pelo fabricante. Para a analise estatistica os resultados foram

transformado em porcentagem (%).
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5.2.10. Anélise estatistica

Os dados estdo apresentados em média e desvio padrdo e por meio de técnicas
descritivas, tais como graficos e tabelas. A normalidade foi avaliada com o teste de Shapiro
Wilk, e para comparacdo entre os grupos foi realizada a analise de variancia pelo teste ANOVA-
Two way. Na presenca de diferenca significante (p<0,05) foi aplicado o teste de Tukey. O
software GraphPad Prism® 7.0 (San Diego, CA, USA) foi utilizado para a realizacdo das

analises.

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Viabilidade das hASCs ap6s FBM (2D e 3D)

O efeito do FBM na viabilidade de hASCs cultivados sob condic¢des padrdo 2D foi
avaliado através da andlise da atividade mitocondrial (Figura 3A). Ndo foram observadas
diferencgas significativas entre 0s grupos ap6s a primeira aplicacdo de FBM. No entanto,
diferencas significativas foram detectadas trés dias apds a primeira irradiagdo (Figura 3A). Uma
atividade metabolica significativamente maior foi observada nos grupos G2 e G3 quando
comparados aos grupos G1 e G4 (p <0,05).

O efeito do FBM na viabilidade de hASCs cultivados em hidrogéis esponjosos do tipo
GG biofuncionalizados em 3D foi avaliado medindo a quantidade de células vivas / mortas
(Figura 3B). Todos o0s grupos apresentaram viabilidade acima de 80%, sem diferencas
significativas entre os grupos, independentemente do tempo e quantidade de irradiacéo (Figura

3B e 3C).
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Figura 3 - Viabilidade de hASCs apds FBM (2D e 3D). A) Viabilidade de hASCs sem (G1)

e com (G2-G4) exposic¢do ao FBM em condicdes de cultura padréo 2D, determinadas pelo MTS.

B) Viabilidade de hASCs sem (G5) e com (G6-G8) exposicdo ao FBM em condicdes de cultura

3D, quantificadas a partir de imagens microscépicas confocais. C) Porcentagem de viabilidade

de hASCs sem (G5) e com (G6-G8) exposi¢cdo ao FBM. As células vivas foram coradas com

calceina (verde) e as células mortas coradas com iodeto de propidio (vermelho). As imagens

foram adquiridas usando um microscopio confocal Leica TCS SP8 (Leica, Alemanha). Dados

expressos em média e desvio padrdo. G1: hASCs; G2: hASCs+FBM 1J; G3: hASCs+FBM 2J;

G4: hASCs+FBM 6J; G5: hASCs+GG-RGD; G6: hASCs+GG-RGD+FBM 1J; G7:

hASCs+GG-RGD+FBM 2J; G8: hASCs+GG-RGD+FBM 6J. Diferenca estatistica (*) p <0,05,

(**) p<0.001, teste de ANOVA two-way com post-hoc de Tukey.
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5.3.2. Proliferacédo de hASCs ap6s FBM (2D e 3D)

O efeito do FBM na proliferacdo de hASCs cultivadas sob condi¢cbes padrdo 2D foi
avaliado por quantificacdo de DNA (Figura 4A). Todos os grupos que receberam irradiacao
com a FBM (G2-G4) apresentaram proliferacao significativamente superior no terceiro dia (G2
=126,3% + 47; G3=124,3% + 34; G4 = 123,9% =+ 35, p <0,05), quando comparados ao grupo
controle (G1). Ao final do periodo experimental (7 dias), apenas os grupos G2 e G3
apresentaram proliferacdo significativamente maior (G2 = 129,8% + 19,5; G3: 126,5% + 20,1,

p <0,05) em relacdo ao grupo controle (G1).

O efeito do FBM na proliferacdo de hASCs cultivadas em hidrogéis esponjosos do tipo
GG biofuncionalizados em 3D foi avaliado quantificando a quantidade de células vivas (Figura
4B) e células proliferativas (Figura 4C e D) ao longo do tempo a partir de imagens de
microscopia confocal. O nimero de células vivas nos hidrogeéis esponjosos biofuncionalizados
em 3D foi significativamente maior no grupo G8 (p = 0,0279) no terceiro dia e nos grupos G6,
G7 e G8 (p <0,001) no sétimo dia, em relacdo ao grupo controle (G5) (Figura 4B). Um nimero
maior de células vivas foi detectado no primeiro dia em grupos irradiados em relacdo ao
controle (Figura 4C e D). A quantidade de células proliferativas foi maior em todos os grupos
(G6, G7 e G8) em todos os momentos, mas uma quantidade significativa de células
proliferativas foi detectada apenas no grupo G8 (168% = 64,24) quando comparado ao grupo
controle ap6s 24 horas (Figura 4C e D). Ao final do experimento, observamos que 0S grupos
irradiados apresentaram diferenca significativa com maior porcentagem de células
proliferativas (6G: 158,27% + 37,2; 7G: 172,97% + 13,81; 8G: 146,78% = 14,16) quando

comparado ao grupo controle.
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Figura 4 - Proliferacdo de hASCs ap6s FBM (2D e 3D). A) Proliferacdo de hASCs sem (G1)
e com (G2-G4) exposicdo ao FBM em condicdes de cultura padrdo 2D, determinadas por
quantificacdo de DNA. B) Proliferacdo de hASCs sem (G5) e com (G6-G8) exposicao ao FBM
em condicdes de cultura 3D, quantificadas a partir de imagens de microscopia confocal para
Ki67 e C, D) porcentagem de células proliferativas de hASCs sem (G5) e com (G6) -G8)
exposicdo ao FBM. As células proliferativas sdo imunocoradas para ki-67 (verde) e contra-
coradas com DAPI (azul). As imagens foram adquiridas usando um microscépio confocal Leica
TCS SP8 (Leica, Alemanha). G1: hASCs; G2: hASCs+FBM 1J; G3: hASCs+FBM 2J; G4
hASCs+FBM 6J; G5: hASCs+GG-RGD; G6: hASCs+GG-RGD+FBM 1J; G7: hASCs+GG-
RGD+FBM 2J; G8: hASCs+GG-RGD+FBM 6J. Dados expressos em média e desvio padrao.

Diferenca estatistica (*) p <0,05, teste de ANOVA two-way com post-hoc de Tukey.
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5.3.3. Expressdo de IL-8 ap6s FBM (2D e 3D)

O efeito do FBM na liberagéo de IL-8 por hASCs foi quantificado por ELISA (Figura
5). Ndo foram detectadas diferencas significativas entre os grupos irradiado e controle durante
todo o periodo experimental em que as células foram cultivadas em condicdes de cultura padrdo
(2D) (Figura 5A). No entanto, a expressao de I1L-8 foi diminuida em todos os grupos irradiados
no terceiro e sétimo dias, quando as celulas foram cultivadas em condi¢des de cultura 3D
(Figura 5B). O grupo G6 apresentou reducdo estatisticamente significante no terceiro dia (p =
0,009) e todos os grupos irradiados apresentaram reducdo significativa no sétimo dia (G6:

57,67%; G7:55,74%; G8: 60,69%) quando comparado ao grupo controle (G5).
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Figura 5 - Expressao de IL-8 ap6s FBM (2D e 3D). A) Expressdo de IL-8 por hASCs sem
(G1) e com (G2-G4) exposicdo ao FBM em condicdes de cultura padréo 2D, determinadas pelo
ensaio ELISA. B) Expressao de IL-8 por hASCs sem (G5) e com (G6-G8) exposicdo ao FBM
em condigdes de cultura 3D, determinadas pelo ensaio ELISA. Dados expressos em média e
desvio padréo. G1: hASCs; G2: hASCs+FBM 1J; G3: hASCs+FBM 2J; G4: hASCs+FBM 6J;
G5: hASCs+GG-RGD; G6: hASCs+GG-RGD+FBM 1J; G7: hASCs+GG-RGD+FBM 2J; G8:
hASCs+GG-RGD+FBM 6J. Dados expressos em média e desvio padrdo. Diferenca estatistica

(*) p <0,05, teste de ANOVA two-way com post-hoc de Tukey.
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5.3.4. Expressao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) ap6s FBM (2D e 3D)

Nas condicOGes padrdo 2D, a analise reativa das espécies de oxigénio ndo revelou
diferencas significativas entre 0os grupos apds 24 horas (Figura 6A). Entretanto, no terceiro e
sétimo dia apos o inicio das irradiacdes, todos 0s grupos apresentaram maior liberacdo de EROs
qguando comparados ao grupo controle (G1), sendo estatisticamente diferente para o grupo G4
(122% * 8 e 117% + 10) (Figura 6A). Nas condicbes de cultura 3D, os grupos G7 e G8
apresentaram maior porcentagem de EROs logo ap6s a primeira irradiacdo, quando comparados
ao grupo controle (G5). Essa diferenca foi estatisticamente significante do terceiro ao sétimo
dia (Figura 6B). Vale ressaltar que, no sétimo dia de avaliacdo, quando comparados 0s grupos
irradiados, 0s grupos G7 (140% + 6,9) e G8 (130% = 8,6) apresentaram valores superiores em

relacdo ao G6 (116% = 10), e diferenca foi estatisticamente significante (fig. 6).
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Figura 6 - Expressdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) apés FBM (2D e 3D). A)
Expressdo de EROs por hASCs sem (G1) e com (G2-G4) exposi¢cdo ao FBM em condicbes de
cultura 2D padrdo. B) Expressdo de EROs por hASCs sem (G5) e com (G6-G8) exposicdo ao
FBM em condicdes de cultura 3D. Dados expressos em média e desvio padrdo. G1: hASCs;
G2: hASCs+FBM 1J; G3: hASCs+FBM 2J; G4: hASCs+FBM 6J; G5: hASCs+GG-RGD; G6:
hASCs+GG-RGD+FBM 1J; G7: hASCs+GG-RGD+FBM 2J; G8: hASCs+GG-RGD+FBM 6J.
Diferenca estatistica (*) p <0,05, (**) p <0,001, teste de ANOVA two-way com post-hoc de

Tukey.
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5.4. DISCUSSAO

As recentes investigacoes a respeito da utilizacdo de CTMSs na engenharia de tecidos
tem despertado o interesse de pesquisadores na busca por técnicas eficazes que estimulem sua
proliferacdo. Sabe-se que a FBM é uma técnica eficaz para a proliferacdo de diversos grupos
celulares, sendo a faixa de comprimento de onda de 600nm a 700nm a mais indicada para as
CTMs (17,30). Acredita-se que exista uma “janela terapéutica” capaz de gerar os efeitos
bioestimulatérios, entretanto a parametrizacdo adequada ainda permanece controversa na
literatura (31). Em nosso estudo propusemos observar a eficacia e 0s mecanismos de acdo da
FBM, com diferentes doses de energia, nas hASCs em cultivos bidimensionais e
tridimensionais afim de também comparar ambas as técnicas.

