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Ferro AP. Influéncia da fotobiomodulagdo em células mesenquimais multipotentes de tecido adiposo
in vitro e fibroblastos de pacientes portadores de anemia falciforme. 2023. Programa de Pos-
Graduacdo em Reabilitacdo e Desempenho Funcional. Universidade de S&o Paulo, Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto.

Feridas cutaneas em membros inferiores podem surgir como complicac@es relacionadas a anemia
falciforme. Células-tronco indiferenciadas podem se diferenciar em varios tipos de células para
reparar tecidos lesados. A fotobiomodulacdo pode promover a proliferacdo e diferenciagéo de
células estaminais. O objetivo do estudo € investigar o efeito de diferentes pardmetros de
fotobiomodulacdo com Laser e LED em células-tronco mesenquimais (CTMs), multipotentes
derivadas do tecido adiposo e fibroblastos de individuos com anemia falciforme, sobre a
proliferacdo e as possiveis alteracbes morfoldgicas nucleares em células tronco mesenquimais.
Métodos: Células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo foram submetidas a aplicacdes
de Laser de baixa intensidade (660 nm e 830 nm; com doses de 0,5 J, 2 J e 4 J, poténcias de 40
mW e 100 mW) e LED (630 nm e 850 nm, com frequéncia variavel de 0 a 1500 Hz e doses de 0,5
J,2Je4]). Apos a irradiacdo, as células foram analisadas em 24, 48 e 72 horas com marcagao de
Hoechest (células viaveis) e lodeto de Propidio (células mortas), para analise da taxa de
proliferacdo, morte e viabilidade celular. O ensaio de cicatrizacdo de ferida foi realizado por meio
de um arranhdo na camada celular com uma pipeta de 1000 pL e a andlise fo realizada com o
microscopio confocal e mesa motorizada (LSM 710®, Zeiss, Alemanha). Ambos 0s comprimentos
de onda do laser e do LED foram efetivos para a proliferacdo celular, no entanto a viabilidade
celular com o laser nas primeiras 48 horas apés a irradiacdo, 0 comprimento de onda de 660 nm e
poténcia de 100 mW mostrou resultados significativos, e com o avancar do tempo, em 72 horas, 0
laser de 830 nm teve aumento significativamente maior, que o laser de 660 nm. Com o LED
apenas o comprimento de onda de 630 nm teve diferenca significativa. Em relacdo ao ensaio de
cicatrizacdo, houve reducdo significativa dos paraétros utilizados comparado com o grupo
controle. Conclui-se que diferentes parametros fisicos da FBM, possui respostas bioldgicas que

interferem na taxa de proliferagdo, morte e consequentemente na viabilidade celular.

Palavras-Chave: Fotobiomodulacdo; Célula tronco mesenquimal; viabilidade celular;

cicatrizacao.
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Ferro AP. Influence of photobiomodulation on multipotent mesenchymal cells of adipose tissue in
vitro and fibroblasts of patients with sickle cell anemia 2023. Postgraduate Program in
Rehabilitation and Functional Performance. University of Sdo Paulo, Faculty of Medicine of

Ribeirdo Preto.

Skin wounds on the lower limbs can arise as complications related to sickle cell anemia.
Undifferentiated stem cells can differentiate into various cell types to repair injured tissue.
Photobiomodulation can promote the proliferation and differentiation of stem cells. The objective of
the study is to investigate the effect of different laser and LED photobiomodulation parameters on
multipotent mesenchymal stem cells (MSCs), derived from adipose tissue and fibroblasts from
individuals with sickle cell anemia, on proliferation and possible nuclear morphological changes in
cells mesenchymal trunk. Methods: Mesenchymal stem cells derived from adipose tissue were
subjected to low-intensity laser applications (660 nm and 830 nm; with doses of 0.5 J, 2 J and 4 J,
powers of 40 mW and 100 mW) and LED (630 nm and 850 nm, with variable frequency from 0 to
1500 Hz and doses of 0.5 J, 2 J and 4 J). After irradiation, the cells were analyzed at 24, 48 and 72
hours with Hoechest staining (viable cells) and Propidium lodide (dead cells), to analyze the rate of
proliferation, death and cell viability. The wound healing assay was performed by scratching the
cell layer with a 1000 pL pipette and the analysis was carried out using a confocal microscope and
motorized table (LSM 710®, Zeiss, Germany). Both laser and LED wavelengths were effective for
cell proliferation, however cell viability with the laser in the first 48 hours after irradiation, the
wavelength of 660 nm and power of 100 mW showed significant results, and As time progressed, in
72 hours, the 830 nm laser had a significantly greater increase than the 660 nm laser. With LED,
only the 630 nm wavelength had a significant difference. Regarding the healing test, there was a
significant reduction in the parameters used compared to the control group. It is concluded that
different physical parameters of FBM have biological responses that interfere with the rate of

proliferation, death and consequently cell viability.

Keywords: Photobiomodulation; Mesenchymal stem cell; cell viability; healing.
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% - Porcentagem

oaMEM - Meio minimo essencial

°C - graus Celsius

AF - Anemia Falciforme

ANOVA — Analise de variancia

ATP — Adenosina Trifosfato

CAPES - Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
CCO - Citocromo c oxidase

cm? — Centimetros quadrados

CTMs - Células-tronco mesenquimais

CTM-TA - Células Tronco Mesenquimais do tecido adiposo
DMEM - Meio Eagle modificado por Dulbecco

DP — Desvio padréo

EVA - Acetato-vinilo de etileno

FAPESP — Fundacao de Amparo a pesquisa do Estado de S&o Paulo
FBM — Fotobiomodulagao

G1- Grupo 660 nm, 100 mW, 0.5

G2- Grupo 660 nm, 100 mW, 2J

G3- Grupo 660 nm, 100 mW, 4 J

G4- Grupo 660 nm, 40 mW, 0.5

G5- Grupo 660 nm, 40 mW, 2J

G6- Grupo 660 nm, 40 mW, 4]

G7- Grupo 830 nm, 100 mW, 0.5
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G8- Grupo 830 nm, 100 mW, 2J

G9- Grupo 830 nm, 100 mW, 4 J

G10- Grupo 830 nm, 40 mW, 0.5

G11- Grupo 830 nm, 40 mW, 2J

G12- Grupo 830 nm, 40 mW, 4]

G13- Grupo controle.

h - Hora

IMC - indice de massa corporal
J—Joules

Jicm2 - Joules por centimetros quadrados

Laser — Light Amplification by Stimulated of Radiation ou Luz Amplificada por Emissao

Estimulada de Radiacéo

LED - Light-Emitting Diode ou Diodo emissor de luz
MEC - Matriz Extracelular

mL - Mililitro

mW - Miliwatts

mW/cm2 - Miliwatts por centimetros quadrados
nm — Nandmetro

NO - Oxido nitrico

P — poténcia

p — P-valor

Pl - lodeto de Propidio

RPMI - Roswell Park Memorial Institute Medium

SFB - Soro fetal bovino
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TA- Tecido adiposo
TCLE - Termo de consentimento livre e esclarecido

ML - Microlitro
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1. INTRODUCAO

Células tronco mesenquimais (CTM’s) sdo recrutadas no processo de reparo de
lesGes, utilizadas no tratamento de feridas e podem ser coletadas de diferentes fontes de
tecidos humanos. Quando ha lesdes graves na pele, hd também a necessidade de
cobertura, reparacdo e restauracdo da mesma e geralmente essas lesdes teciduais
desencadeiam respostas intracelulares e intercelulares, coordenando a cura do tecido e a
homeostase. A regeneracdo e cicatrizacdo dos tecidos lesados dependem da quantidade
de proliferacdo de CTM’s (Mazini, et al. 2020).

