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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito da laserterapia de baixa intensidade (LBI) no
aumento do metabolismo das células-tronco isoladas da papila apical humana, stem cells apical
papilla (SCAPs), por meio de imunofluorescéncia, bem como verificar se a LBI intensifica a
proliferacdo das mesmas por meio da imunoexpressdo do Ki-67. Todos os procedimentos
antecedentes a estocagem das células seguiram os principios éticos regidos pelo Codigo de
Helsinque e foram submetidos ao comité de ética em pesquisa da Uiversidade Federal de Goias
aprovado sob o numero (CAAE): 44993015800005083. Os experimentos foram realizados com
células isoladas de quatro pacientes distintos, previamente caracterizadas e cultivadas. As
células foram irradiadas com um aparelho de Laser semicondutor (InGaAlIP), com poténcia de
100mW, comprimento de onda de 660nm, de acdo continua. Para o ensaio de
Imunofluorescéncia, utilizou-se o Mitotraker Red (Molecular Probes®, MP-07512,
Invitrogen®©) na concentracdo de 100mM. A técnica consistiu na aplica¢do de um fluorocromo
de coloracdo vermelha que permeabilizava a célula e se fixava na superficie de mitocondrias
ativas; foi comparada a diferenca de fluorescéncias entre os grupos controle néo tratado (CNT),
grupo irradiado com ensaio de imunofluorescéncia sem intervalo de incubacéo (6JT0) e o grupo
irradiado com ensaio de imunofluorescéncia com intervalo de 24h de incubacéo (6J24h) e feita
a avaliagdo, observando que quanto maior o metabolismo mitocondrial, maior a fixagdo do
fluorocromo a sua superficie. Com o objetivo de analisar 0 mecanismo de acdo da LBI sob as
SCAPs, foi realizada técnica de imunocitoquimica. Foi utilizado o marcador Ki-67; a fim de
verificar se havia diferenca na regulacdo da expressdo desta proteina nas células irradiadas e
ndo irradiadas. O ensaio foi repetido em outras linhagens isoladas da amostra. Para a anélise de
imunocitoquimica, eram separados dois grupos de células de cada paciente, sendo um grupo
controle nédo tratado (CNT) e um grupo irradiado com laser vermelho (6J). Os percentuais de
imunoreatividade foram registrados em planilha e posteriormente submetidos a analise
estatistica, através de uma andlise descritiva com obtencdo da mediana e desvio padrdo de todos
0s grupos estudados. Para verificar se houve diferenca estatisticamente significativa na
imunoreatividade ao Ki-67, entre os grupos de células irradiados e nao irradiados, foi utilizado
o teste de Mann-Whitney e foi adotada significancia de 5%. As células irradiadas, com laser
vermelho de baixa intensidade parecem apresentar positividade gquanto ao aumento da
proliferacdo, porém ndo houve significancia estatistica quando comparadas aos grupos controle.
Assim, conclui-se que a LBI foi capaz de aumentar o metabolismo mitocondrial das células-
tronco isoladas da papila apical, associado a um aumento das medianas do marcador Ki-67; 0
que pode indicar que a LBI estimula a proliferacdo das SCAPs.