Um estudo in vitro bidimensial realizado previamente por nosso grupo de pesquisa
concluiu que o uso da FBM para proliferacdo de hASCs com um laser vermelho é capaz de
gerar respostas bifasicas quanto ao comportamento celular, dependendo da energia e tempo de
exposicdo empregados, entretanto os mecanismo de acdo ndo haviam sido explorados (17). No
presente estudo, novamente destacamos a acdo da FBM apresentando uma resposta bifasica no
estudo em 2D porém, o mesmo comportamento celular frente aos mesmos parametros nao
foram observados no cultivo 3D. Esses resultados nos levam a questionar se a resposta bifasica
apresentada esta mais relacionada a dose aplicada da FBM ou as condi¢Ges em que as células
foram cultivadas, pois no cultivo 3D o fato das células serem mantidas sobre um hidrogel pode
ter ocorrido a difusdo da luz no hidrogel reduzindo a acdo da FBM sobre as células, ndo
chegando a atingir um nivel de inibi¢&o ou inativacéao celular.

Ginani et al., 2018(32) avaliaram a proliferacdo e viabilidade de CTMs, em cultivo
bidimensional, apds a aplicacdo da FBM com um laser vermelho e pard@metros muito similares
aos utilizados em nosso estudo (30mW; 0.5J e 1J). Os autores concluiram que a energia de 1J

apresentou maior eficacia na proliferacdo celular, mantendo a viabilidade das células. Esses
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achados corroboram com nosso estudo uma vez que em nosso cultivo bidimensional, as doses
de 1J e 2J apresentaram efeito bioestimulatorio nas hASCs, sem alterar a viabilidade celular.

Apesar da literatura destacar que a FBM em cultivos 2D promove uma alteracdo no
comportamento celular levando muitas vezes a uma maior proliferacéo, € importante ressaltar
que a utilizacdo de altas energias podem ser prejudiciais como destacado por Kreisler et al.,
(2002) (33), que observaram que altas doses de energia podem gerar uma ac¢éo inibitoria ou
inativacao, assim como em nosso estudo em 2D, que no 3° dia de avaliagcdo 0 grupo com maior
energia apresentou resultados negativos quando comparado as outras doses.

A busca por modelos biologicos para culturas em 3D vem sendo amplamente
investigado na literatura na tentativa de se reduzir o uso de animais. Sabe-se que nos tecidos
humanos, as células se conectam a uma estrutura de suporte chamada matriz extracelular (MEC)
e ndo apenas umas as outras, como ocorre no cultivo em 2D, sendo que a conexdo a outras
estruturas alteram o comportamento celular (34,35). O modelo de culturas em géis de MEC é o
mais utilizado, porém nos hidrogeis tradicionais muitas vezes ndo € observado uma ades&o e
migracdo celular satisfatoria (22). Em nosso estudo foi utilizado um hidrogel esponjoso, GG-
RGD, previamente testado em outros trabalhos que avaliaram a interagdo do composto com
CTMs e concluiram que o hidrogel era compativel com as propriedades celulares, além de ser
observada adeséo e crescimento celular de forma natural e satisfatdria (29,36) possibilitando
assim a execucdo deste estudo de forma fidedigna. Ao contrario dos estudos projetados em
culturas 2D (34), em nosso estudo foi possivel observar que a interacdo das células com o
hidrogel de GG-RGD, gerou um comportamento diferente do visto no cultivo em 2D, sendo
observado que a dose de energia mais alta, utilizada no estudo, quando aplicada em cultivo
bidimensional obteve uma atividade inibitéria enquanto no cultivo 3D a dose nédo foi
prejudicial, assim discrepancia entre os resultados pode estar relacionado ao fato das células no

cultivo 3D interagirem com o hidrogel. Até 0 momento, este é o primeiro estudo que avaliou a
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acao da FBM na proliferacdo de CTMs em cultivo tridimensional, utilizando um hidrogel
esponjoso que simula caracteristicas proximas da MEC. Zaccara et al., 2018(37) realizaram um
estudo em que foi avaliado a acdo da FBM na diferenciacéo de células-tronco da polpa dentéria
humana (hDPSCs) em cultivo tridimensional utilizando um laser vermelho com 1J de energia,
sendo obtidos resultados positivos.

Com relacdo aos mecanismos envolvidos na FBM vérias sdo as teorias que buscam
esclarecer acdo desta terapia no organismo (31,38). Em nosso estudo foi observado que no
cultivo em 2D a quantidade EROs liberada pela energia mais alta (4G) empregada foi maior do
gue o grupo que nao recebeu irradiacdo, e no cultivo em 3D as duas maiores energias foram as
gue também obtiveram maior liberacdo da EROs, corroborando com a teoria de que a FBM
estimula a producdo de EROs. Entretanto, na cultura em 2D sugere-se que o aumento da EROs
pode ter promovido uma agdo negativa na células, ja que observamos que a energia mais alta
possa ter gerado uma inibicao celular.

Freitas e Hamblin (2017) (39) discutiram em seu estudo 0s possiveis mecanismos de
acdo da FBM, destacando que a técnica apresentava um envolvimento direto com o estresse
oxidativo e a liberacdo de EROs, assim como Huang et al,. (2011) (31) que observaram a
possibilidade de existirem dois tipos distintos de EROs, podendo haver EROs benéficos ou
prejudiciais as célula, que pode ser exemplificado por nosso estudo, em que 0 aumento da
producdo de EROs no cultivo 2D foi prejudicial para a proliferagdo celular em contra partida
no cultivo 3D o aumento das EROs pode ter contribuido para o aumento da proliferacdo e
expressdo celular. Além disso sabe-se que a quantidade liberada de EROs também influencia
no comportamento celular, sendo que em grandes quantidades pode ser altamente prejudicial
(31,39). Stadler et al., 2000 realizaram um estudo em que foi avaliado a acdo da FBM na
proliferacdo de linfocitos com um laser com comprimento de onda de 660nm, poténcia de

40mW e energias proximas as utilizadas em nosso estudo. Os autores concluiram que o0 aumento
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da proliferagdo celular estava atrelado a estimulacio das EROs e da produc&o de calcio (Ca?"),
assim como nossos resultados encontrados no cultivo 3D.

Outro fator discutido na literatura que pode contribuir para a compreensdo da acao da
FBM ¢ a modulacéo de citocinas anti e pro-inflamatorias (39,40). Em nosso estudo no cultivo
3D, os grupos que receberam a irradiacdo obtiveram uma diminuicdo da IL-8 apds o 3° dia. Ja
as celulas cultivadas em 2D néo obteve-se diferenca entre os grupos em nenhum dos periodos.
Hwang et al., (2015) (41) cultivaram células humanas do anulo fibroso com meio condicionado
obtido de macrdfagos contendo as citocinas pro-inflamatorias IL1B, IL6, IL8 e TNF-a. Eles
compararam 405, 532 e 650 nm com energias de até 1,6 J. Os autores descobriram que todos
0s comprimentos de onda reduziram a expressao de 1L8.

A dimensionalidade adicional das culturas 3D é caracteristica crucial que leva a
diferencas nas respostas celulares, influenciando a organizacdo espacial dos receptores da
superficie celular envolvidos nas interacfes com as células circundantes (22), devido ao papel
desempenhado pela IL-8 na comunicacdo célula-célula o cultivo bidimensional pode néo

favorecer um ambiente propicio para tal interagéo.

5.5. CONCLUSAO

FBM (660nm) promoveu a proliferacdo de hASCs e a producdo de EROs nas condicgdes
de cultura 2D e 3D, mas uma reducao de I1L-8 foi detectada nas condi¢des de cultura 3D. Esses
resultados levantam a questdo de se discutir se a resposta bifasica esta mais relacionada a
dosagem da FBM utilizada ou as condicdes de cultivo celular. Na cultura 3D, pode ocorrer
difuséo da luz no hidrogel, reduzindo a agdo da FBM nas células, ndo atingindo um nivel de
inibicdo celular. A cultura celular 3D é uma alternativa eficiente para entender os mecanismos
celulares ativados pela FBM, uma vez que essa condicao esta mais proxima do organismo Vivo.

Assim, € essencial explorar melhor protocolos que possam ser utilizados em futuros estudos in
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vivo, bem como os mecanismos de acdo desencadeados pelo PBM. Indicamos a necessidade de
mais estudos in vitro com culturas 3D para evitar estudos experimentais em larga escala com

animais.



10.

11.

97

5.6. REFERENCIAS

Zuk PA, Ph D, Zhu MIN, Mizuno H, Benhaim P, Lorenz HP. Multilineage Cells from
Human Adipose Tissue : Implications for Cell-Based Therapies. Tissue Eng.
2001;7(2):211-28.

Soares DM, Ginani F, Augusto C, Barboza G. Effects of laser therapy on the
proliferation of human periodontal ligament stem cells. Lasers Med Sci. 2015;30:1171—
4.

Madeira C, Santhagunam A, Cabral JMS. Advanced cell therapies for articular
cartilage regeneration. Trends Biotechnol. 2014;33(1):35-42.

Toyserkani NM, Christensen ML, Sheikh SP, Sgrensen JA. Adipose-Derived Stem
Cells. Ann Plast Surg. 2015;75(1):117-23.

Klar AS, Zimoch J, Biedermann T. Skin Tissue Engineering : Application of Adipose-
Derived Stem Cells. Biomed Res Int. 2017;2017.

Spradling A, Drummond-barbosa D, Kai T. Stem cells find their niche. Nature.
2001;414(November):98-104.

Reya T, Morrison SJ, Clarke MF, Weissman IL. Stem cells, cancer, and cancer stem
cells. Nature. 2001;414(November):105-11.

Villiers JA De, Houreld NN, Abrahamse H. Influence of Low Intensity Laser
Irradiation on Isolated Human Adipose Derived Stem Cells Over 72 Hours and Their
Differentiation Potential into Smooth Muscle Cells Using Retinoic Acid. Stem Cell
Rev. 2011;7(4):869-82.

Gimble JM, Katz AJ, Bunnell BA. Adipose-Derived Stem Cells for Regenerative
Medicine Jeffrey. Circ Res. 2017;100(9):1249-60.

Basso FG, Soares DG, Alberto C, Costa DS. Low-level laser therapy in 3D cell culture
model using gingival fibroblasts. Lasers Med Sci [Internet]. Lasers in Medical Science;
2016;31:973-8. Available from: http://dx.doi.org/10.1007/s10103-016-1945-4

Brassolatti P, de Andrade ALM, Bossini PS, Otterco AN, Parizotto NA. Evaluation of



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

98

the low-level laser therapy application parameters for skin burn treatment in
experimental model: a systematic review. Lasers Med Sci. 2018;

Avci P, Gupta A, Sadasivam M, Vecchio D, Pam Z, Pam N, et al. Low-level laser
(light) therapy (LLLT) in skin: stimulating, healing, restoring. Semin Cutan Med Surg.
2013;32(1):41-52.

Karu T. Mitochondrial Mechanisms of Photobiomodulation in Context of New Data
About Multiple Roles of ATP. Photomed Laser Surg. 2010;28(2):159-60.