Portadores de anemia falciforme (AF) frequentemente apresentam feridas
cutaneas que sdo consideradas de dificil cicatrizacdo, podendo ser decorrentes de
diversos fatores patogénicos como disfuncdo do sistema imunoldgico, reducdo da
disponibilidade de oxido nitrico e hipercoagulabilidade (Pinto, et al. 2023; Ladizinski,
et al. 2012), sendo observada reducdo da éarea da lesdo com aplicacdo de
fotobiomodulacédo (Chen, et al. 2022).

O emprego do laser de baixa intensidade oferece beneficios para a cicatrizagdo
acelerando o processo, devido ao desenvolvimento de neovascularizagdo local,
proliferacdo celular e de fibroblastos, resultante de fatores de crescimento (de Freitas e
Hamblin, 2016). Os espectros de luz visivel e infravermelho proximo apresentam
resultados mais efetivos em relacdo a proliferacdo e diferenciacdo celular. Varios
comprimentos de onda e doses sdo utilizados para cicatrizacdo de feridas, sem que
exista uma padronizacdo de protocolos (Leyane, 2021; Moravej 2023).

O LED (diodo emissor de luz) mostrou ser um recurso alternativo com
resultados semelhantes e de custo reduzido, quando comparado com o Laser e apresenta
eficacia em pacientes com feridas crbnicas e reducdo do tempo de cicatrizacdo das

mesmas. Os mecanismos de acdo do LED estdo relacionados a estimulacdo de

27



fotorreceptores, alteragdes nos niveis de ATP celular, proliferacdo de fibroblastos,
sintese de colageno, aumento do potencial de regeneracéo tecidual e liberacdo de fatores
de crescimento. O tratamento com LED mostrou organizacao do tecido lesado, com area
de tecido de granulacdo presente, surgimento de foliculos pilosos e papilas dérmicas

(Ginani, 2015).

Os ensaios celulares sdo importantes ferramentas na triagem de melhores
respostas frente a diferentes parametros fisicos de recursos terapéuticos, sendo que a
busca de protocolos mais eficientes e padronizados, sdo de grande relevancia clinica

para o tratamento de feridas cutaneas.
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29



O tratamento de feridas crénicas é um problema para a saude publica, visto que
possui custo elevado e tempo de tratamento prolongado, por isso buscam-se
alternativas para acelerar esse processo (Olsson, et al. 2019). A cicatrizagdo inicia a
partir do momento que a barreira da pele é danificada e se sucede de inumeras
interacdes celulares, para que ocorra o fechamento da leséo. Essas interacbes podem
ser prejudicadas por alteracGes sistémicas patologicas, que retardam o processo de
cicatrizacdo e consequentemente evolui para a cronificacdo da lesdo (Ramasastry,
1998).

O processo de cicatrizacdo € classificado em quatro fases sequenciais, porém
sobrepostas, sendo elas: hemostasia/inflamacéo, proliferacdo e remodelacdo (Figura
1). As interacdes responsaveis em cada fase desses processos buscam alcancar a
homeostasia e restauracdo do tecido, tornando-o mais semelhantes e funcional de um
tecido ndo lesado. Essas interacdes tem inicio imediatamente ap6s 0 momento da lesdo

e pode durar por anos (Velnar, et al. 2009; Wang, et al. 2024).
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Figura 1 - Fases do reparo tecidual e suas principais respostas ao longo do tempo de
reparacao de ferida. Fonte: Guirro e Guirro, 2023.

O reparo tecidual é iniciado com a fase da hemostasia, em que uma rede de
fibrina é formada para conter o sangramento, seguida da inflamacdo com intuito de
remocao de detritos e prevencdo de infec¢do, com grande influxo de neutrofilos e os
macrofagos, responsaveis pela limpeza dos restos celulares (Penatzer, et al. 2022).
Durante a fase proliferativa, os queratindcitos e fibroblastos atuam para preencher o
espaco da lesdo com a geracdo do tecido de granulacdo, e concomitantemente ocorre a
formacdo de novos vasos. Finalmente, na fase de remodelacdo ocorre a reorganizagéo
da matriz extracelular, substituicdo e rearranjo do colageno tipo Il pelo colageno tipo
I com aumento da forca de tensdo do tecido, que vai se assemelhando com o tecido

normal, podendo se prolongar por anos (Fernandez-Guarino, 2023), Figura 2.
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Figura 2 - Atuacdo de diferentes células durante o processo de cicatrizagéo.
Macréfagos e neutrofilos sdo predominantes durante a inflamacdo. Na fase
proliferativa ha um aumento na vascularizagdo do tecido e os miofibroblastos e
fibroblastos sdo predominantes durante a fase de remodelagdo. Fonte: Wilkinson e
Hardman, 2020.

O sucesso do processo de reparo tecidual envolve o funcionamento de muitos
fatores, por ser um processo complexo e altamente regulado, para manter a funcéo de
barreira da pele. Alteracdes patolégicas podem modificar esses mecanismos,
resultando em feridas crénicas de dificil cicatrizacdo, como 0 que acontece em
portadores da anemia falciforme (AF), que possui uma alteracdo na membrana das
hemécias, ficando mais susceptiveis a romper, desencadiando uma sequéncia de
eventos que podem resultar em mdaltiplas complicaces, como anemia hemolitica,
vaso-oclusdo, inflamacdo cronica e dano tecidual (Inusa, et al. 2019; Lisk, et al.2023).

Avancos no tratamento da AF possibilitaram um aumento da expectativa de vida e

com isso as complicagdes comecaram a ser mais frequentes (Pinto, et al. 2023). Entre
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essas complicacOes as mais frequentes séo hipertensdo pulmonar, , trombose, acidente
vascular cerebral e retinopatia. No entanto complicagdes como as Ulceras cutaneas
vem se tornando frequentes e recorrentes e estdo associadas a gravidade da doenca e
sdo de dificil cicatrizacdo (Ladizinski, et al. 2012, Monfort e Senet, 2020; Sahu, et al.
2021), sendo importante aprofundar o entendimento sobre a fisiopatologia da lesdo, e
consequentemente apontar alternativas mais adequadas de tratamento.

O oOxido nitrico (NO) exerce um papel fundamental no desenvolvimento da
ulceracdo, sendo observado que portadores de AF apresentam menores niveis, quando
comparado a individuos ndo acometidos pela doenca (Dick, et al. 2023). O NO auxilia
na vasodilatacdo e funcdo endotelial, sendo que sua reducdo predispbe a
vasoconstricao e disfuncdo endotelial que pode contribuir para o desenvolvimento da
lesdo tecidual (Mack e Kato, 2006; Levine, 2012; Sundd, 2019; Kashiwagi, et al.
2023).

Dentre as modalidades conservadoras do tratamento de lesGes, sendo elas
decorrentes da AF ou decorrente de outros fatores, a terapia celular por meio de
células tronco mesenquimais (CTMs) é uma abordagem promissora (Farina, et al.
2019). A capacidade de se auto-renovar, proliferar e diferenciar em diversos tipos de
células especializadas, podem auxiliar no processo do reparo. Podem ser isoladas a
partir de inameros tecidos, dentre eles a medula déssea, corddo umbilical, polpa
dentaria e tecido adiposo (TA). O TA possui algumas facilidades em relacéo a outros
locais para coleta de CTMs, devido sua facil acessibilidade, facilidade de coleta e
quantidade superior as células encontradas na medula 6ssea, além de serem facilmente
cultivadas e com crescimento mais rapido (Mohamed-Ahmed, et al. 2018; Mazini, et
al. 2020).

Durante a cicatrizacdo de feridas, as CTMs sdo recrutadas para locais lesados,
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com capacidade de se proliferar e diferenciar em fibroblastos dérmicos, células
endoteliais e queratindcitos, que sdo fundamentais nesse processo (Lee, 2016), por
meio interacOes paracrinas que ativam a sinalizagdo celular e acelera o fechamento da
ferida, auxiliando nas fases da cicatrizacdo (Tsai, 2017; Zhu, et al. 2023).