Palavras-Chave: Células-tronco. Terapia a laser. Proliferacdo celular.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of LLLT metabolism increase of stem cells apical papilla
(SCAPs) by immunofluorescence and verify if enhances proliferation of SCAPs through the
Ki-67 immunoexpression. All records procedures for storage of the cells followed the ethical
principles governed by the Helsinki Code and submitted to the ethics committee in research at
UFG under the certificate presentation for ethical consideration (CAAE): 44993015800005083.
The experiments were performed with isolated cell four different patients, previously
characterized and cultivated. The cells were irradiated with a semiconductor laser device
(InGaAlIP) with 100nw power, wavelength 660nm of continuous action. Control and treated
groups were removed from the stove simultaneously. For the immunofluorescence assay, were
used the Mitotraker Red (Molecular Probes®, HB-07512, © Invitrogen) at 100mM
concentration. This technique consisted in applying a red colored fluorochrome which
permeates the cell and fixes on the surface of active mitochondria; fluorescence difference was
compared between untreated control (UC), the group irradiated with immunofluorescence assay
without incubation interval (6JTO) and the group irradiated with immunofluorescence assay
with an interval of 24 hours of incubation (6J24h), and evaluation made by observing that the
higher the mitochondrial metabolism, greater the fixation of fluorochrome to its surface. In
order to analyze the action mechanism of LLLT under SCAPs, immunocytochemistry
technique was performed. It was used a Ki-67 marker to verify if there were differences in
regulation of expression of this protein in irradiated and unirradiated cells. Test was repeated
on isolated strains from four different patients. For immunocytochemical analysis, were
separated two groups of cells from each patient, an UC group and an irradiated group with red
laser (6J). Percentage of immunoreactivity was recorded in a spreadsheet and then subjected to
statistical analysis; through a descriptive analysis to obtain median and standard deviation of
all studied groups. To check whether there was a statistical difference in immunoreactivity to
Ki-67 between the irradiated and unirradiated cell groups using Mann-Whitney test and was
adopted significance of 5%. The cells irradiated with low intensity red laser, appear to be
positive on the increased proliferation; however, there was no statistical significance when
compared to control groups. In conclusion, that LLLT was able to increase mitochondrial
metabolism of isolated stem cells of papilla, associated with a median increase of Ki-67 marker;
which may indicate that LBI stimulates the proliferation of SCAPs.

Keywords: Stem cells. Laser therapy. Cell proliferation.
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1 INTRODUCAO

Laser (Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radiacéo) consiste em um feixe
de luz eletromagnética uniforme, cujas propriedades tém propiciado varias aplicacdes nas areas
de saude (KUSHIBIKI; OKAWA; ISHIHARA, 2015). Estudos demonstram que a laserterapia
de baixa intensidade (LBI) tem sido responsavel por estimulos celulares e efeitos
biomoduladores in vivo e in vitro. Sua capacidade de estimular a proliferacéo e o crescimento
celular, e de aumentar o metabolismo de varios tipos de células é considerada o efeito
fisiologico mais importante (PEREIRA; LONGO; AZEVEDO, 2012, SOARES et al, 2015).

A LBI tem sido aplicada na aceleracdo de processos de regeneracéo tecidual, devido,
em parte, a reducdo na duracdo da inflamacédo, pois as baixas densidades de energia e 0s
comprimentos de onda utilizados no laser de baixa intensidade sdo capazes de penetrar
facilmente nos tecidos, induzindo significativos efeitos biomoduladores e resultando em uma
reparacdo mais rapida (COSTA et al, 2013, GINANI et al, 2015, KUSHIBIKI; OKAWA;
ISHIHARA, 2015).

Uma outra alternativa que vem evoluindo na aplicabilidade a regeneragédo dos tecidos é
a terapia celular, principalmente utilizando células-tronco mesenquimais, mesenquimal stem
cells (MSCs), que séo células imaturas de origem mesodérmica, ndo especializadas, as quais
apresentam potencial de desenvolvimento por meio da diferenciagdo em variadas linhagens de
células, incluindo osteoblastos, adipdcitos e condrdcitos (CHANG et al, 2015).

Essas células sdo as precursoras na formacdo da maioria dos tecidos conjuntivos do
organismo, tornando-se entdo as células de eleicdo a serem utilizadas em estratégias de
regeneracdo desses tecidos. Logo, seu uso na terapia de regeneracdo celular tem atraido a
atencdo mundial durante os Gltimos anos como fontes para a engenharia tecidual (EGUSA et
al, 2012, IBARRETXE et al, 2012). O potencial para a regeneracéo de tecido a partir de células-
tronco implantadas esta ainda a ser testado em ensaios clinicos para avaliar a sua eficacia e
seguranca (XIAO; NASU, 2014).

Embora alguns autores relatem que os parametros usados na LBI ainda sdo limitados e,
as vezes, conflitantes, o que pode influenciar na obtencdo dos efeitos biologicos desejados
(GINANI et al, 2015); estudos relacionando a LB1 e MSCs tém mostrado que a LBI pode alterar
0 metabolismo celular e aumentar a produgéo de acido trifosfato de adenosina (ATP). Assim, a
LBI parece ser uma abordagem valida para o pré-condicionamento de MSCs in vitro antes de
seu transplante (MVULA; ABRAHAMSE, 2015, KUSHIBIKI; OKAWA,; ISHIHARA, 2015).
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O corpo humano possui vérias fontes de células-tronco que permanecerao ativas durante
a vida; sendo responsaveis pela renovacao dos agrupamentos de células diferenciadas em um
organismo adulto (IBARRETXE et al, 2012). Portanto, conhecer e entender o processo de
desenvolvimento especifico dos tecidos é de fundamental importancia para restauracdo dos
mesmos e de drgdos danificados (XIAO; NASU, 2014).”