Amaroli A, Ravera S, Parker S, Panfoli I, Benedicenti A, Benedicenti S. 808-nm laser
therapy with a flat-top handpiece photobiomodulates mitochondria activities of
Paramecium primaurelia (Protozoa). Lasers Med Sci [Internet]. 2016 May 16 [cited
2019 Feb 12];31(4):741-7. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26984347

Lipovsky A, Oron U, Gedanken A, Lubart R. Low-level visible light (LLVL)
irradiation promotes proliferation of mesenchymal stem cells. Lasers Med Sci
[Internet]. 2013 Jul 25 [cited 2019 Feb 12];28(4):1113-7. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23007630

Frigo L, Favero GM, Lima HJC1, Maria DA, Bjordal JM, Joensen J et al. Low-level
laser irradiation (InGaAIP-660 nm) increases fibroblast cell proliferation and reduces
cell death in a dose-dependent manner. Photomed Laser Surg. 2010;28:151-6.

de Andrade ALM, Luna GF, Brassolatti P, Leite MN, Parisi JR, de Oliveira Leal AM,
et al. Photobiomodulation effect on the proliferation of adipose tissue mesenchymal
stem cells. Lasers Med Sci. 2018;32:1-7.

Mvula B, Mathope T, Moore T, Abrahamse H. The effect of low level laser irradiation
on adult human adipose derived stem cells. Lasers Med Sci. 2008;23:277-82.

Tuby H, Maltz L, Oron U. Low-level laser irradiation (LLLI) promotes proliferation of

mesenchymal and cardiac stem cells in culture. Lasers Surg Med. 2007;39(4):373-8.

Hu W, Wang J, Yu C, Lan CE, Chen G, Yu H. Helium — Neon Laser Irradiation

Stimulates Cell Proliferation through Photostimulatory Effects in Mitochondria. J



21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

99

Invest Dermatol [Internet]. Elsevier Masson SAS; 2007;127(8):2048-57. Available
from: http://dx.doi.org/10.1038/sj.jid.5700826

Ayuk SM, Abrahamse H, Houreld NN. Photobiomodulation alters matrix protein
activity in stressed fibroblast cells in vitro. J Bio. 2017;11(3):1-13.

Pampaloni F, Reynaud EG, Stelzer EHK. The third dimension bridges the gap between
cell culture and live tissue. Nat Rev Mol Cell Biol. 2007;8(10):839-45.

Edmondson R, Broglie JJ, Adcock AF, Yang L. Three-Dimensional Cell Culture
Systems and Their Applications in Drug Discovery and Cell-Based Biosensors. Assay
Drug Dev Techno. 2014;12(4):207-18.

Paramesh V, Kaviya SR, Anuradha E, Solomon FDP. 3D Cell Culture Systems :
Advantages and Applications. J Cell Physiol. 2015;230(May 2014):16-26.

da Silva LP, Cerqueira MT, Sousa RA, Reis RL, Correlo VM, Marques AP.
Engineering cell-adhesive gellan gum spongy-like hydrogels for regenerative medicine
purposes. Acta Biomater [Internet]. 2014 Nov [cited 2019 Feb 12];10(11):4787-97.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25048775

da Silva LP, Jha AK, Correlo VM, Marques AP, Reis RL, Healy KE. Gellan Gum
Hydrogels with Enzyme-Sensitive Biodegradation and Endothelial Cell Biorecognition
Sites. Adv Healthc Mater [Internet]. 2018 Mar [cited 2019 Feb 12];7(5):1700686.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29388392

da Silva LP, Santos TC, Rodrigues DB, Pirraco P, Cerqueira MT, Reis RL, et al. Stem
Cell-Laden Hyaluronic Acid-Based Spongy-Like Hydrogels for an Integrated Healing
of Diabetic Wounds Pathophysiologies. J Invest Dermatol. Elsevier Inc.;
2017;137(7):1541-51.

da Silva LP, Cerqueira MT, Sousa RA, Reis RL, Correlo VM, Marques AP.
Engineering cell-adhesive gellan gum spongy-like hydrogels for regenerative medicine
purposes. Acta Biomater [Internet]. 2014 Nov [cited 2019 Feb 12];10(11):4787-97.

Cerqueira MT, Da Silva LP, Santos TC, Pirraco RP, Correlo VM, Reis RL, et al.

Gellan gum-hyaluronic acid spongy-like hydrogels and cells from adipose tissue



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

100

synergize promoting neoskin vascularization. ACS Appl Mater Interfaces.
2014;6(22):19668-79.

Moore P, Ridgway TD, Higbee RG, Howard EW, Lucroy MD. Brief Report Effect of
Wavelength on Low-Intensity Laser Irradiation-Stimulated Cell Proliferation In Vitro.
Lasers Surg Med. 2005;12(October 2004):8-12.

Huang Y, Sharma SK, Carroll J, Hamblin MR. Biphasic dose response in low level
light therapy — an update. Dose Responde. 2011;9(4):602-18.

Ginani F, Soares DM, Alexandre H, Rocha DO, Souza LB De, Augusto C, et al. Low-
level laser irradiation induces in vitro proliferation of stem cells from human exfoliated
deciduous teeth. Lasers Med Sci. Lasers in Medical Science; 2018;33:95-102.

Kreisler M, Christoffers AB, Al-haj H, Willershausen B, Hoedt B. Low Level 809-nm
Diode Laser-Induced In Vitro Stimulation of the Proliferation of Human Gingival
Fibroblasts. Lasers Surg Med. 2002;369(February):365-9.

Lee SIL, Ko Y, Park JUNB. Evaluation of the osteogenic differentiation of gingiva -

derived stem cells grown on culture plates or in stem cell spheroids : Comparison of

two - and three - dimensional cultures. Exp Ther Med. 2017;14(3):2434-8.

Cukierman E, Cukierman E, Pankov R, Stevens DR. Taking Cell-Matrix Adhesions to
the Third Dimension. Science (80- ). 2001;23:1708-20.

Ferris C, Stevens L, Gilmore K, Mume E, Greguric I, Kirchmajer D, et al. Peptide
modification of purified gellan gum. J MATER CHEM B. 2015;3(6):1106-15.

Zaccara |, Mestieri L, Moreira M, Grecca F, Martins M, Kopper P.
Photobiomodulation therapy improves multilineage differentiation of dental pulp stem
cells in three-dimensional culture model. J Biomed Opt. 2018;23(9):1-9.

Gao X, Xing D. Molecular mechanisms of cell proliferation induced by low power
laser irradiation. J Biomed Sci. 2009;16(1):31-7.

Freitas LF de, Hamblin MR. Proposed Mechanisms of Photobiomodulation or Low-
Level Light Therapy. IEEE J Sel Top Quantum Electron. 2017;22(3):1-37.



40.

41.

101

Karu TI. Photobiological fundamentals of low-power laser therapy. J Quantum
Electron. 1987;23(10):1703-20.

Hwang M, Shin J, Kim K, Yoo C, Jo G, Kim J, et al. Low level light therapy modulates
inflammatory mediators secreted by human annulus fibrosus cells during intervertebral
disc degeneration in vitro. Photochem Photobiol. 2015;91(2):403-4013.



102

6. ESTUDO II1




103

UM MODELO ANIMAL OTIMIZADO PARA ESTUDOS DE QUEIMADURAS DE

ESPESSURA TOTAL DA PELE

ALTERNATIVE ANIMAL MODEL FOR STUDIES OF TOTAL SKIN THICKNESS

BURNS

Ana Laura Martins de Andrade?; Julia Risso Parisit; Patricia Brassolatti2; Nivaldo

Antonio Parizotto?.

1 Departamento de Fisioterapia, Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), Sao Carlos-
SP, Brasil.

2 Departamento de Morfologia e Genética, Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), Sdo
Carlos- SP, Brasil.

Artigo publicado no periddico “Acta Cirurgica Brasileira”

DOI: http://dx.doi.org/10.1590/s0102-865020170100000005



104

Resumo

Introducdo: A queimadura de terceiro grau é caracterizada como lesdo grave do tecido, com
envolvimento da espessura total. Diante da dificuldade em estabelecer tratamentos eficazes, a
literatura vem buscando modelos experimentais que apresentam caracteristicas semelhantes as
que ocorrem nos pacientes, para melhor compreender a fisiopatologia desse tipo de les&o.
Assim, este estudo apresenta um modelo experimental alternativo de queimadura de terceiro
grau de facil reprodutibilidade. Metodologia: Dezoito ratos, Wister, machos, foram divididos
aleatoriamente em trés grupos, sendo alocado seis animais em cada grupo. Para a realizacdo da
gueimadura, foi utilizado um ferro de solda acoplado a uma placa de aluminio, a uma
temperatura de 150°C, com diferentes tempos de exposi¢do por grupo. Os animais do Grupo 5
(G5) foram queimados a 150 °C com tempo de exposicdo de 5 segundos; Grupo 10 (G10) os
animais foram queimados a 150 °C com tempo de exposicao de 10 segundos e o grupo 15 (G15)
0s animais foram queimados a 150 °C com tempo de exposicdo de 15 segundos. Resultados:
As andlises histopatologicas demostraram que 0s trés grupos possuiam caracteristicas
morfolGgicas bastante similares, com envolvimento de espessura total do tecido, caracterizando
todas as lesGes como de terceiro graus. Concluséo: Através dos dados apresentados podemos
concluir que a técnica apresentada é eficaz para reproduzir uma queimadura de terceiro grau e
é sugerida a temperatura de 150°C com 5 segundos de exposi¢do para minimizar os riscos para

0S animais.

Palavras-chave: Queimaduras; modelo animal; pele; ratos.
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6.1. INTRODUCAO

As queimaduras sio leses teciduais que representam uma forma grave de trauma?. De
acordo com a Organizagdo Mundial da Salde, cerca de 1.000.000 de pessoas sdo acometidas
por ano no Brasil, e os registros de mortes encontrados mundialmente séo proximos a 300.000
23, Considerando o alto indice de morbidade e mortalidade associados ao trauma, na dltima
década foi crescente 0 nimero de pesquisas que investigam recursos inovadores destinados ao
tratamento da queimadura, e ja foi observado no atendimento clinico uma significativa reducao
no niimero de dbitos quando tais terapias sdo aplicadas*®.

Sendo assim, no intuito de explorar melhor a fisiopatologia da queimadura e a evolugcao
do processo de cicatrizacdo envolvido, através de novos métodos de tratamento, o modelo
experimental vem sendo extensivamente utilizado. A literatura atual descreve diversos
protocolos destinados a realizacdo da queimadura em modelo experimental, porém existem
divergéncias relacionadas tanto ao tamanho da leséo quanto a temperatura e 0 tempo a serem
empregados. Com isso, é observado que os protocolos ainda ndo estdo bem estabelecidos para
cada grau de acometimento a ser induzido, pois alguns estipulam parametros semelhante para
graus de queimaduras diferentes®>®’,

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi propor um novo protocolo experimental para
inducdo de queimaduras especificamente de terceiro grau em ratos. Com isso, espera-se que tal
protocolo sirva de referéncia para os futuros estudos que visam o estudo dos tratamentos

destinados a este tipo de lesdo.
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6.2. METODOLOGIA

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética de uso animal da
Universidade Federal de S&o Carlos- UFSCar, protocolo n® 6224231115. Os animais utilizados
no estudo permaneceram durante todo o experimento no Departamento de Fisioterapia da
UFSCar, alocado em gaiolas individuais com condigdes de temperatura, luz e alimentacéo
controladas. Foram utilizados 18 animais (Rattus norvegicus: var.albinus, Rodentia
Mammalia), machos, da linhagem Wistar, pesando entre 200-250g, distribuidos ao acaso em
trés grupos, sendo alocados 6 animais em cada grupo, G5: animais submetidos a queimadura
de 3° grau, com 5 segundos de aplicacdo do ferro de solda ao tecido; G10: animais submetidos
a queimadura de 3° grau, com 10 segundos de aplicacdo do ferro de solda ao tecido; G15:
animais submetidos a queimadura de 3° grau, com 15 segundos de aplicacdo do ferro de solda

ao tecido.