Outra ferramenta que potencializa o fechamento de lesdos, especialmente as lesdes
crénicas, e fotobiomodulacdo (FBM), que caracteriza-se por uma terapia que implica
na aplicacao de luz de baixa poténcia, com grande campo de utilizacdo na cicatrizacao
e reparo tecidual (Chen, et al. 2022; Nair, et al. 2023). Os mecanismos de a¢do estdo
relacionados com a absorcéo da luz, convertida em energia luminosa por cromoforos
mitocondriais, especialmente o citocromo ¢ oxidase (CCO), que provoca eventos

fotoquimicos e fotofisicos para alterar a atividade bioldgica do tecido alvo (Huang, et
al. 2011; de Freitas e Hamblin, 2016).

Os estimulos ocasionados pela luz podem produzir respostas positivas na
cicatrizacdo desde fases iniciais até em fases mais tardias, com reducdo do infiltrado
inflamatdrio, a estimulacdo de macrofagos e fibroblastos, aceleracdo da epitelizacao,
organizacdo das fibras de colageno e estimulacdo da producdo de células endoteliais
(Karu, 1988; Hamblim. 2017; da Silva, et al. 2023).

O Laser e LED sdo considerados instrumentos terapéuticos que possuem
semelhancas em relacdo a luz emitida, ambos os recursos dispoem de uma banda
espectral estreita. Os feixes de luz do laser apresentam caracteristicas especificas, eles
sdo colimados, coerente e monocromatico. A diferenca entre as fontes estd na
caracteristica do feixes de luz, uma vez que os feixes do LED ndo séo coerentes.
Apesar dessa diferenca, a terapia do LED de baixa intensidade é um recurso de baixo
custo comparado com a terapia de laser, com efeitos positivos no tratamento de

cicatrizacdo de feridas (Chaves, et al. 2014; Vitoriano, et al. 2019)
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A energia depositada nos tecidos é absorvida e convertida em energia
metabdlica, utilizada na cadeia respiratoria ocasionando a aumento da producdo de
ATP (adenosina-trifosfato) levando a estimulacdo da producéo de espécies reativas de
oxigénio (EROS), e déxido nitrico (NO) e reducgdo do infiltrado inflamatério (Leyane,
2021; Moravej 2023). No entanto, esses efeitos séo alcangados quando utulizado os
parametros adequados, a quantidade de energia aplicada, pode ocasionar a
estimulacao, inibicdo ou nenhum efeito (Mignon, et al. 2018; Zein, 2018).

A utilizacdo de parametros adequados para a aplicacdo da FBM em diversas
situacOes, entre elas na regeneracdo tecidual é tema frequente de discussdo em estudos.
Comprimento de onda vermelha e infravermelha proximos sdo o0s que apresentam
melhores resultados em condicdes cutaneas (Mignon, et al. 2018). A dosagem ainda
continua sendo investigada, por possuir uma grande variedade de doses utilizadas que
mostram resultados significativos, por esses motivos, 0s ensaios celulares sao
importantes ferramentas na triagem de melhores respostas de recursos terapéuticos,
sendo que a busca de protocolos mais eficientes e padronizados, sdo de grande

importancia clinica para o tratamento de lesdess cutaneas.

35



OBjetivos

36



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da fotobiomodulagdo em células mesenquimais
multipotentes de tecido adiposo (CTMs-TA) de individuos sem comorbidades, e

fibroblastos in vitro de portadores de anemia falciforme.

2.2 Objetivos especificos

Analisar a proliferacdo e morte celular de CTMs-TA, submetidas a irradiacdo do laser
com comprimentos de onda de 660 nm e 830 nm, poténcias de 40 mW e 100 mW,

energiade0,5J,2,0Je4,0J;

Analisar a viabilidade celular de CTMs-TA, submetidas a irradiacdo do laser com
comprimentos de onda de 660 nm e 830 nm, poténcias de 40 mW e 100 mW, energia de

05J,20Je4,0J;

Analisar a proliferacdo e morte celular de CTMs-TA, submetidas a irradiacdo do LED
com comprimento de onda de 630 nm e 850 nm, com frequéncia varidvel dentro da

faixa de 0 a 1500 Hz e energiade 0,5J,2,0J e 4,0 J;

Analisar a viabilidade celular de CTMs-TA, submetidas a irradiacdo do LED com
comprimento de onda de 630 nm e 850 nm, com frequéncia varidvel dentro da faixa de

0a 1500 Hz e energiade 0,5J,2,0J e 4,0 J;
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v Analisar por meio do Scratch assay a aproximacdo de borda de feridas in vitro em
CTMs-TA de individuos sem comorbidades, e fibroblastos in vitro de portadores de

anemia falciforme submetidas a irradiagcdo com laser e LED.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracdes éticas

O estudo foi aprovado junto ao Comité de Etica e Pesquisa do Hospital das
Clinicas — FMRP/USP, CAAE 18691919.3.0000.5440 sob o numero de parecer
3.842.162 (Anexo A). Os experimentos foram realizados no Laboratério de Terapia
Celular do Hemocentro do HCFMRP-USP, aprovado pela Comissédo Deliberativa em

Pesquisa do Hemocentro do HCFMRP-USP.

4.2 Coleta da amostra tecidual

As amostras de célula tronco do tecido adiposo (CTM’s-TA) do abdémen
inferior foram coletadas de pacientes saudaveis, idade entre 20 e 54 anos e indice de
massa corporal (IMC) méaximo de 29 kg/m?, por meio do processo de lipoaspiragdo por
equipe especializada. O material foi coletado, expandido e congelado em tubos

criogénicos (Greiner Bio-One®, Frickenhausen, Alemanha) no nitrogénio liquido.

Os fibroblastos foram coletados de paciente em tratamento no Hemocentro do
HCFMRP-USP, portador de anemia falciforme que apresentou Ulcera de membro
inferior, por meio de amostra de pele retirada com biopsia tipo punch de 4 mm, sob
anestesia local, por uma equipe especializada e congelada em frasco, o qual foi
acondicionada em tubos criogénicos (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemanha) e

congelada no nitrogénio liquido.
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4.3 Cultivo celular de CTM de individuos sem comorbidades

As células armazenadas foram descongeladas em banho maria (37°C) sendo
o cultivo celular feito em garrafas (Greiner Bio-One®, Frickenhausen, Alemanha) de
75 cm? contendo meio oMEM (meio minimo essencial, Sigma-Aldrich, Missouri,
EUA) com 10% de SFB (Soro fetal bovino, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA),
penicilina e estreptomicina incorporadas. As células foram incubadas em estufa imida
a 85%, com temperatura a 37 °C com 5% de CO>, sendo que o meio foi trocado a cada
48 horas. Apbs a adesdo das CTMs-TA as garrafas, atingindo a confluéncia celular

acima de 80%, o meio foi retirado e efetuado o processo de tripsinizagéo.

4.4 Cultivo celular de fibroblasto de portadores de anemia falciforme

As células armazenadas foram descongeladas em banho maria (37°C) sendo
o cultivo celular feito em garrafas (Greiner Bio-One®, Frickenhausen, Alemanha) de
75 cm? contendo meio DMEM (Meio Eagle modificado por Dulbecco, Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA) com 10% de SFB (Soro fetal bovino, Sigma-Aldrich, Missouri,
EUA), penicilina e estreptomicina incorporadas (Figura 3). As células foram
armazenadas em estufa Umida a 85%, com temperatura a 37 °C com 5% de COx,
sendo que o meio foi trocado ga cada 48 horas. Ap6s a adesdo dos fibroblastos a
garrafas, atingindo a confluéncia celular acima de 80%, o meio foi retirado e efetuado

0 processo de tripsinizacao.
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Figura 3 - Garrafas de cultivo celular de 75 cm2 para cultura e armazenamento das
Células tronco mesenquimais e fibroblastos de anemia falciforme em meios de cultura,
mantidas em estufa com temperatura e umidade controlada. Fonte: Arquivo pessoal.