Muitos tecidos humanos adultos, tais como medula éssea, tecido adiposo, derme, cordao
umbilical e polpa dentéria contém populacdes de células-tronco mesenquimais (XIAO; NASU,
2014). Apos a descoberta de células-tronco adultas a partir da polpa dentéria, dental pulp stem
cells (DPSCs), vérios tipos de células-tronco dentarias tém sido isolados sucessivamente de
germes de dentes, de dentes deciduos esfoliados, stem cells from human exfoliated deciduous
teeth (SHEDSs), do ligamento periodontal, periodontal ligament stem cells (PDLSCs) e, mais
recentemente, células-tronco que residem na papila apical de dentes em desenvolvimento, stem
cells from apical papilla (SCAPs) (BAKOPOULOU et al, 2011, ABUARQOUB; AWIDI;
ABUHARFEIL, 2015).

A porcdo apical da raiz em desenvolvimento atua como o centro de desenvolvimento da
raiz e do periodonto (CHEN et al, 2013). Acredita-se que as SCAPs sdo uma fonte principal de
células indiferenciadas, as quais apresentam taxas de proliferacdo maiores do que as células das
polpas dentarias (RUPAREL et al, 2013), sendo capazes de diferenciar-se em células
odontoblasticas com uma mineralizacdo ativa e com evidéncias que suportam a hipotese que
SCAPs parecem ser a fonte de odontoblastos primarios responsaveis pela formacao de dentina
radicular e polpa dentaria (WU et al, 2013, ABUARQOUB; AWIDI; ABUHARFEIL, 2015).

Estudos anteriores relatam que o efeito da LBI apresenta resultados positivos no que diz
respeito ao aumento das taxas de proliferacdo de células mesenquimais da medula 6ssea, tecido
cardiaco, do tecido adiposo, e células do ligamento periodontal (ZACCARA et al, 2015).
Contudo, ndo héa trabalhos que comprovem o aumento da proliferacdo a partir da LBI nas
SCAPs. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da LBI na proliferacéo
das SCAPs, por meio da imunofluorescéncia e do Ki67.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abuarqoub%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Awidi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Awidi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abuharfeil%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abuarqoub%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Awidi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Awidi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
- O objetivo do presente estudo é avaliar o efeito da laserterapia de baixa intensidade, na

proliferacdo e no aumento metabdlico, das células-tronco isoladas da papila apical humana.

2.1 Objetivos Especificos

- Verificar se a laserterapia de baixa intensidade ocasiona aumento metabolico nas células-
tronco isoladas da papila apical humana, avaliado por meio da imunofluorescéncia;

- Observar se a irradiacdo das células-tronco isoladas da papila apical humana resulta em

aumento da proliferacdo, analisada por meio da imunoexpressao do Ki-67.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Células-tronco Isoladas da Papila Apical Humana (SCAPs)

As MSCs sdo consideradas, mundialmente, uma 6tima fonte de células progenitoras
para a engenharia tecidual e de regeneracdo, devido sua capacidade de autorrenovacao e
diferenciacdo (BAKOPOULOU et al, 2011). Mesmo na vida adulta, o corpo humano ainda
possui varias fontes de células-tronco que permanecerdo ativas renovando 0s agrupamentos de
celulas diferenciadas no organismo adulto (IBARRETXE et al, 2012).

A medula 6ssea, o tecido adiposo, a derme, o corddo umbilical e a polpa dentéaria séo
exemplos de tecidos humanos adultos que apresentam populacBes de células-tronco
mesenquimais (XIAO; NASU, 2014). Varios tipos de células-tronco dentarias, apés a
descoberta de células-tronco adultas a partir da polpa dentéria, foram isolados de outros tecidos
dentarios como de germes de dentes; de dentes deciduos esfoliados SHED; de ligamento
periodontal PDLSC e, mais recentemente, células-tronco que residem na papila apical de dentes
em desenvolvimento SCAPs (BAKOPOULOU et al, 2011, ABUARQOUB; AWIDI;
ABUHARFEIL, 2015).