6.2.1. Modelo Experimental de Queimadura de 3° grau

Para a inducdo da queimadura os animais foram inicialmente anestesiados com
Ketamina (95 mg/kg) e Xylazina (12 mg/kg) intraperitonealmente e posteriormente
tricotomizados pela técnica digital na regido dorsal correspondente a uma area de 4cm X 5cm
(Figura 1). Posteriormente a isso, foi iniciado o processo de queimadura da pele do animal
através de uma placa de aluminio, em formato circular, com 3cm de didmetro acoplada a um
ferro de solda®®° (Figura 1) aquecido em uma temperatura de 150° C, controlada com auxilio
de um termostato (Figura 2)1%1%12_ A placa foi pressionada na regido dorsal nos animais com
trés tempos diferentes, sendo para o G5: 5 segundos, G10: 10 segundos e G15: 15 segundos.

E importante destacar que todas as queimaduras foram realizadas pelo mesmo avaliador

e a pressao exercida no dorso do animal consistiu somente no proprio peso do aparelho.
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Figura 1: A: Animal tricotomizado na regido dorsal; B: Animal submetido a queimadura por
aplicacdo do ferro de solda por 5 segundos; C: Animal submetido a queimadura por aplicacdo
do ferro de solda por 10 segundos; D: Animal submetido a queimadura por aplicacdo do ferro

de solda por 15 segundos.

Figura 2: Multimetro Digital Et-1110a Minipa utilizado para afericdo de temperatura e

aparelho de ferro de solda, placa de aluminio circular com diametro de 3cm.
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6.2.2. Andlise Histologica

O sacrificio dos animais foi realizado com dosagem letal de anestésico (ketamina e
Xylasina). Apo6s 15 minutos da realizacdo do modelo experimental de queimadura, realizou-se
a coleta dos tecidos para a confeccao das laminas. Foi realizada a coleta de amostra do tecido,
sendo padronizado do lado direito, contendo a regido da borda da lesdo cutanea abrangendo um
pequeno fragmento de pele saudavel e a area da lesdo propriamente dita. As amostras foram
fixadas em formalina 10% e armazenadas em alcool 70%, e encaminhadas para confeccédo e
posteriormente andalise. Para a confeccao da laminas as amostras foram incluidas em parafina e
tecido foi seccionamento em S5um de espessura. As ldminas foram coradas utilizando
hematoxilina e eosina e analisadas por um patologista cego, sendo utilizado um miscroscépio

de luz (Olympus, X100).

6.2.3. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A analise dos resultados
foi realizada através do Software Graph PadPrism 5.0. Foi realizado o teste de Shapiro Wilk
para avaliar a normalidade dos dados. Para analise de variancia foi utilizado (ANOVA) one-
way. Para as comparacdes mdaltiplas foi utilizado o teste post-hoc de Tukey. O nivel de

significancia sera de P < 0,05.

6.3. RESULTADOS

Através das analises histopatologicas foi possivel relatar que ndo foi observada

diferenca significativa entre os trés grupos estudados, uma vez que todos 0S grupos
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apresentaram caracteristicas morfoldgicas bastante semelhantes (Figura 3), sendo possivel
classificar os trés tipos de queimaduras como sendo de terceiro grau, com acometimento total
da espessura do tecido.

Nos grupos G5, G10 e G15 foi possivel observar caracteristicas de necrose total da
epiderme e seus anexos, necrose da derme papilar e reticular além da vasocongestdao da derme
profunda. Nos trés grupos também foi possivel identificar uma extensdo da necrose para 0s

tecidos subcutaneos e musculares (Tabela 1).

Figura 3: Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais. A: Grupo 5 segundos,
necrose total da epiderme, derme, hipoderme com extensdo para tecido muscular; B: Grupo 10
segundos, necrose total da epiderme, derme e hipoderme; C: Grupo 15 segundos: necrose total

da epiderme, derme, hipoderme com extensdo para tecido muscular.
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Tabela 1: Presenca ou auséncia das estruturas da pele e masculo.

G5 G10 G20
Epiderme SIM SIM SIM
Derme Papilar  SIM SIM SIM
Derme Total SIM SIM SIM
Hipoderme SIM SIM SIM
Musculatura Yes No Yes

Grupos: 6 animais em cada.

6.4. DISCUSSAO

As queimaduras sdo responsaveis por muitas alteracdes fisiopatoldgicas, que
representam uma forma grave de trauma evoluindo com diversas complicacgdes, principalmente
as que acometem a espessura total da pele, determinadas de terceiro grau. Para aprimorar 0
conhecimento da fisiopatologia da queimadura e estudar possiveis agentes terapéuticos,
diversos modelos experimentais sdo destacados na literatura na tentativa de reproduzir uma
lesdo com caracteristicas semelhantes as encontradas na prética clinica.

Dentre os diversos modelos experimentais de queimaduras encontrados atualmente na
literatura estdo: o modelo de agua quente!®, modelo utilizando eletricidade!® e o modelo
experimental com instrumentos incandescentes'®’. Entretanto os dois primeiros modelos
citados ndo séo considerados procedimentos adequados para produzir queimaduras, pois limita
o controle da area a ser queimada, dificultando assim tanto o tratamento quanto as avaliacdes®®.
Em contrapartida 0 modelo que utiliza instrumentos incandescentes, com destaque para a
utilizacdo do modelo com uma placa de aluminio acoplada a um ferro de solda, demonstra ser
um meétodo recomendado pela facil aplicacdo, delimitacdo da area e controle fixo da

temperatura.
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Diversos trabalhos utilizando aluminio acoplado ao ferro de solda, vem sendo
apresentados como um metodo eficaz para a reproducdo do modelo experimental de
queimaduras de terceiro grau®®®1"18 norem ha uma grande discrepancia na temperatura
utilizada, podendo variar desde 100°C a 200°C, além do tempo de aplicacdo que varia dentre 5
as 30 segundos. Caliari-Oliveira et al., (2015)8, realizaram um estudo que reproduziu uma
qgueimadura de terceiro grau, na regido dorsal do animal, utilizando um ferro de solda com a
temperatura de 200°C e 25 segundos de aplicacao, sendo encontradas as mesmas caracteristicas
morfoldgicas no tecido do estudo apresentado por KO et al., (2013)° que também utilizaram um
ferro de solda para reproducdo da lesdo entretanto com uma temperatura de 200°C e tempo de
aplicacdo de 10 segundos. Brassolatti et al., (2016)*" apresentaram um estudo em que o modelo
experimental de queimadura de terceiro grau foi realizado através de uma placa de aluminio
acoplado a um ferro de solda, porem a temperatura utilizada era significativamente menor,
sendo de 150°C com aplicacdo no dorso do animal de 10 segundos, demonstrando que nao é
necessaria a utilizacdo de temperaturas muito elevadas para a realizacao deste tipo de leséo.

A literatura ainda apresenta temperaturas mais baixas, 100°C%° e 130°C, utilizando o
modelo com ferro de solda para a reproducdo de queimaduras de terceiro grau, porém varios
outros trabalhos utilizaram estas temperaturas com diversos tempos de exposi¢cdo, para
realizacdo de lesGes de segundo grau (Pessolatto et al., 2011; Chiarotto et al., 2014)%, gerando
assim discordancia quanto aos resultados morfolégicos que caracterizam o acometimento da
espessura do tecido.

Campelo et al., (2011)’ discutiram trés temperaturas distintas, 100°C, 150°C e 200°C,
para reproducdo do modelo experimental de queimadura pela transferéncia de energia (calor)
por conducdo direta (Cobre / pele), com tempo de exposicdo fixado em 9 segundos. Os
resultados demonstraram que as lesdes geradas pela temperatura de 100°C ndo acometiam a

espessura total da pele, caracterizadas assim como de segundo grau, em contrapartida, as lesdes
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formadas pelas temperaturas mais altas, apresentaram acometimento total de todas as camadas
da pele sendo entéo, classificadas como de terceiro grau.

Diante do exposto e dos dados apresentados em nosso estudo, foi possivel constatar que
para a inducdo de uma lesdo de terceiro grau, em modelo experimental, ndo é necessario
temperaturas superiores a 150°C, como descritas por Busuioc'® e Caliaria-Oliveira®®. Além
disso nossos resultados demonstram claramente que nao ha necessidade da utilizacdo de tempos
prolongados para inducao da lesdo, pois em apenas 5 segundos foi obtida a lesdo desejada com
as mesmas caracteristicas morfoldgicas das encontradas em tempo superiores, como 10 e 15
segundos.

Assim, acredita-se que com os dois parametros destacados pelo nosso estudo seja
possivel estabelecer um novo protocolo para o modelo de queimadura, pois mostrou-se ser
eficaz para a reprodutibilidade do modelo experimental proposto, com a utilizacdo da
temperatura de 150°C e um menor tempo de exposicao (5 min), buscando reduzir o sofrimento

e o risco do animal.

6.5. CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos é possivel observar que a técnica utilizada é compativel
para a reproducdo da queimadura de terceiro grau. Destacamos ainda que trata-se de um método
seguro, eficaz e de facil reprodutibilidade, que pode servir de base para os novos estudos que
visam investigar novas abordagens de tratamento em queimaduras de terceiro grau em modelo

experimental.
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Resumo

Devido a complexidade envolvida no processo de cicatrizacdo de queimaduras de espessura
total, a literatura procura alternativas para otimizar a reconstrucdo tecidual. O objetivo deste
estudo foi explorar a acdo da PBM associada as CTMs no processo de cicatrizacdo de
qgueimaduras de terceiro grau. Foram utilizados 96 ratos Wistar machos, distribuidos em quatro
grupos com 24 animais cada: Grupo Controle (GC); Grupo Laser (GL); Grupo de Terapia
Celular (GCT); Grupo Laser e Terapia Celular (GLCT). A queima foi realizada com chapa de
aluminio (150°C). Foram realizadas analises de contracdo da ferida, histologia, imuno-
histoquimica, birrefringéncia e imunoenzimatica para avaliar a qualidade do tecido. Nossos
resultados demonstram que a associacdo das técnicas € capaz de acelerar o processo de reparo,
modulando o processo inflamatério, apresentando tecido cutaneo de melhor qualidade. Assim,
concluimos que o uso de PBM associado a terapia celular € um tratamento promissor no reparo

de queimaduras de espessura total.

Palavras-chave: fotobiomodulacdo; queimaduras; células-tronco.
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7.1. INTRODUCAO

A queimadura é definida pela Sociedade Internacional de Lesdes por Queimadura como
uma lesdo traumatica e de origem, na maioria das vezes, térmica que acomete os tecidos
organicos. As lesdes por queimadura podem ser classificadas de acordo com a extensao atingida
e a profundidade da pele prejudicada (1,2). As queimadura mais complexas, denominadas de
espessura total (3° grau) acometem as trés camadas da pele (epiderme, derme e hipoderme) e
em alguns casos se entendem ao tecido subcutaneo, musculo e o0sso (3,4). Esse tipo de
queimadura €é caracterizada por apresentar aspecto esbranquicado, rigido e de dificil
cicatrizacao (5).