4.5 Tripsinizacdo

A tripsinizacdo foi efetuada com a retirada do meio de cada garrafa contendo
as células aderidas, sendo sua lavagem realizada com PBS (solucdo salina tamponada
de fosfato) 1X, adicionando enzima tripsina para lise das adesdes celulares (0.05%
Tripsin 0.53 mM EDTA, Gibco™ Carlsbad, CA, EUA). Para ativacdo dessa enzima,
as garrafas foram mantidas na incubadora (Thermo Scientific Enviro Scan™ Estados
Unidos) durante cinco minutos a 37°C, e em seguida, foram adicionados 9 mL de
RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium: meio de cultura celular, Gibco),

para sua inativagao.

4.6 Plagueamento
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Logo apds a tripsinizagdo, foram semeadas 2x10* de CTMs-TA e fibroblastos
por poco, utilizando placas de cultivo de 24 pocos (CELLSTAR®, Greiner bio-one,
Alemanha) em 1 mL de meio aMEM + 10% SFB ¢ DMEM + 10% SFB
respectivamente. Ap6s o plagueamento, as células foram mantidas em estufa a 37°C,
com 5% de CO; até atingirem a confluéncia, dando inicio ao protocolo de irradiag&o.
No que diz respeito a garantia de reprodutibilidade dos dados, todos os experimentos
foram realizados em triplicata.

As células foram plagueadas de forma intercalada mantendo pocos vazios entre
0s poc¢os semeados, sendo que 0s pogos vazios foram preenchidos com material EVA
(acetato-vinilo de etileno) de cor preta durante a irradiacdo, com finalidade de

minimizar a dispersao ndo intencional de luz durante a fotobiomodulacédo (Figura 4).
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Figura 4 - Plaqueamento celular em placas de 24 pocos, com pogos intercalados, com e
sem células, para evitar o espalhamento intencional da luz durante a fotobiomodulag&o.

4.7 Fotobiomodulagéo a laser

Os experimentos foram efetuados sob a capela de fluxo laminar (Cabine de
Fluxo laminar Classe Il, Labconco, EUA). As culturas de células aderidas foram
irradiadas com um laser de diodo AlGalnP e AsGaAl, com equipamento Photon Lase
Il (DMC® Equipamentos Ltda., S&o Carlos, Brasil), registro da ANVISA
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80030810014, com comprimentos de onda de 660 nm e 830 nm respectivamente, modo
de emissdo continua, area de secgdo transversal do feixe de 0.028 cm?, poténcias de 40
mW e 100 mW, energia de 0.5 J, 2 Je 4 J, intervalo das aplicagdes de 0, 24 e 48 horas

(Tabela 1).

O probe do laser foi direcionado verticalmente em cada poco, fixo por uma
plataforma de suporte, com distancia de 3.3 cm do laser até o fundo do pogo, de modo
que o feixe de luz cobrisse todo o poco e irradiasse as células igualmente. Sobre a placa
no momento da irradiacdo, era colocada uma placa de EVA preta, com abertura de
mesmo diametro do poco, para garantir que o feixe ndo interferisse ao redor do poco

(Figura 5).

Figura 5 - Plataforma de suporte desenvolvido para irradiacéo a laser, fixada a 3,3 cm
de distancia do laser até o fundo do poco. Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 1- Parametros da fotobiomodulagéo utilizado para irradiacdo células tronco mesenquimais com laser vermelho (660 nm) e infravermelho

(830 nm).
PARAMETROS LASER 660 nm LASER 660 nm LASER 830 nm LASER 830 nm
POTENCIA (mW) 100 mwW 40 mW 100 mwW 40 mW
MODO DE ACAO Continuo Continuo Continuo Continuo
AREA DO FEIXE (cm?) 0,028 cm? 0,028 cm? 0,028 cm? 0,028 cm?
IRRADIANCIA (W/cm?) 3,57 1,42 3,57 1,42
TEMPO (5) 5; 20; 40 12.5; 50; 100 5; 20; 40 12.5; 50; 100

DENSIDADE DE ENERGIA (J/cm?)

17.8;71.4;142.8

ENERGIA (J) 0,5; 2,0; 4,0
G1- 660 nm, 100 mW, 0.5 J; G2- 660 nm, 100 mW, 2 J; G3- 660 nm, 100 mW, 4 J; G4- 660 nm, 40
13 GRUPOS mWw, 0.5 J; G5- 660 nm, 40 mW, 2 J; G6- 660 nm, 40 mW, 4 J; G7- 830 nm, 100 mW, 0.5 J; G8- 830

nm, 100 mW, 2 J; G9- 830 nm, 100 mW, 4 J; G10- 830 nm, 40 mW, 0.5 J; G11- 830 nm, 40 mW, 2 J;
G12-830 nm, 40 mW, 4 J; G13- Controle (sem tratamento).
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4.8 Fotobiomodulagio com Diodo emissor de Luz (LED)

A irradiacdo com LED foi efetuada com um dispositivo de diodo emissor de
Luz Antares® (IBRAMED, Amparo, Brasil), modo continuo, com um comprimento de
onda de 630 nm com poténcia de 50 mW e 850 nm (Tabela 2).

A irradiagdo de células mesenquimais com LED ocorreu no intervalo de zero,
24 e 48 horas. O LED foi direcionado de forma perpendicular em cada pogo. Sobre a
placa no momento da irradiacéo, era colocada uma placa de EVA preta, com abertura de

mesmo didmetro do poco, para garantir que o feixe ndo interferisse ao redor do poco.

Tabela 2- Parametros da fotobiomodulacdo utilizado para irradiacdo células tronco
mesenguimais com LED vermelho (630 nm) e infravermelho (850 nm).

Parametros LED 630 nm LED 850 nm
Poténcia (mW) 50 mW 60 mwW
Irradiancia (W/cm?) 0,01 0,02
Area do feixe (cm?) 2,93 cm? 0,5 cm?
Tempo (S) 10; 40; 80 8; 32; 64
Densidade de energia (J/cm?) 0,17; 0,68; 1,36 0,96; 3,84; 7,68
Modo de agéo Continuo
Energia (J) 0,5;2,0; 4,0

4.9 Analise das células tronco mesenquimais

A analise das células tronco mesenquimais (CTM’s) submetidas a estimulagéo,

foi efetuado por meio da retirada do meio aMEM + 10% SFB, sendo em seguida
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adicionado em cada po¢o 300 pL de PBS (Tampéo fosfato-salino) com a solugéo dos
marcadores Pl (lodeto de Propidio — Sigma Aldrich), que penetra em membranas
lesadas marcando as células consideradas mortas ou invidveis e a solugcdo Hoechst
(Hoechst Stain solution — Sigma Aldrich), foi utilizada para corar DNA e marcar células
viaveis. As marcacOes foram realizadas apds 24 h, 48h e 72 h da irradiacdo/estimulacéo,
e as imagens das placas foram adquiridas. Os dados foram analisados com software
MetaXpress® (Molecular Devices, San José, California, EUA), com finalidade de

detectar os parametros mais adequados.

4.10 Scratch Assay - Ensaio de cicatrizacao

O ensaio de cicatrizacdo, também conhecido como scratch assay ou método de
avaliacdo de cicatrizacdo de feridas in vitro, envolve um arranhdo na camada celular
para criar uma lesdo artificial e assim conseguir avalia 0 tempo de aproximacdo das

bordas, mimetizando uma lesao (Figura 6).