A papila apical consiste em um tecido que é distinto do tecido pulpar, localizado no
vértice de raizes de dentes permanentes em desenvolvimento, que €, potencialmente, uma fonte
de MSCs para a formacdo dessas raizes, além disso, elas podem também originar células
odontoblasticas, osteoblastos e adipocitos quando cultivadas sob condicdes adequadas (SAITO
et al, 2015). Por apresentarem uma maior taxa proliferacdo quando comparada as células da
polpa dentéria, acredita-se que as SCAPs sejam uma fonte principal de MSCs (RUPAREL et
al, 2013).

Chen et al, em 2013, afirmaram que as SCAPs podem ser uma excelente opc¢do para a
engenharia de tecido periodontal. Para isso, eles compararam, in vitro, 0s potenciais de
diferenciagdo em células periodontais de células-tronco de SCAPs e PDLSCs. As culturas de
células foram adquiridas a partir de terceiros molares impactados normais e apresentando raizes
com formacgéo incompleta. As células foram cultivadas durante o periodo de 60 dias, e, em
seguida, foram analisadas quanto ao potencial de mineralizacdo; a taxa de proliferacédo celular;
capacidade de formacdo de coldnias e a presenca de marcadores especificos de ligamento
periodontal. Este estudo revelou que as SCAPs apresentaram um indice significativamente
maior de proliferacdo celular e capacidade de formacdo de coldnias quando comparadas as

PDLSCs. Ambos os tipos de células exibiram potencial de mineralizacdo apds a cultura de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abuarqoub%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Awidi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Awidi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abuharfeil%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
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inducdo e de longo prazo. Podendo-se concluir que as SCAPs expressam propriedades
periodontais in vitro, além de uma maior taxa de proliferacdo e mineralizagdo que as PDLSCs.

Bakopoulou et al, em 2011, compararam in vitro o potencial osteo/odontogénico de
diferenciacdo de MSCs derivadas da polpa dentaria (DPSC) ou da papila apical (SCAP) de
dentes permanentes em desenvolvimento. Para isso, culturas de DPSCs e SCAPs foram
estabelecidas a partir de terceiros molares impactados na fase de desenvolvimento radicular de
doadores jovens saudaveis. As culturas foram analisadas quanto a presenca de marcadores de
ceélulas-tronco, incluindo STRO-1, CD146, CD34 e CD45, utilizando citometria de fluxo.
Como resultado, as SCAPs mostraram um potencial significativamente maior da taxa de
proliferacdo e mineralizagdo quando comparado as DPSCs, o que pode ser de importancia para
a sua utilizacdo na engenharia tecidual dentaria e em tratamentos clinicos a base de células
tronco, segundo os autores.

Prateeptongkum; Klingelhoffer e Morsczeck, em 2015, comparando duas linhagens
independentes de SCAPs de um mesmo doador com uma terceira linhagem de células de outro
doador, a partir da investigacao da expressdo de um marcador de células-tronco e da eficiéncia
de unidades formadoras de coldnias; demonstraram que as caracteristicas, como taxa de
proliferagéo e potencial de diferenciagéo das culturas de SCAPs, independem da fonte de
células, ou seja, do tecido dentario doador das SCAPS utilizadas.

3.2 Laserterapia de Baixa Intensidade e Proliferacdo de Células Mesenquimais

A palavra “Laser” é em um acréonimo do inglés, Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, que consiste em um feixe de luz eletromagnética com caracteristicas
especificas uniformes, sendo monocromatico, coerente e direcional, que € gerado através de um
aparelno que vem permitindo numerosas aplicacbes nas areas de saude (MVULA e
BRAHAMSE, 2015, KUSHIBIKI; OKAWA,; ISHIHARA, 2015).