Devido a complexidade que esta envolvida no processo de cicatrizacdo de queimaduras
de espessura total, a forma de tratamento mais utilizada é a cirurgia de enxerto, porém mediante
a observacao de resultados estéticos e funcionais insatisfatorios devido a rejeicao e/ou contracdo
tecidual, assim como, a reducdo da vascularizagéo local, novas abordagens de tratamento vém
sendo avaliadas na tentativa de se estabelecer alternativas que acelerem o processo de reparo,
bem como garantir uma reconstrucédo tecidual que se assemelhe as caracteristicas de um tecido
sadio (6-9) .

Dentro deste contexto, a terapia por fotobiomodulacdo (FBM) vem ganhando destaque
nas Ultimas décadas, caracterizada por ser uma forma de fototerapia que envolve a aplicacdo de
luz monocromatica e coerente de baixa poténcia em varios tipos de lesbes, obtendo sucesso
qguando utilizada para induzir a cicatrizacdo, reparacao de feridas complexas e aumento da
vascularizagéo local (10-13).

A literatura apresenta que a utilizagdo da FBM no tratamento de queimaduras,
especialmente em fases iniciais do processo promove uma melhor cicatrizagdo e menor tempo
de reparo do tecido, através dos efeitos antioxidantes proporcionados pela terapia, como a

capacidade de modular a intensidade do infiltrado inflamatorio e estimular a produgédo de
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macrofagos e sintese de colageno (6,14). Além disso, estudos recentes tem demonstrado que a
FBM também estimula as etapas subsequentes do processo de reparo, auxiliando na formacéo
do tecido de granulacdo através da estimulacédo na sintese de fibroblasto e formacgéo de novos
vasos, e na maturacdo do colageno de tipo Il em tipo 1 (12,13,15).

Apesar dos resultados positivos da FBM em relacéo a cicatrizacdo de lesbes causadas
por queimaduras, principalmente quanto a velocidade da resolucdo do processo de reparo, a
qualidade do tecido neoformado muitas vezes ndo é satisfatorio sendo assim o tratamento com
células tronco mesenquimais (CTMs), no reparo de feridas, vem apresentando respostas
positivas quanto a essa questdo (7).

Os estudos com CTMs na engenharia de tecidos, vem ganhando destaque nas ultimas
décadas, principalmente na reconstrucédo de tecidos dérmicos devido a alta capacidade de auto-
renovacdo, proliferacdo e diferenciacdo em diversos tipos de células, como as epiteliais (7).
Assim na tentativa de se acelerar processos de cicatrizacdo garantindo uma boa qualidade
tecidual, estudos vem explorando a associa¢do da FBM com as CTMs na tentativa de criaram
uma alternativa de baixo custo, facil aplicacdo como forma de tratamento de lesdes cutaneas
(16,17).

Assim esse estudo teve como objetivo avaliar a associagdo da FBM, com parametros
pré determinados na literatura (11,18), com as CTMs afim de verificar o tempo de reparo e a

qualidade do tecido neoformado.

7.2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 96 animais (Rattus norvegicus: var.albinus, Rodentia Mammalia),
machos, da linhagem Wistar, pesando entre 250-300 gramas, provenientes do biotério central

da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar). Durante a realizagdo do procedimento
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experimental os animais permaneceram individualmente em gaiolas apropriadas de
polipropileno padrao, no biotério do departamento de fisioterapia. O estudo foi aprovado pelo
comité de ética da UFSCar sobre o protocolo n® 6224231115 e conduzido de acordo com as
normas internacionais de ética na experimentacdo animal (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 1996).
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais sendo
alocados 24 animais em cada grupo:
. Grupo Controle (GC): Animais submetidos a queimadura e tratados de
forma simulada com a FBM.
o Grupo Laser (GL): Animais submetidos a queimadura e tratados com
FBM com comprimento de onda de 660nm, 40mW e dose de 1,96J.
. Grupo células-tronco mesenquimais (GCT): Animais submetidos a
qgueimadura e tratados com CTMs.
o Grupo Laser e células-tronco mesenquimais (GLCT): Animais
submetidos a queimadura e tratados com aplicacdo de CTMs associados com a FBM

com comprimento de onda de 660nm, 40mW e dose de 1,96J.

7.2.1. Modelo experimental de queimadura de espessura total

Os animais foram anestesiados com Ketamina (95 mg/kg) e Xylazina (12 mg/kg)
intraperitonealmente e posteriormente tricotomizados pela técnica digital na regido dorsal
correspondente a uma area de 4cm X 5¢cm. Apds, foi iniciada o processo de queimadura na pele
do animal através de uma placa de aluminio, em formato circular, com 3cm de diametro
acoplada a um ferro de solda com temperatura de 150° C (2,19). A placa foi posicionada sobre

o dorso e mantida por 5 segundos, sendo estes parametros ja pré-estabelecidos na literatura (2),
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totalizando uma area queimada de 7,1 cm2. A temperatura era controlada com auxilio de um
termostato. Imediatamente apos a lesdo, os animais receberam 6.2 mg/Kg -1 de dipirona sodica

com o propésito de analgesia.

7.2.2. Obtencao e aplicacdo das hASCs

As hASCs foram obtidas a partir de cirurgias de abdominoplastias realizadas no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto sendo doado pelos pacientes,
mediante assinatura de consentimento. O método de isolamento celular baseia-se na digestao
da matriz extracelular (MEC) em colagenase a 0,075% (SIGMA) durante 30 minutos a 37° C
de acordo com o método previamente estabelecido (20). A digestao foi neutralizada com meio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Invitrogen) contendo 10% de soro bovino fetal
(FBS, Invitrogen).

Foi realizado a centrifugacdo do tecido adiposo e posteriormente este foi plaqueado em
placa de cultura de tecidos. As hASCs foram cultivadas e expandidas a 37°C sob 5% de CO>
usando meio de cultura (o a-MEM da Gibco, 10% de soro de bovino fetal, 1% de antibidtico-
antimicético 1%, da Gibco e L-Glutamina 200 mM,). O meio era trocado duas vezes por
semana, e a passagem das células eram realizadas ao atingir 80% de confluéncia, através da
utilizacdo de solucdo de tripsina-EDTA a 0,25% (da Invitrogen). Durante o estudo, apenas a 42
e 52 passagem foram utilizadas.

Com relagéo a caracterizacdo, esta foi realizada e reportada por Caetano et al., 2015
(21), sendo que citometria de fluxo revelou positividade das hASCs para CD29, CD44, CD73,
CD90 e CD105 (BD Biosciences, EUA), sendo estes marcadores de células estaminais. Em

seguida, as células foram cultivadas em meios de diferenciagdo osteogénica e adipogénica (Kits
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de diferenciacdo StemPro®, Invitrogen Corp., EUA) durante 21 e 28 dias, confirmada sua
natureza multipotente através da avaliacdo por microscopia optica.

Aproximadamente 20 minutos apds a realizacdo da queimadura experimental com os
animais ainda anestesiados, os animais do GCT e GLCT foram submetidos a aplicacdo
intradérmica (ID) de CTMs, em volume total de 600uL aplicado em 4 doses de 150 uL em
pontos pré-estabelecidos (7). Os animais foram mantidos em observacdo durante 4 horas ap0s

a queimadura.

7.2.3. Fotobiomodulacdo

Para os grupos tratados com a FBM, o laser utilizado foi de 660nm (Photon Laser IlI,
DMC, Brasil), com poténcia de 40mW, area de seccéo transversa do feixe de 0,028 cm? (tabela
1). A aplicacdo foi realizada em quatro pontos nas bordas da lesao (Figura 1), de modo pontual,
pela técnica de contato, sendo padronizados com gabarito de acetato, além de um ponto central
com distancia de 1cm. A ponteira foi posicionada em um suporte de modo que permaneceu
imovel durante o procedimento. As aplicacdes foram iniciadas imediatamente apds a lesdo e ao
decorrer de todo o experimento, sendo realizadas trés vezes na semana, em dias alternados. O

tempo total do tratamento foi de 21 dias, totalizando 10 aplicacGes da FBM.



Tabela 1: Lista detalhada dos parametros utilizados para a FBM

Fabricante DMC®
Modelo Photon Laser Il
Ano de Producéo 2010
NuUmero e tipo de emissores (laser ou LED) 1/Laser
Comprimento de onda e largura de banda [nm] | 660
Modo de pulso [CW ou Hz, pulsado] CwW
Tamanho do ponto do feixe no alvo [cm2] 0.028
Irradiancia no alvo [mW / cm2] 1.43
Duracéao da exposicao [seq] 49
Exposicédo radiante [J / cm2] 70
Energia radiante [J] 1.96
NuUmero de pontos irradiados 5
Técnica de aplicacédo Pontutal
Energia radiante total [J] 9.8

7.2.4. Avaliacdo da contragéo da ferida
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Foi realizado um acompanhamento clinico-fotografico das les6es imediatamente apds a

inducdo da queimadura nos periodos de 3, 7, 14 e 21 dias ap0s a cirurgia. No momento da

captura da imagem uma régua foi colocada ao lado de cada animal fotografado para posterior

analise computacional. Todas as fotos foram realizadas com uma camera digital (Nikon, com

resolucdo de 5152 x 3864 pixels), acoplada a um tripé, a uma distancia de 15 1 cm (altura

entre o dorso do animal até o limite inferior da maquina) foi realizada o céalculo da porcentagem

de cicatrizacdo das ulceraces a partir da analise das imagens pelo programa Image J®, versdo

1.3.1 (NHI, Estados Unidos).

O grau de contragdo (GC) da &rea da ferida foi calculado por meio da formula adaptada

de Oliveira et al., (2000):
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) o Area final da Glcera (pixels)
% de cicatrizagao = 100 — = — - - x 100
Area inicial da Glcera (pixels)

7.2.5. Coleta dos tecidos e eutanasia dos animais

Foi realizada a coleta das amostras do tecido, nos quatro periodos experimentais (3, 7,
14 e 21 dias pos cirurgia), abrangendo a borda da leséo cutanea, pequeno fragmento de pele
saudavel e a area da lesdo propriamente dita. Apos as coletas, as amostras foram fixadas em
formalina (Merck, Darmstadt, Alemanha) e armazenadas em alcool 70%.

A eutanasia dos animais foi realizada também nos quatro periodos experimentais atraves
de dose letal de anestésico (ketamine 285 mg / kg and xilasin 36 mg / kg), sendo sacrificados 6

animais em cada periodo por grupo.

7.2.6. Andlise Histologica

As amostras foram embebidas em parafina e cortadas em seccfes transversais (5 um).
Trés sec¢Oes foram obtidas de cada amostra, sendo posteriormente coradas com hematoxilina
e eosina (HE, Merck). A avaliacdo foi realizada na zona de transicdo, entre o tecido saudavel e
o neoformado, utilizando um microscopio Optico (Zeiss Axioskop, Carl Zeiss, objetiva de 40
x) para verificar qualitativamente a morfologia do tecido, sendo observado a intensidade de
infiltrado inflamatério, a organizacdo das fibras de colageno e a presenca de tecido de
granulacéo.