Figura 6 - Ensaio de cicatrizacdo de ferida, realizado por meio de um arranh@o na
camada de células tronco mesenquimais de individuos sem comorbidades e de
fibroblastos de portadores de anemia falciforme. O acompanhamento das imagens foi
analisado imediatamente apds a aplicacdo do laser e 24 horas ap6s aplicacdo do laser,
até a aproximacao das bordas. Fonte: Arquivo pessoal.
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No momento em que as células atingiram a confluéncia, foi efetuado o scratch,
com 0 uso de uma ponteira 1000 puL e em seguida a irradiagdo com LASER e LED,
tanto em células tronco mesenquimais do tecido adiposo, quanto em fibroblastos de
portadores de anemia falciforme. Os pardmetros fisicos que foram identificados como
melhor resposta nos ensaios celulares, de acordo com os dados obtidos nas anélises
das CTMs descrito anteriormente, foram utilizados para irradiacdo. A migragéo
celular foi monitorada até a completa aproximacao das bordas, por meio de imagens
fotograficas no decorrer do tempo até a aproximacao total, com o uso de microscopio
confocal e mesa motorizada, contendo controle de temperatura (LSM 710®, Zeiss,
Alemanha). O microscopio confocal foi utilizado para visualizacdo, através da
microscopia do campo claro e programacédo para obtencdo das imagens por meio de
fotografia a cada 20 min, por 48 h. Para padronizacao, foi analisada as imagens no
tempo 0, 6 e 24 horas, caso nao tivesse fechado a lesdo, a analise continuava até a

aproximacdo total das bordas, e o registro fotogréafico foi efetuado em trés pontos pré-

determinados de cada poco (Figura 7).

mesa motorizada com controle de temperatura. B- Imagem fotografica adquirida a ca
20 minutos da camada celular ap6s o Scratch. Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 7 - A- Microscépio confocal com

da
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4.11 Andlise estatistica

A normalidade dos dados apresentados de morte e proliferacdo celular foi
verificada com o teste de Shapiro Wilk, e a comparacdo entre os grupos pelo teste
ANOVA Two way. Na presenca de diferenca significativa, foi aplicado o teste de
Tukey. As andlises foram efetuadas com o software GraphPad Prism® 7.0 (San Diego,
CA, USA) com o nivel de significancia estabelecido em p<0,05.

Para o ensaio de viabilidade celular e ensaio de cicatrizagdo in vitro, as
variaveis apresentaram distribuicdo normal, portanto aplicou-se o teste T. Em todos 0s

calculos foi fixado o nivel critico de 5% (p<0,05).
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Resultados
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5. RESULTADOS
5.1 Resposta das CTMs-TA submetidas a irradiacéo do laser
5.1.1 Proliferacéo celular

Em relacdo aos dados obtidos com a irradiacdo a laser sobre as CTMs-TA, a
tabela 3 mostra a média e desvio padrdo dos valores referentes a proliferacdo celular,
em que houve diferenca significativa (p<0,05) quando comparado cada parametro em
diferentes tempos de irradiacdo (24, 48 e 72 horas). Ambos os comprimentos de onda
apresentaram aumento nos valores da proliferacdo, no entanto a quantidade celular foi
maior no laser de 830 nm, 100 mW, energia de 2 J e 4 J e no 830 nm, 40 mW, energia
de 0,5 J e 4 J, quando comparado aos outros parametros utilizados. No tempo 72 horas,
0s parametros associados ao comprimento de onda de 630 nm apresentaram valores

significativamente menores, quando comparado ao laser de 830 nm.

5.1.2 Morte celular

A Tabela 4 mostra a média e desvio padrdo dos valores referentes a morte
celular. A quantidade de morte celular apresentou diferenca estatistica (p<0.05) quando
comparado cada parametro em diferentes tempos de irradiacéo (24, 48 e 72 horas). No
tempo de 72 horas o0 LASER de comprimento de onda de 660 nm, poténcia 100 mW,
controle e energia de 0.5 J exibiram aumento na quantidade de morte celular quando
comparado ao tempo 24 horas. Por outro lado, no tempo de 48 horas, houve valores
menores de morte celular comparado ao tempo 24 horas no comprimento de onda de

660 nm, 40 mW, energiade 0,5e 2 J.
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Tabela 3 — Valores referentes a proliferacdo celular com o laser de comprimento de
onda 830 e 660 nm, poténcia 100 e 40 mW, grupo controle e energiade 0.5J,2 Je
4 J, em relacdo ao tempo 24, 48 e 72 horas.

Parametros Energia 24 h 48 h 72 h
Controle 51304396 8595+810" 1510541401 *
0,5J 5787+447 73444302 15870+2657
830 nm/ 100 mW 2] 6252+1413 9318+816" 15438+899" #
4] 6744+1583 897641440 14271+1606" #
Controle 45784543 8640+500" 137494854 *
0,51 4032+1633 8286+877" 15303+686"*
830 nm/ 40 mW N
2] 40054415 9147+1888 133924940 *
4] 56944505 10707+932" 16014+1699"#
Controle  2928+277  5757+645" 7578+454"#
0,51J 2559+393 5373+513" 6627+1008
660 nm/ 100 mW .
2] 28074285 52024298 8109+1488*
4] 3061+307 5037+597" 8043+1130"#
Controle 48394584  7543+621" 101084539 #
0,51 4890+233  7369+1069" 91954549 #
660 nm/ 40 mW . .
2J 45324273 70261455 8649+851"*
4] 5162+569  7511+1232" 89154227 #

* - p<0.05 comparado ao tempo 24 h; # - p<0.05 comparado ao tempo 48 h;
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Tabela 4 — Valores referentes a morte celular com o laser de comprimento de onda
830 e 660 nm, poténcia 100 e 40 mW, grupo controle e energiade 0.5J,2Je 4],
em relacdo ao tempo 24, 48 e 72 horas.

Parametros Energia 24 h 48 h 72h

Controle 102444 321+22" 543+113
84+34 303469 1038+922

830 nm/ 100 mW 0.5
2] 11145 3184132 4774241
4] 141+49 2914126 5014149

Controle 123+45 201+36 120+22

0,5J 120459 285+42 4714597
830 nm/ 40 mW
2] 75149 3844132 81+32
4] 132+51 315+45 126445

Controle 42+13 1771121 507476

0,5J 51+13 78+5 420+81"

660 nm/ 100 mW
2] 60+14 42422 291+171
4] 3619 54+31 492+158

Controle  943+171 306+37 800+74*

*

0,51J 9104205 371+172 574+49
660 nm/ 40 mW

2] 769148 276429 5291140
4] 1068+342  308+114 574+39

* - p<0.05 comparado ao tempo 24 h; # - p<0.05 comparado ao tempo 48 h.

5.1.3 Viabilidade celular
A viabilidade celular foi calculada baseado na proliferacdo e morte celular. Nas
primeiras 24 horas apds a irradiacdo, apenas o comprimento de onda de 660 nm e

poténcia de 40 mW mostraram resultados menores que o grupo controle, e 0 mesmo
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comprimento de onda com poténcia de 100 mW teve aumento significativo em 24
horas, assim como no tempo de 48 horas. Com o avancar do tempo, em 72 horas, o laser

de 830 nm se mostra significativamente maior, que o laser de 660 nm (Figura 8).

A Viabilidade celular - 24 horas B Viabilidade celular - 48 horas
1,1 1,1
k7 ko y * * g 10 * * « X
3 3
= 09 =09
e} 0
2 o
> 0,8 > 0,8
0,7 0,7
Controle 0,5J 2,0) 4,0) Controle 0,5) 2,0) 4,0)
M 830 nm/100 mw M 330 nm/40 mW B 830 nm/100 mW B 830 nm/40 mW
® 660 Nm/100 MW 660 nm/40 mw = 660 nm/100 MW = 660 nm/ 40 mW
c Viabilidade celular - 72 horas
_ 11
©
% 1 K * * * x ¥
S 0,9
Q
® 08
e
‘s 0,7
< Controle 051 2,01 4,0)

H 830 nm/100 mW m 830 nm/40 mW
B 660 nm/100 mW & 660 nm/40 mW

Figura 8 - A figura A mostra os valores da viabilidade celular no tempo de 24 horas
apos a irradiacdo a laser. A figura B e C representam os valores da viabilidade no tempo
de 48 e 72 horas respectivamente.

5.2 Resposta das CTMs-TA submetidas a irradiacédo do LED

5.2.1 Proliferacéo Celular
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A Tabela 5 aponta a média e desvio padréo dos valores referentes a proliferagdo
celular. Houve diferenga significativa na proliferacdo celular (p<0,05) quando
comparado cada pardmetro em diferentes tempos de irradiacdo (24 h, 48 he 72 h). O
LED de 850 nm apresentou quantidade celular maior que o LED de 630 nm e no tempo

de 72 horas apresentou diferenca significativa comparado com o tempo de 24 e 48 h.

Tabela 5 — Valores de proliferagéo celular com o LED de comprimento de onda 850

nm, poténcia 60 mW, 630 nm e 50 mW, com energia de 0.5, 2 e 4 J, em relagdo ao

tempo 24 h, 48 hr 72 horas.

Parametros Energia 24 h 48 h 72 h
Controle 25611173  45924369*  4846+329*"
0,5 20671395  47244389*  5461+334**
850 nm /60 mW 2] 2017177 44114242*  5126+402%%
4] 25954351  4435+468*  5523+303*
Controle 32324109  3963+236* 39714+170*
0,517 30901365 43774+400*  4160+227*

630 nm 50 mW

2 3173£176  4225+226*  42824303*
4] 3436+369 40414338  4573+171%

* - p<0.05 comparado ao tempo 24 h; # - p<0.05 comparado ao tempo 48 h.

5.2.2 Morte celular

Os valores referentes a morte celular estdo descritos na Tabela 6 com a média e

desvio padrdo, sendo que a desta apresentou diferenca significativa (p<0.05) na

comparacdo de cada parametro em diferentes tempos de irradiacdo (24 h, 48 h e 72 h).

55



Também foi encontrada diferenga significativa no LED de 850 nm, que apresentou
maior quantidade de células mortas, comparado com o LED de 630 nm.
Tabela 6 — Valores referentes a morte celular comparando LED de comprimento de

onda 850 nm, poténcia 60 mW, 630 nm e 50 mW, com energia de 0.5, 2 e 4 J, em
relacdo ao tempo 24, 48 e 72 horas.

Parametros Energia 24 h 48 h 72h
Controle 254429 89428* 458+42*#
0,5J 283+111 109+8 458+85*
850 nm /60 mW
2] 272490 74+15*% 440480*
4] 419+60 87+5* 531+84%
Controle 185+7 170+4* 185+13
0,5J 173427 193+55 214+6
630 nm 50 mW
2] 208+17 161+31 205+24
4] 203+33 18146 200+13

* - p<0.05 comparado ao tempo 24 h; # - p<0.05 comparado ao tempo 48 h;

5.2.3 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi calculada com base nos dados de proliferacdo e morte
celular. Nas primeiras 24 horas ap0s a irradiagdo com LED, apenas o comprimento de
onda de 660 nm, 2 J de energia mostrou resultados significativamente maiores que o
grupo controle, e 0 mesmo comprimento de onda teve aumento significativo em 72

horas. assim como no tempo de 48 horas (Figura 9).
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Figura 9- A Figura A mostra 0 comportamento da viabilidade celular no tempo de 24
horas apds a irradiacdo. Os tempos e 48 e 72 horas apo6s irradiagdo sdo mostradas na
figura B e C respectivamente.

5.3 Scratch Assay — ensaio de cicatrizagéo celular

Para avaliacdo de cicatrizagdo de feridas in vitro foi realizado o arranhdo na
camada de célula para criar uma lesé&o artificial. No presente estudo, apés a irradiagdo
com o laser e o LED, em células tronco mesenquimais do tecido adiposo, a area do
sulco na camada celular foi avaliada no tempo de 0, 6 e 24 horas (Figura 10). Os
parametros utilizados nesse ensaio foram os que apresentaram melhores resultados em
relagdo a proliferagdo, morte e viabilidade celular, sendo eles LED 630 nm, laser de 660

e 830 nm, como demonstrado nas tabelas abaixo (Tabela 7).
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Figura 10 - Ensaio de fechamento de ferida in vitro, com arranh&o na camada de
CTM’s. Figura A representa 0 arranhdo logo apdés a irradiacdo no tempo 0, seguida da
figura B no tempo de 6 hora e a figura C em 24 horas, com aproximacéo total das
bordas.

No presente estudo, apos a irradiacdo com o laser e o LED em fibroblastos de
portadores de anemia falciforme, a area do sulco na camada celular ndo apresentou
fechamento completo em 24 horas, como o ocorrido nas células tronco mesenquimais
de pacientes sem comorbidades, sendo as analises feitas em 0, 24 e 48 horas (Figura
11).

A area do sulco das células que receberam a estimulacdo comparada com o
grupo controle apresentou reducdo no tempo de 24 horas quando comparado com o
tempo de 0 horas, mas ndo apresentou diferenca significativa. J& no tempo de 48 horas
quando comparado com 0 horas, houve uma reducdo significativa, com fechamento
quase total das bordas nos grupos irradiados com LED de 630 nm, em ambas as
energias, assim como o laser de 660 nm e poténcia de 100 mW e o laser de 830 nm e
100 mW. O comprimento de onda vermelho, com poténcia de 40 mW se mostrou

significativo apenas na energia de 4 J (Tabela 8).
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Figura 11 - Ensaio de fechamento de ferida in vitro, com arranhdo na camada de
fibroblastos. Figura A representa o arranhdo logo apdés a irradiacéo, no tempo 0, seguida
da figura B no tempo de 24 hora e a figura C em 48 horas, com aproximacéo total das
bordas.
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Tabela 7 - Reducgdo em porcentagem da &rea da leséo in vitro de CTMs apos a irradiacdo com laser e LED, quando comparado o tempo de 6 hora e
24 horas com o tempo de 0 horas.

Energia Area0h Area 6 h Reducédo % Area 24 h Reducdo %
Controle 48,910 30,6£8,6 37,3% 7,3£2 85
LED 630 nm 2,01 45,7+8,6 33,618,6 26,3% 2,4+0,9 94,7**
LED 630 nm 401 44,7£7,8 26.5£3,2 40,6% 2,1+1,1 95,3**
Laser 660 nm/ 100 mW 2,0 42,1+5,3 24,541 41,8% 3,3+2,6 92,1**
Laser 660 nm/ 100 mW 4,01 40,317 20,5%3,2 49,1% 2,8+0,5 92,9*%*
Laser 660 nm/ 40 mW 2,0 46,415 25,7£5,2 44,6% 4,7+2,7 89,8
Laser 660 nm/ 40 mW 4,01 47+9,2 34,2+10,2 27,1% 2,5+1,2 94,7**
Laser 830 nm/ 100 mW 2,01 43,4+4,7 34,7+8,3 20,4% 2,9+0,9 93,3**
Laser 830 nm/ 100 mW 401 44,2473 31,6£3,3 28,3% 4,5+2,6 89,7
Laser 830 nm/ 40 mW 2,01 49,7+8,7 31,739 36,2% 54+1,7 89
Laser 830 nm/ 40 mW 401 33,216,1 23,3t7,1 29,8% 0,8£0,5 97,3**

J: Joules; ** p<0,01.
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Tabela 8 - Redugdo em porcentagem da area da les&o in vitro de fibroblastos de portadores de Anemia falciforme apds a irradiagdo com laser e
LED, quando comparado o tempo de 24 e 48 horas com o tempo de 0 horas.