Foi realizada uma andlise semi-quantitativa através de escores pré-estabelecidos,
considerando os valores de 0 a4 (22) e 0 a 3 (12) descritos na Tabela 2 e 3. A anélise foi cegada

em relacéo aos grupos experimentais e foi realizada por dois revisores.
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Tabela 2: Escala de classificacdo histopatologica para avaliacdo de Infiltrado Inflamatério

Infiltrado Inflamatério

1 Inflamacdo aguda (membrana pidgena é formada)

) Predominéncia da inflamacdo aguda difusa (predominancia do tecido
de granulacéo)

3 Predominancia de inflamacdao crénica (fibroblastos comegando a
proliferar)

4 Resolucao e cicatrizacdo (reducdo ou desaparecimento de inflamacao

crénica, embora persistam células redondas ocasionais)

Tabela 3: Escala de classificacdo histopatoldgica para analise semiquantitativa da expressao

do colageno e tecido de granulacgéo.

Scores Colageno Tecido de Granulagao
0 Ausente Ausente
1 Leve Minimo
2 Moderado Leve
3 Intenso Moderado
4 Intenso

7.2.7. Imunohistoquimica

As amostras foram desparafinizadas e reidratadas em banhos de xilol e etanol graduado,
sendo o material foi incubado durante 12 minutos. As seccBes foram entdo pré-incubadas com
perdxido de hidrogénio a 0,3% em soluc¢do salina tamponada com PBS durante 10 min e depois
bloqueadas com soro a 5% em solucdo de PBS durante 10 min. Apds o blogueio da peroxidase,
as amostras foram incubadas com anticorpos primarios, descritos na Tabela 2, por um periodo
de duas horas. O anticorpo secundario (kit ABC, PK-6200, Vector Laboratories, Burlingame,
CA, EUA) foi entdo aplicado a uma diluicdo de 1:5 durante 30 min. A deteccdo colorimétrica
foi realizada com substrato de diaminobenzidina (DAB, SK-4100, Vector Laboratories,

Burlingame, CA, EUA) e hematoxilina.
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Tabela 4: Detalhamento dos anticorpos utilizados

Anticorpo Referéncia Diluicéo
Colageno 1 Santa Cruz Biotechnology 1:200
Colageno 3 Santa Cruz Biotechnology 1:200

Foi utilizado o software ImageJ para analise quantitativa da expressédo do colageno Il e
| através da porcentagem de pixels de area marcada com o plug-in Color Decovolution com
Methyl Greem DAB (12). Trés imagens de cada lamina foram capturadas com aumento de 20x.
As médias aritméticas dos valores em pixel das amostras foram utilizadas para a analise

estatistica.

7.2.8. Andlise de Birrefringéncia

As laminas coradas com Picrosirus Red foram analisadas com o objetivo de observar a
organizacao e quantificar os tipos de colageno I e 111 sem diferencia-los. Foram capturadas trés
imagens, por corte, em microscopio 6ptico polarizado (OLYMPUS BX53) com ampliagdo de
400x.

O software Color Deconvolution ImageJ foi utilizado para avaliar a porcentagem de
coloracédo azul (colageno) na area da imagem. Este software reconhece as cores da imagem e
as decompd@e em trés cores basicas: azul (colageno), vermelho e roxo, sendo assim realizada a

medicdo da cor azul como a porcentagem do total de pixels de coldgeno em cada imagem (23).
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7.2.9. Ensaio Imunoenziméatico

A quantificacdo das citocinas plasmaticas foi realizada utilizando o ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Neste estudo, as citocinas fator de necrose tumoral (TNF-a) e
interleucina 10 (IL-10) foram avaliadas por suas influéncias no processo inflamatorio.

Foi realizada a coleta do sangue de cada animal (5 ml) sendo colocado em tubos
heparinizados. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 15 min para
separacao do plasma do soro. O soro resultante desta centrifugacao foi aliquotado no microtubo
e congelado a -80 ° C. As citocinas foram medidas usando os kits Mouse TNF-a e IL-10 ELISA
Set (BD Biosciences®, Minnesota, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Foram
utilizadas placas de poliestireno com 96 pocos de base cénica (Mybiosource, California, EUA),
sensibilizadas com anti-citocinas monoclonais que permaneceram “overnight” a temperatura
ambiente. Sobrenadantes e curvas padrdo (feitas com citocinas recombinantes) foram
adicionados e as placas foram mantidas a temperatura ambiente durante 2 horas.
Subsequentemente, os anticorpos anti-citocina biotinilados foram adicionados e mantidos
durante 1 h a temperatura ambiente. Foi utilizada uma lavadora de placas (Wellwach BC,
Thermo Scientific®) e o leitor de placas (Multiskan FC, Thermo Scientific®) para medicdo da

absorvancia com 450 nm, conforme recomendado no kit.

7.2.10. Anélise Estatistica

A andlise dos resultados foi realizada com o Software Graph PadPrism 7.0 (San Diego,
CA, EUA). Os resultados foram expressos como média £ desvio padréo. Realizamos o teste de

Saphiro Wilk para avaliar a normalidade dos dados, sendo apresentados com distribuicédo
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normal, assim, foi utilizado para comparac@es entre grupos e intra grupo, o teste paramétrico
da ANOVA two-way.
Para comparacdes multiplas, foi utilizado o teste post-hoc de Tukey com nivel de

significancia de p <0,05.

7.3. RESULTADOS

Através da andlise da porcentagem de contracdo de feridas foi possivel observar na
avalicdo entre grupos que a partir do 7° de avaliacdo obteve-se uma diferenca significativa entre
0s grupos estudados, em que o grupo GLCT (p=0.0013) apresentou reducdo significativa da
ferida quando comparado ao GC. No 14° dia de avaliacao foi observada diferenca significativa
dos grupos GL (0.026) e GLCT (0.0019) quando comparado o GC. Ao final do periodo
experimental (21 dias) observou-se que o grupo GLCT (95.95 £3.77) apresentou melhor

cicatrizacdo quando comparado 0 GC (77.30 £17.64).
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Figura 1: Evolugéo do processo de reparacédo tecidual. A: Fotomicrografias representativas
dos grupos GC, GL, GCT e GLCT ilustrando reducéo na area da ferida em todas as fases do
processo de reparo. B: Célculo da porcentagem de contracdo da ferida em todos os grupos e

tempos experimentais. Teste de Anova two-away entre-grupos, p<0.05.
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Os resultados da analise intra-grupo para contracdo da ferida, demonstraram que em
todos os grupos foram encontradas diferencas significativas em todos os tempos estudados,
demonstrando que o progresso do processo de cicatrizagdo ocorreu em todos 0s grupos, tendo
ao final do experimento uma contracdo da ferida em todos os grupos superior a 77% (Tabela

5).

Tabela 5: Média e Desvio Padrao da avaliacdo de contracédo da ferida em todos grupos e tempos

estudados. Teste de Anova two-away para avaliacdo intra-grupos, p<0.05.

GC GL GCT GLCT
30 dia  6.60 #4334+ 5.89+4.72A¢ 3.98+3.61A¢ 542 +353A¢
7odia  10.32+9.73A¢ 25.00 +12.35%*A¢  17.41+52.48A¢  36.15+9.91*A+
140 dia  40.33 +7.55%4+ 59.45 +11.91%#e 52.48 +17.08*#¢  65.40 £11.69%#+

21° dia 77.30 £17.65*# A 84.94 +14.67*# A 88.20 £5.92*# A 95.95 +3.78*# A

*Diferenga com 3° dia; #Diferenca com 7° dia; A Diferenga com 14° dia; #Diferenga com

21°dia.

Com relacdo a avaliagdo histopatoldgica, foi observado através da analise semi-
quantitativa que no 3° dia de avaliacdo todos os grupos ndo apresentaram diferencas
significativas com caracteristicas morfoldgicas bastante semelhantes, sendo identificada
necrose total da epiderme e seus anexos, necrose da derme papilar e reticular além da
vasocongestdo da derme profunda. No 7° dia de avaliacao ja foi possivel observar que os grupos
GL e GLCT apresentavam um intenso infiltrado inflamatdrio, além de ser identificado a
formagéo do tecido de granulacdo e inicio da sintese das fibras de colageno. Nesse mesmo
periodo os grupos GC e GCT apresentavam ainda caracteristicas de inflamagéo aguda.

No 14° dia de avaliacdo foi observado que todos os grupos tratados, independente da
terapia, apresentaram uma maior quantidade e organizacdo de fibras de colageno, com

caracteristicas de inflamacdo cronica, além do aumento do nimero de fibroblastos e a formacao
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de novos vasos. O grupo GC no mesmo periodo apresentou caracteristicas de inflamacdo aguda
difusa, ainda com presenca de infiltrado inflamatorio e inicio da formacdo de tecido de
granulacao.

Ao final do periodo experimental (21° dia), foi identificado que os grupos GL e GLCT
apresentavam uma melhor organizacao tecidual com melhor organizacdo e sintese do colageno
e a formacdo de novos vasos, embora ainda fossem identificados células caracteristicas da fase

proliferativa. J& grupo GCT apesar de apresentar sinais claros da fase regenerativa, ndo foi identificado
uma boa organizacéo tecidual. Para o grupo GC ao final dos 21 dias ainda ndo foram encontradas
caracteristicas que evidenciavam a fase regenerativa, sendo observado a presenca de fibroblastos, porém
com menor organizacgdo das fibras de colageno e presenca ainda de infiltrado inflamatério logo abaixo

da epiderme.
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Figura 2: Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais. Avaliacdo
histopatologica nos diferentes tempos e grupos. EP: Epiderme; DE: Derme; * Infiltrado

inflamatorio; ¢ Organizacdo das fibras de colageno.
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Figura 3: Andlise histologica por scores. Avaliacdo de infiltrado inflamatorio, tecido de
granulacdo e colageno por escores como descritos nas tabelas 1 e 2, para todos 0s grupos
estudados durante todo o processo de reparo. Teste de Anova two-away entre-grupos, *

diferenga significativa p<0.05.