Energia AreaOh Area24h Reducdo % Area48h  Reducdo %

Controle 58,7£18,7 28,3t14,8 52% 4,68+3,04 92%

LED 630 nm 2] 54,2+15,7 27,9111 46% 1,16+0,41 98%*
LED 630 nm 4] 52,0£16,5 27,248,5 32% 1,09+0,48 98%*
Laser 660 nm/ 100 mW 2] 57,7125 34,615,1 28% 1,02+0,95 98%*
Laser 660 nm/ 100 mW 4] 60,6+16,4 33,2+12,2 62% 1,0,4+0,37 98%*
Laser 660 nm/ 40 mW 2] 52,4+17,1 32,7+10,6 38% 1,58+0,40 97%
Laser 660 nm/ 40 mW 4] 56,623 35,9+10,6 37% 0,87+£0,17 98%*
Laser 830 nm/ 100 mW 2] 50,4£15,7 36,1+7,58 40% 1,34+0,34 97%*
Laser 830 nm/ 100 mW 4] 56,1+11,8 21,411 45% 0,80+0,38 99%*
Laser 830 nm/ 40 mW 2] 48,1+8,5 25,8+10,6 49% 1,68+1,3 97%
Laser 830 nm/ 40 mW 4] 58,0£23,4 39,5+£11,9 48% 1,98+1,8 97%

J: Joules; ** p<0,01.
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6. DISCUSSAO

Tratamentos de lesdes cutaneas podem ser otimizados com a utilizacdo de
fotobiomodulacdo com a luz, sendo o laser ou 0 LED, visando acelerar o processo
de reparo tecidual, além de evitar complicacdes adicionais. Sob essa perspectiva, 0
presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes parametros da
fotobiomodulacdo em dois tipos celulares, células tronco mesenquimais do tecido
adiposo de individuos sem comorbidades e fibroblastos de pacientes portadores de
anemia falciforme, com intuito de determinar/fundamentar a melhor dose-resposta
para intervencdes nestas lesoes.

O laser ¢ amplamente usado para estimular a proliferacdo e diferenciacdo de
diferentes tipos de células. No entanto, o efeito desejado nem sempre é observado,
pois diversos fatores influenciam nesse processo e podem produzir efeitos
estimulantes ou inibitérios, dependendo dos parametros (Ahrabi 2019). Mecanismos
celulares in vitro resultantes da irradiacdo a laser normalmente expressam as
mesmas condicdes observadas nas lesdes, devido auséncia de barreira Optica. A
absorcdo da energia do laser ocorre em cromoforos presentes nas mitocondrias,
onde é convertida em energia metabdlica, aumentando a sintese de ATP e da
atividade do DNA para producdo de RNA e proteinas especificas (Kreisler, et al.
2002; Alghamdi, et al. 2012; da Silva, et al. 2023).

A maior absorcdo de luz laser por estruturas celulares ocorre em
comprimentos de onda na faixa do vermelho e infravermelho (Ash, et al. 2017).
Contudo, a energia entregue ao tecido alvo interfere nas respostas celulares, estudos
relatam que quanto maior a dose, maior a energia absorvida, consequentemente

maior os danos causados aos fotorreceptores, reduzindo o efeito biomodulador do
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laser, levando a inibicdo do metabolismo e consequente morte celular (Huang, et al.
2011; Zein, 2018; Na, et al 2018). No presente estudo, todas as energias utilizadas
apresentaram aumento da proliferacdo celular, no entanto, a energia de 4 J associada
a outros parametros, mostrou-se significativamente maior no tempo 72 horas
comparada com os tempos de 24 e 48 horas. Os resultados concordam com alguns
pesquisadores de que a acdo do laser esta diretamente relacionada a energia de
irradiacdo, linha celular e comprimento de onda utilizado, além de metodologias
bem definidas (Parenti, et al.2020).

No presente estudo, a irradiacdo com 660 nm, 40 mW apresentou maior
numero de morte celular quando comparando com 0s outros grupos, mostrando que
a FBM com pode interferir no ciclo e crescimento celular de acordo com os
parametros utilizados (Wang, et al. 2017), inclusive interferir na viabildade
celelular. Estudo que avaliou a morte celular (Gross 1990), observou que a FBM é
capaz de modular os niveis de mMRNA de genes presentes nas vias de apoptose. No
entanto, outro estudo com laser de 830 nm (Silva 2019), observou que 0 mesmo nao
foi capaz de causar fragmentacdo do DNA nas células, indicando que esse estimulo
ndo foi suficiente para levar a célula a morte, fato que pode explicar o resultado do
presente estudo, que ndo observou diferenca significativa em relacdo a morte
celular, quando utilizado o laser de 830 nm.

O laser e led possuem caracteristicas semelhantes em relacdo a luz emitida,
ambos dispdes de feixes de luz de banda espectral relativamente estreita, sendo que
a diferenca desses feixes é que os feixes do LED ndo séo coerentes. Apesar desses
contrastes, a terapia do LED é uma alternativa de baixo custo a terapia de laser, com
efeitos positivos no tratamento de cicatrizacdo de feridas, porém ainda apresenta

controvérsia sobre sua eficacia (Chaves, et al. 2014), como observa-se nos

64


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang+Y&cauthor_id=27751953

resultados encontrados no presente estudo, onde apenas o comprimento de onda de
630 nm se mostrou efetivo em relacdo a viabilidade celular, em diferentes tempos
de anélises, ja o comprimento de onda de 850 nm ndo houve diferenga significativa.

O uso do laser e do LED ainda produz controvérsias quanto a similaridade
dos efeitos bioldgicos e terapéuticos promovidos ambos 0s recursos e também
quanto aos parametros adequados a cada uma dessas fontes de luz (Pagin, et al.
2014; Vitoriano, et al. 2019). No ensaio de cicatrizacao celular (scratch), observou-
se que o laser e o LED apresentaram reducdo do tempo de aproximacao das bordas
da ranhura padronizada, porém houve diferenca entre os tecidos irradiados. Nas
CTM-TA em 24 horas, as bordas estavam quase que totalmente aproximadas e nos
fibroblastos de AF, precisou de mais tempo para a aproximacao.

Embora o numero de publicacdes relacionadas as acgdes inerentes a
fotobiomoducgado com laser sejam mais expressivas em relacdo ao LED, as ac¢des de
ambos os recursos sdo semelhantes diante dos parametros fisicos adotados, sendo
interessante mais estudos que investigues as acfes de ambos os recursos frente a

diversas disfunces, e diferentes parametros fisicos.
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7. CONCLUSAO

Diante dos achados do presente estudo, foi possivel confirmar a hipétese de
que diferentes parametros fisicos da FBM com laser e LED, possui respostas
bioldgicas que interferem na taxa de proliferacdo, morte e consequentemente na
viabilidade celular. Além de que, diferentes tecidos reagem de formas distintas, mas

a FBM é capaz de acelerar o processo de cicatrizagéo.
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Namero do Parecer: 3842162

Apresentacio do Projeto:

Resuma:

Feridas cutdneas em membros inferiores podem surgir como complicagdes relacionadas a anemia
falciforme. Células-tronco indiferenciadas podem se diferenciar em varios tipos de células para reparar
tecidos lesados. A fotobiomodulagio e estimulagho elétrica podem promaover & prodiferagdo e diferenciagao
de células estaminais. O objetive do estudo & investigar o efeito de diferentes pardmetros de

fotoblomodulagdo com Laser, LED, e estimulagao elétrica em células-tronco mesenquimais (CTMs),

multipotentes derivadas do tecido adiposo & fibroblasios de individuos com & sem anemia falciforme, sobre &

proliferagio e as possiveis alteragtes morfoldgicas nucleares em células fronco mesenquimais. Métodos:

células fronco mesenguimals denvadas do tecido adiposo seréo submetidas a aplicagtes de Laser de baixa
intensidade (660 nm & &30 nm; com doses de 1 Jlem2, 4 Mem2 e 10 Jlom2, poténcias de 30 mW e 100
mW). LED (630 nm & 850 nm, com frequéncia varidvel de 0 a 1500 Hz e doses de 1 Jlem2, 4 Mem2 e 10
Jicm2). A estimulagio eléinca serd com cormente pulsada 100V, 100 ps, com 10 Hz @ 100 Hz. O ensaio azul
de tripan serd utiizado para a avaliap®o da viabilidade celular, & curvas de crescimento serdo usadas para
avaliar a proliferagdo das células em zero, 24, 48, e T2 horas. Alteraches nuckeares serfio avaliadas por
coloragdo com DAPI (4-6-diamidine-2-fendlindolo) erm 72 horas. Para a andlise estatistica. em caso de
distribuigdo normal, serd aplicado o teste ANOWA seguido de Tukey. Caso os dados ndo
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apresentamn distribuicio normal serd ullizado o KruskalWallis, seguido do teste de Dunn. O processamento
dos dados serd efetuado pelo software SPSS (Chicago, IL, USA). versao 17.0, sendo fixado o nivel critico
de 5% (p<0,05)

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Awaliar a influéncia da fotobiomodulagso & estimulagdo elétrica em célulss mesenguimals multipotentes de
tecido adiposo & fibroblastos in vitro.

Objetivo Secundario:

Analisar & comparar 8 cinética celular das CTMs-TA submetidas & imadisgdo do Laser com comprimentos de
onda de 660 nm & B30 nm. poténcias de 30 mW e 100 mW. densidade de energia de 1 Jiema, 4 Jiemd e 10
Jicm2, de individuos normais & pacientes portedores de AF_Analisar

& Comparar 8 cinética celular das CTMs-TA submetidas a imadiagao do LED com comprimento de onda de
630 nm e 850 nrm, com frequéncia

varidvel dentro da faixa de 0 & 1500 Hz & densidade de energia de 1 Jlem2, 4 Jlcm2 e 10 Jem2 de
pacientes normais e portadores de AF.Analisar e

comparar & cinética celular das CTMs-TA submetidas a estimulagio elétrica de alta voltagem com comente
pulsada 100V, 100 ps, 100 Hz & curta

voltagem com cormente pulsada 300V, 10-40 ps, 1000 Hz & 100-170 pA de pacientes normais e portadores
de AF_Analisar a infludncia do

sobrenadante produzido pelas CThMs-TA submetidos a diferentes estimulos, sobfe a migragio de fibroblasio
in witro de pacientes normats e de

portadores de AF.Analisar citocinas e fatores de crescimento presentes no meio sobrenadants produzido
pelas CTMs-TA em culbures de fibroblastos normais e de portadores de AF Analisar as alteragdes nucleares
avalizias por coloragdo com DARI (4-G-diamidino-2-fenilindolo) em T2 horas.

Avallagio dos Riscos e Beneficlos:

Riscos:

Poderd haver algum desconforto & pequena risco inerente ao procedimento de blopsia & da lipoaspirsgdo,
CaE0 580 aconteca, & equipe médica serd imediatamente comunicada para que tome as providéncias
necessarias.

Beneficios:
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O estudo ndo apresenta beneficios imediatos para os pacientes, entretanto, poderd produzic informagdes
fundamentais para intervengbes terapduticas com malor eficicia. Busca de protocolos mais eficientes e
padronizados, para aplicabilidade clinica para o tratamento de feridas cutineas.

Comentarios e Conslderagies sobre a Pesquisa:

Matodologia Proposta:

3.1 Consideragbes éticasd estudo serd submetido ao Comité de Etica em pesquisa do Hospital das Clinicas

da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de 530 Paulo (HCFMRP-USP) para andlise.

s experimentos sero desenvolidos no Laboratdrio de Terapia Celular do Hemocentro do HCFMRP-
USP.3.2 Cultura celularTodos os pacientes ser8o esclarecidos sobre o propdsito da pesguisa e ao
concordarem em

participar do estudo, assinar&o o termo de consentimento livie & esclarecido (Anexo A). As amostras de
tecido adiposo serlo conseguidas de pacientes sauddvels, através do processo de lipoaspiragao.Os
fibrobdastos vBo ser coletados de trés pacientes portadores de anemia falciforme que apresentam dicera de
membro inferior, por meio de de amostras de pele retirada com blopsia ipo "punch® de & mm sob anestesia
local. 3.3 Cinética celular in vitroA avaliagio da cinética de culturas e da capacidade proliferativa de CThs-
TA, serd através do plaqueteamanio das células em triplicata com densidades iguats. Apds atingirem B0%
da confluéncia cedular, B8 c&lulas serBo tripsinizadas & realizeda a contagem, para determinacio da taxa de
duplicagso, com suxlio do analisador hematolégico (Auto Hematslogy Analyser BC-2800 Mindray®). A
cinética serd analisada baseada no tempo estimado para gue ocorra @ divisdo ceular ("doubling time® ou
OT) & serd calculsda por meio da férmula DT=t"In{2)An{H/Na), sendo M o ndmero final de células obtidas e

Mo o ndmero inicial de células plaqueadas & t o tempo em dias que as células ficarBo em cultura.3.4.

Sobrenadante denvado das CTMs-TASerso descongelados os frascos que contém CTMs-TA, que serBo
obtidas apds o cultivo in vitro de amastras de tecido s8iposo. Cada frasco com CTMs-TA val ser semeado
em 2 gamafas de 175 cm?, possuindo MEM+ 15% de 5FB. Apds esse procedimento serd realizado a
tripainizagdo & contagem celular. As CTMs-TA serfo plaguesdas com a concantragio de 12106 em placas
de 100 mm3. Serd realizeda a troca do meio, com PBS 1x e adicionado 5 mL de MEM+ 1% de SFB e

permanecerd por 48 horas em cultura. Em seguida os sobrenadantes centrifugados serdo coletados,

canfrifugados, filtredos 0,22 pm e separados em aliquotas de 2 mlL por frasco, logo apds serBo acomodados
em tubos criogénicos (Greiner Bio-One Frickenhausen, Alemanha) e congelsdos -80 °C, no periodo de 24
horas & em seguida serdo transfaridos para o nitrogénio liguido.3.5 Isolamento & cultura de fibroblastes. As
amastras de
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pele gue serdo coletadas de individucs saudavels e com AF serdo colocadas em meko esténl de tampao de
cord&o umbilical e enviadas ao leboratdrio de Terapia Celular do Hemocentro HCFMRPUSP, onde serBo
lavadas com melo DMEM+ antibidticos e os tecidos fragmentados ser8e transferidos para placas de 100
mim, em meso OMEM + 20% de SFB para cultura celular. Em saguida do cultivo dos fibroblastos, os meamos
serfo coletados e congelados por aliquotas em frascos. Apds determinade tempo os frascos sero
descongelados e o contaddo dividido em duas garrafas de 175 cm® em meio DMEM + 10% SFB. Em
seguida serd efetuada tripsinizagio. contagem celular e redistribuigBo celular de 2105 em cada pogo das
places de & pogos. Mo momento em que as células atingirem a confluéncia, serd realizado scratch, seguido
da levagem com PBS 1+ para retirada do meio & das célulss néo aderentes. Ocormers a divis®o das placas
em grupos, controle & expenmental. Para o grupo experimental serd adicionado 1 mbL do meio MEM+
1%5FB com imL de sobrenadante obtido do cultive das CTMs-TA. As places serfo levadss para realizer os
estudos de migragdo celular, de forma que cada placa contenha dois tipos de fibroblastos e cada tipo
ocupando fileira de trés pogos. 3.6 ScratchD ensaio de cicatrizaglo serd efetuado com modelo scratch assay
ou método de avaliacio de clcatrizacio de fendas in vitro, gue envalve um armanhao na camads de célula,
para criar uma lesso artificial, com

o uso de pipeta. A migragao celular serd analisada e monitorada até & comp

Conslderactes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

Todos os termos foram comigidos.

Recomendagies:

Nao ha.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

O Diante do exposto e & luz da Resolugdo CHNS 466/2012, o projeto de pesquisa Versao 4 -06/02/2020,
assim coma o Termo de Consentiments Livre & Esclaracido Versdo 4 -06022020, podem ser enquadrados
na categoria APROVADO.

Consideragées Finals a critério do CEP:

Projeto Aprovado: Tendo em vista a legistagao vigente, devem ser encaminhados ao CEP, relatdrios parciais
anuais referentes ao andamento da pesquisa e relatdrio final ao térming do trabalho. Qualguer modificagio
do projeto original deve ser apresentada a este CEP em nova versfo, de forma objativa & com |ustificativas,
para nova apreciagio.
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