Através da andlise entre-grupos realizada através da técnica de birrefringéncia (Figura
4) foi possivel avaliar a organizacdo bem como a expressao das fibras de colageno. No terceiro
dia foi observado que os grupos GCT (28.66 £3.15) e GLCT (26.99 +2.29) apresentaram
resultados superiores aos encontrados no GC (12.13 +£3.28). Essa diferenca se manteve no 7°
(GCT: 36.98 +3.66; GLCT: 35.35 +3.58) e 14° dia (GCT: 33.70 +4.07; GLCT: 31.01 +7.51) de
avaliacdo, sendo que ambos 0S grupos apresentaram uma porcentagem de organizacao e
expressédo do colageno superior o GC (7° dia: 27.60 £7.42; 14° dia: 23.07 £4.69). No 21° dia de

avaliacdo foi observada diferenca significativa do grupo GCT (38.18 £2.06) com o0s grupos GL
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(27.86 £5.00) e GC (21.59 +6.11), além do grupo GLCT (31.04 +7.28) apresentar resultados

superiores quando comparado ao grupo controle.
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Figura 4: Birrefringéncia do colageno. A: Fotomicrografias representativas dos grupos
experimentais, em diferentes tempos, referentes a birrefringéncia das fibras colageno. B:
Porcentagem da organizacéo do colageno e todos 0s grupos e periodos experimentais. Teste de

Anova two-away entre-grupos, * diferenca significativa quando p<0.05. **diferenca

significativa p<0.001.
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Na avalicdo intra-grupos para a organizacao e expressao do colageno, identificou-se no
grupo GC um aumento mais acentuado da porcentagem de colageno no 7° e 14° dia de avaliacéo
qguando comparado ao 3° dia. Ja no grupo GL observou-se um aumento significativo no 7° 14°
e 21° dia de avaliagdo comparado ao 3° dia. O grupo GCT apresentou melhores resultados
também a partir do 7° dia de avaliacdo comparado ao 3° dia. Com relacdo ao grupo GLCT
apesar de apresentar uma melhor organizacao das fibras de coldgeno no 7° dia de avaliacdo, 0s
periodos subsequentes também apresentaram maiores valores quando comparado ao 3° dia,

porém a diferenca ndo foi significativa (Tabela 6).

Tabela 6: Média e Desvio Padrdo da porcentagem de colageno tipo | e todos o0s grupos e

tempos estudados. Teste de Anova two-way intra grupos, p<0.05.

GC GL GCT GLCT
3° dia 12.13 £3.28 19.98 +6.23 28.66 +3.15 26.99 +2.29
7° dia 27.61 £7.42* 30.53 +5.62* 36.98 +3.67* 35.35 +3.58*
14° dia 23.07 +4.69* 27.88 +4.00* 35.70 £4.07 32.01+£7.51
21°dia 21.59 £7.6.11* 26.27 £3.42* 38.19 +2.06* 32.05 +7.28

*Diferenca com 3° dia.

Nas andlises de imunoshistoquimica, foram observadas a expressao dos colagenos tipo
I11 e tipo | de todos os grupos no 7°, 14° e 21° periodos estudados. Com relagdo anélise entre-
grupos da expressdo do colageno tipo 11, foi possivel observar que no 7° dia de avaliacdo todos
0S grupos apresentaram a mesma quantidade de imunomarcagdo, ndo havendo diferencga
significativa. J& no 14° dia de avaliacdo o grupo GLCT (65,85 +6,026) apresentou uma maior
expressao do col 111 quando comparado ao grupo GC (54,07 £6,11) e ao GL (56,66 £1,14). No
21° dia de avaliacdo ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos.

Na avali¢do intra-grupos foi observado crescimento significativo da expressdo do col

111 no grupo GC do 7° (48.17 £8.6) para 0 21° (57.24 +4.14) dia. Ja para o grupo GLCT a maior
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expressao do col 111 ocorreu no 14° (65.85 £3.75) dia, sendo identificada diferenca significativa

com o 7° (50.65 £4.29) dia de avaliacéo.

A 21° dia_ 14° dia 7° dia
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Figura 5: Imunomarcacédo do colageno tipo I11. A: Analise imunohistoquimica (40x) da
expressao do Col Il nos diferentes grupos e periodos experimentais. B: Porcentagem da
expressao do Col I, teste de anova two-away entre-grupos, * diferenca significativa quando

p<0.05.

Para a expressdo do colageno tipo I, na analise entre-grupos, foi identificado que no 7°
dia de avaliacdo a imunoexpressdo em todos os grupos tratados (GL:61.98 +3.57; GCT:
62.16+6.07; GLCT: 59.77 +8.23) foram superiores comparado ao GC (45.33 +£4.28). No 14°
dia de avaliacdo somente o grupo GLCT (70.70 %3.21) apresentou maior expressdo,
significativa, com relacdo ao GC (61.51 £2.83). Ao final do periodo experimental (21° dia) os
grupos GCT (p= 0.042) e GLCT (p=0.006) apresentaram resultados superiores significativos
comparado ao GC, demonstrando que ambos 0s tipos de tratamentos aceleraram o processo de
maturacao do colageno.

Na avaliacéo intra-grupos foi possivel observar que o grupo GC apresentou diferenca
significativa nos diferentes tempos experimentais, sendo que os valores do 14° (61.51 £2.83) e
21°(55.14 £5.24) dia foram superiores com relacdo ao 7° dia (45.32 £4.28). Para o grupo GLCT

foram encontradas diferencas significativas também no 14° e 21° dia quando comparado o 7°
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dia de avaliacdo. Vale ressaltar que a expressao do col | teve maior destaque no 14° dia de

avaliacdo em todos os grupos tratados.

A

21° dia
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Figura 6: Imunomarcacdo do colageno tipo I. A: Analise imunohistoquimica (40x) da
expressao do Col | nos diferentes grupos e periodos experimentais. B: Porcentagem da
expressao do Col I, teste de anova two-away entre-grupos, * diferenca significativa quando

p<0.05.

Nas avaliacGes imunoenzimaticas observamos um aumento significativo da expressdo
do TNF-a no dia trés para os grupos GL (142% +20.1) e GLCT (235% £10) quando comparado
ao controle, sendo esse aumento mantido no dia sete para o grupo GLCT (154% £23). Ja no 14°
dia ndo houve diferencas significativas entre os grupos. No final do periodo experimental o
grupo controle apresentava ainda expressdo de TNF- a, ja os grupos GL (37% £8.8) e GLCT
(54% +£9.8) apresentaram reducdo significativa (Figura 7A).

Com relacdo a IL-10, na primeira avaliacdo (dia 3), o grupo GLCT (193% +55.8)
apresentou maior expressdo da citocina quando comparado aos grupos GC (100%) e GL (96%
+14.3). J& no sétimo dia do periodo experimental, tanto o grupo GCT (196% %71.3) quanto o
GLCT (315% £16.6) apresentaram aumento significativo na expressdo da IL-10 quando
comparado aos demais grupos. No 14° dia o grupo GLCT (191% +45.9) manteve um aumento

significativo da citocina em relacdo ao GC. Vale ressaltar, que ao final do periodo experimental
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todos 0s grupos apresentavam a mesma quantidade de IL-10, ndo sendo encontradas diferencas

significativas.
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Figura 7: Expressdo imunoenzimatica das citocinas anti e pré inflamatorias. A: Expresséo
do TNF-a; B: Expressdo da IL-10, durante todo o periodo experimental em todos 0s grupos
estudados. Teste de anova two-away entre-grupos, *diferenca significativa p<0.05, **diferenca

significativa p<0.001.

7.4. DSCUSSAO

Atualmente tem sido explorado na literatura formas alternativas para a cicatrizacdo de
lesGes causadas por queimaduras, em especial a de espessura total (terceiro-grau) devido as
complicacdes recorrentes como dificuldade e lentiddo do processo de regeneracdo, além dos
resultados insatisfatorios dos tratamentos usuais (24,25). Assim, nosso estudo buscou associar
recursos (CTMs e FBM respectivamente), ja descritos isoladamente na literatura como
alternativas promissoras de tratamento no processo cicatricial da pele, na tentativa de acelerar
e garantir a formacdo de um tecido cutéaneo de qualidade.

Diversos sdo 0os mecanismos pelo qual acredita-se que a FBM contribua para o processo
de regeneracdo cutanea, destacando a modulacdo da inflamacéo, sintese do colageno e

proliferacéo celular (14,26). Estudos prévios realizados pelo nosso préprio grupo demonstrou
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a eficacia da FBM na proliferagdo de CTMs quando utilizados em doses adequadas em um
estudo in vitro (18). No presente estudo nossos resultados demonstraram que quando associados
ambos os tratamentos o tempo de regeneracdo da pele ocorreu de forma mais rapido como
demonstrado pela analise de contracéo da ferida.

A maturacdo e a organizacao das fibras de colageno no processo de reparo tecidual de
lesGes por queimaduras tendem a ser dificultados, além de muitas vezes ndo ocorrerem de
maneira adequada, gerando a formacdo de tecido fibroso resultando na contracdo do tecido
adjacente. O presente estudo observou de maneira detalhada a expressdo, organizacdo e
maturacdo do colageno durante todas as fases do processo de reparo, sendo identificado que os
grupos tratados com FBM isolado ou associado a hASCs obtiveram melhores resultados,
comprovando a eficacia dos tratamentos propostos. Estudos recentes destacaram que a FBM é
uma técnica eficaz na maturacao do colageno tipo Il em tipo I, além de contribuir de forma
efetiva para a sua organizacgéo (12,13).

Fiorio et al., 2013 (15) destacaram a a¢do da FBM sobre o colageno tipo Il e tipo | em
ratos com lesdes causadas por queimaduras de terceiro grau e pardmetros proximos aos
utilizados no presente estudo. Os resultados de seu estudo demonstrou que a técnica era eficaz
na organizacao e maturacdo das fibras de colageno. Similarmente o estudo de Brassolatti et al.,
2014 (26), afirmaram que a FBM foi capaz de acelerar o processo de reparo de queimaduras
de terceiro grau, além de contribuir de forma positiva para 0 aumento e organizacdo do
colageno.

Além da utilizacdo da FBM no tratamento de lesGes de pele, a utilizagcdo da terapia
celular com CTMs no processo de cicatrizacdo cutanea destaca-se na engenharia de tecidos
através dos resultados positivos encontrados, devido ao potencial de modular a inflamagéo,
estimular a reparacdo tecidual e, possivelmente, diferenciar e substituir diversos tipos celulares

locais (27,28). Estudos prévios destacaram que parametros histologicos, como a densidade da
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formacéo de vasos, quantidade de tecido de granulacdo e a gravidade da inflamacédo, foram
favorecidos com a utilizacdo da CTMs no processo de cicatrizacdo de queimaduras (29,30).

Uma revisdo recente realizada por Francis e colaboradores (28) identificou as linhagens
de celulas tronco utilizadas como tratamento na regeneracdo tecidual de lesGes por
gueimaduras, destacando que as CTMs derivadas de tecido adiposo possuem grande potencial
regenerativo devido a sua capacidade proliferativa e por ser pluripotente, podendo inclusive se
diferenciar nas trés camadas germinativas (31), contribuindo para a neo-angiogenese e
neovascularizacdo. Em nosso estudo, essas afirmacdes foram exemplificadas nos grupos que
utilizaram hASCs tanto na forma isolada quanto associada, sendo identificado através das
analises histoldgicas e imunoshistoquimicas uma qualidade superior do tecido neoformado
guando comparado ao grupo que ndo recebeu nenhum tipo de tratamento.

Caliari-Oliveira et al., 2016 (7), avaliaram a contracdo da ferida de queimaduras de
espessura total em ratos apds o tratamento com hASCs, sendo observado aceleracdo do
fechamento da ferida além de um tecido cutaneo de qualidade, com neovascularizacdo e de
tecido de granulacdo formados mais rapidamente do que os animais que ndo receberam o
tratamento. Os mesmos achados foram evidenciados neste estudo para todos 0s grupos tratados,
porém vale ressaltar que o grupo que associou a terapia celular com a FBM obteve a redu¢édo
do infiltrado inflamatdrio e a reorganizacéo tecidual de forma mais rapida e evidente.

Outro mecanismo proposto tanto pela FBM quanto pela terapia celular com CTMs no
processo de reparo é a modulacédo de citocinas e agentes inflamatorios (7,32). Em nosso estudo
foram avaliados citocinas pré e anti inflamatorias na tentativa de se observar por qual
mecanismos as terapias atuavam.

Zhang et al., 2015 (33) relataram os efeitos das CTMs, de corddes umbilicais, sobre
queimaduras em ratos, avaliando citocinas pré inflamatorias como IFN-Y', IL-6 e TNF-a € anti

inflamatérias como a IL-10, destacando que a liberacdo excessiva dos mediadores
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inflamatdrios, pode gerar graves danos teciduais causando deplecdo localizada, infeccéo local
e deterioracdo. Os autores concluiram que no grupo CTMs todos os marcadores pré
inflamatdrios nas fases mais tardias foram reduzidos significativamente, exibindo uma taxa de
cicatrizacdo mais rapida, em contra partida, foi observado uma maior expressdo do IL-10,
demonstrando sua agdo anti inflamatodria. Esses achados corroboram com nosso estudo, uma
vez que os grupos tratados com CTMs obtiveram uma maior liberacdo da IL-10 durante todo o
processo de reparo.

Em relacdo a atuacdo da FBM na modulacdo de mediadores inflamatorios, acredita-se
que nas fases iniciais do processo de reparo ocorra 0 aumento de citocinas pré inflamatdrias
como o TNF-a, entretanto, no decorrer do tempo ap06s a irradiacdo é esperado a reducao
substancial desses mediadores quando comparado processo natural do reparo, para assim
acelerar do tempo de cicatrizacdo (34,35). Em nosso estudo observou-se um aumento
significativo do TNF-a nas fases iniciais, ja no decorrer do periodo experimental foi observado
que os grupos ndo irradiados ainda mantinham uma expresséo significativa do TNF-a, enquanto
nos grupos irradiados sua expressdo ja estava totalmente reduzida.

Contudo a associacdo da FBM com a terapia celular a literatura encontra-se escassa.
Lamaro-Cardoso et al., 2019 (25) observaram em seu estudo a acdo da FBM associado a células
de fibroblastos na regeneracdo cutanea de queimadura de espessura total em ratos, durante o
todo o periodo de processo de reparo, sendo referido que o grupo que utilizou a associacao das
técnicas apresentou rapidez no fechamento da ferida, garantindo um tecido com melhor
qualidade. Apesar do estudo se diferir do nosso devido a comparagdo de diferentes poténcias
da FBM, além de ndo realizar um grupo isolado da FBM, os autores concluem que quando
utilizado a poténcia de 30mW os resultados foram mais significativos quando comparado aos
demais grupos, assim como em nosso estudo que utilizou pardmetros proximos e associou a

terapia celular.
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Os achados deste estudo quando comparados com a literatura demonstram a importancia
da associacdo de ambas as técnicas, visando otimizar o tempo de tratamento e auxiliar ou
melhorar as condi¢6es do tecido cicatricial, de lesbes causadas por queimadura que atinjam toda

a espessura da pele.

7.5. CONCLUSAO

Através dos dados apresentados neste estudo foi possivel concluir que a FBM quando
associado a CTMs é capaz de contribuir e acelerar o processo de cicatrizacdo de queimaduras
de espessura total através da modulacdo da inflamacdo e organizacdo tecidual, garantindo a

formacéo de um tecido cutaneo de qualidade.
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Através dos dados e resultados expostos nesta tese podemos concluir que:

e A FBM a laser em parametros adequados € capaz de promover a proliferacdo de
CTMa em cultivos celulares bidimensionais, mantendo as caracteristicas bioldgicas
destas, porém em doses inadequadas é possivel observar o fendbmeno apresentado
por Andt-Shulz de inibigdo ou auséncia de resposta bioldgica.

e Os modelos bidimensionais apesar de serem frequentemente apresentados na
literatura e suficientes para elucidar diversos mecanismos de acao de varias terapias,
podem néo ser tdo esclarecedores para observar os mecanismos envolvidos na FBM
a laser, sendo o modelo tridimensional adequado e suficiente para obtencdo de
respostas e respaldo de evolucdo para experimentacdo in vivo.

e Os mecanismos bioldgicos de acdo da FBM a laser com energias de 1 4 6 Joules em
modelos tridimensionais demonstram que o laser é capaz de aumentar a expressdo
de EROS além de estimular a producdo de IL-8 em CTMs mantendo a viabilidade e
induzindo uma maior proliferacdo celular.

e Paraacelaboracdo de um modelo experimental de queimadura de espessura total com
a utilizacdo de placas de solda, a literatura ja preconiza a temperatura de 150°C como
adequada, e através de nossos estudos observamos que o tempo de 5 segundos de
manutencdo da placa no animal € suficiente para propagacdo do modelo, sendo
observada o0 acometimento de todas as camadas da pele.

e A FBM a laser, assim como as CTMs, em especial as derivadas de tecido adiposo
sdo técnicas que isoladas apresentam eficacia na resolucdo de lesbes como as
ocasionadas por queimaduras, de forma a acelerar o processo de reparo.

e Aassociacdo da FBM a laser, em parametros adequados, com as CTMs sdo técnicas

que juntas beneficiam o reparo de leses de queimaduras, acelerando o processo de
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reparo além de garantir a formacéo de um tecido com caracteristicas proximas as de
um tecido sadio, auxiliando na neovascularizacdo, organizacgéo de fibras de colageno

e modulacdo de citocinas pré e antinflamatorias.
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Os propostos apresentados nessa Tese demonstram que, apesar da FBM a laser ser uma
técnica extensivamente explorada na literatura, seus mecanismos de acdo e bioldgicos ainda
estdo em constante discussdo, sendo evidenciado a necessidade de estudos que explorem essa
tematica a nivel de cultivo celular, estudos experimentais e ensaios clinicos, afim de
proporcionarem um maior entendimento sobre acdo dessa técnica, além de produzirem
protocolos eficazes de aplicacdo que facilitem a pratica clinica.

Adicionalmente, os estudos presentes demonstram a eficacia da FBM a laser tanto na
proliferacdo de CTMs quanto como terapia no tratamento de reparo tecidual cutaneo. Acredita-
se que a associacdo desta técnica a terapia celular parece ser um caminho promissor para 0
tratamento de lesdes causadas por queimaduras, abrindo um novo panorama de discussdo sobre
tratamentos alternativos aos convencionais que, além de serem eficazes, podem ser de facil
aplicacdo e baixo custo.

O trabalho em questdo também destaca estudos em cultivos tridimensionais, sendo este
tema atualmente bastante discutido pois, além de elucidar diversos questionamentos que antes
teriam que passar por testes in vivo, estd em constante aperfeicoamento, sendo apresentado na
literatura e até mesmo no mercado, diversas formas de materiais que possam servir de base para
atridimensionalidade, garantindo assim avangos nas técnicas de cultura que além de serem mais
baratas demandam menos tempo que outros tipos de estudos.

A realizagdo desta TESE motiva novos questionamentos para futuras pesquisas.
Ressalta-se que mais estudos que visem investigar a acdo de CTMs na area de engenharia
tecidual devem ser realizados partindo da premissa que a terapia celular parece ser um caminho
para inUmeras investigagdes de tratamentos, principalmente quando associado a outras técnicas.
Além disso, estudos que explorem além da FBM a laser, a FBM com LED devem ser
investigados, pelo fato deste tipo de FBM nos ultimos anos ter se mostrado eficaz como terapia

em diversas afeccOes, além do baixo custo do aparelho e 0 aumento da area de aplicacéo,
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possibilitado por maiores areas do feixe, serem diferencias importantes na elaboracdo de
tratamentos. Assim acredita-se que seria também de grande contribuicdo explorar as tematica

presentes neste estudo com a aplicacéo de irradiacbes com LEDs.
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Abstract

The use of mesenchymal stem cells (MSCs) in tissue engineering has been extensively investigated. The greater the proliferation
of this cellular group, the greater the regenerative and healing capacity of the tissue to which they belong. In this context,
photobiomodulation (PBM) is an efficient technique in proliferation of distinet cell types. However, its parameters and mode
of action are still unclear and require further investigation. This study aimed to evaluate the PBM action with different energies in
MSCs of adipose tissue (hASCs). We used hASCs, seeded in 24-well plates, with 3 x 10 cells per well, in culture media. We
used a total of four experimental groups, one with hASCs and simulated PBM and three other groups, which received PBM
irradiation at 24, 48, and 72 h, with a 660-nm laser and power of 40 mW and energy of 0.56, 1.96, and 5.04 J. We performed
analyses of MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromidefor) and trypan blue to evaluate cell proliferation
and viability, 1 h afier PBM irradiation. Software Graph PadPrism 7.0 was used. Intergroup comparisons were performed with
ANOVA two-way and we used the Tukey post hoc test. Mitochondrial activity evaluated by MTT revealed the statistical
difference in the first 24 h for group with more high energy when compared to control group; and in the 72 h for two irradiated
groups when compared to the control group. The trypan blue test showed significant differences at the end of the experiment for
two irradiated groups LG1 (4.52 = 10*+02)and LG2 (4.85 % 104 £ 0.8), when compared to the control group (1.87 = 10% +£0.7).
Both tests failed to be statistically different at the end of the experiment for groups LG1 and LG2 and observed a reduction in
cellular mitochondrial growth and activity for group LG3. We conclude that PBM with energy close to 0.56 and 1.96 ] promote
proliferation of hASCs, and higher energy, such as 5.04 ], can be harmful.

Keyweords Photobiomedulation - Mesenchymal stem cells

Introduction

_ . The use of mesenchymal stem cells (MSCs) has been widely
B4 Ana Lanra Marting de Andrade investigated in different areas of tissue engineering and regen-
anandrade®) @yahoo.com.br . .. . . .

erative medicine as an alternative to conventional therapeutic

methods. Their multipotentiality offers applications in cell
Department of Physiotherapy, Federal University of Sdo Carlos therapy, in addition to their ability to self-renewal, prolifera-
(UFSCar), Sfio Carlos, SP 13565305, Bousil tion, and differentiation into several specialized cell types like
Department of Medicing, Post-Graduate Program in Biotechnology,  adipocytes, chondrocytes, and osteoblasts [1]. These cells are
Faderal Univerglty of 5o Carlog (UFSCar), S0 easily isolated, expanded, and cultivated in vitro and can be
Carlos, SP 13565-905, Brazil sty 1 Xpanded, Wiivated in ¢

obtained from several tissues, such as bone marrow, dental
pulp. periodontal ligament, umbilical cord, and adipose tissue

[*]

¥ Department of Morphology and Pathology. Post-Graduate Program
in Evolutionary Genetics and Molecular Biology, Federal University
of o Carlos (UFSCar), Sio Carlos, SP 13565-905, Brazil [2-5].

Dermatology Division of Interal Medicine Department, Ribeitdo _ Adul.l Slenjl m?lls_ can be isolated from adipose tissue
Preto Medical School, University of Sao Paulo (USP), Ribeirdo liposuctioned in significant numbers and show stable growth
Preto, SP 4049-900, Brazil and proliferative kinetic in culture [2, 6, 7]. MSCs derived from
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