Umas das caracteristicas da luz laser & a monocromaticidade e, na LBI, o comprimento
de onda varia de 630-905nm. Essa energia € convertida em energia metabdlica pelos
cromoforos intracelulares e, utilizada na producdo de ATP pela cadeia respiratoria
mitocondrial, além de aumentar atividade do DNA e a sintese de RNA. Os comprimentos de
onda caracteristicos da LBI e a utilizagdo de densidades de energia mais baixas facilitam a
penetracdo da irradiacdo e resultam em efeitos biomoduladores em células e tecidos (GINANI
etal, 2015, MVULA e ABRAHAMSE, 2015).
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A LBI em tecido humano, como tratamento médico, vem sendo utilizada a fim de
promover mudancas metabolicas satisfatorias (KUSHIBIKI; OKAWA,; ISHIHARA, 2015).
Para reparar o tecido de maneira mais rapida, o tratamento com laser estimula a atividade
celular, conduz a liberacéo de fatores de crescimento por macréfagos, induz a proliferacdo de
queratindcitos, promove o aumento da populacdo e degranulagcdo de mastécitos e estimula a
angiogénese, o que pode resultar em uma aceleragdo no processo de cicatrizacdo de feridas a
partir da reducéo na duracédo da inflamacao aguda (COSTA et al, 2013).

Essa pratica tem sido amplamente realizada em diversas situac@es clinicas com o intuito
de acelerar os processos de regeneracao e cura tecidual, em decorréncia do efeito proliferativo
(GINANI et al, 2015) em uma variedade de tipos de células, o que tem sido indicado como o
efeito fisioldgico mais relevante (SOARES et al, 2015).

Para que essas respostas sejam satisfatdrias, € necessario um planejamento prévio que
considere o comprimento de onda, a poténcia e a quantidades de aplicacbes que serdo
realizadas; como também, a densidade de energia ou fluéncia (J/cm?), a qual representa a
guantidade de energia por unidade de area transferida ao tecido e a densidade de poténcia ou
intensidade (W/cm?), que é saida de luz por unidade de area medida em Watts por centimetro
quadrado (RIBEIRO; ZAZELL, 2004).

Além da pratica clinica, a terapia celular vem crescendo gradativamente como outra
alternativa para aplicabilidade do laser de baixa intensidade (CHANG et al, 2015). Vérios
trabalhos relatam um aumento significativo na taxa de proliferacdo de células como
fibroblastos, osteoblastos, linfécitos, e células endoteliais, como também na proliferacdo de
células-tronco mesenquimais da medula éssea, do tecido adiposo e dos tecidos dentarios
(SOARES et al, 2015, ABUARQOUB; AWIDI; ABUHARFEIL, 2015).

Pereira; Longo e Azevedo (2012) investigaram se a LBI poderia aumentar os potenciais
de proliferacdo e diferenciacdo de DPSC isoladas a partir de polpas dentarias saudaveis e a
partir de polpas inflamadas. Para isso, as DPSC foram isoladas de pacientes diferentes, a partir
de dentes com polpas dentarias em condi¢des normais e inflamadas e posteriormente irradiadas
com um laser de (660 nm) em quatro densidades de energia diferentes (0,05, 0,30, 7 e 42 J/cm?).
Como resultado, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as taxas
de proliferacéo, tanto para DPSC de polpas dentarios normais como para as polpas dentarias
inflamadas.

Soares et al, em 2015, avaliaram o efeito do laser de baixa intensidade (660 nm, 30 mW)
sobre a taxa de proliferacdo de PDLSC, obtidas a partir de dois terceiros molares saudaveis

extraidos por indicacdo cirargica. As células foram irradiadas com um laser de diodo InGaAIP


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abuarqoub%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Awidi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Awidi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26263542
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em 0 e 48 h utilizando duas densidades de energia diferentes (0,5 e 1,0 J/cm?), exceto no grupo
controle. A proliferacdo celular foi avaliada pelo método de exclusdo de azul de tripano e pela
medicdo da atividade mitocondrial utilizando o ensaio de citotoxicidade baseado em MTT em
intervalos de 0, 24, 48 e 72 h ap0s a primeira aplicacdo do laser. Os autores concluiram que a
LBI, particularmente, a dose de 1,0 J/cm?, a qual induziu uma proliferacdo significativamente
maior quando comparada a densidade de 0,5 J/cm?2 e controle, contribuiram positivamente no
estimulo sobre a proliferacédo de PDLSC.

Zaccara et al, em 2015, com o objetivo de identificar a menor densidade de energia
capaz de promover a proliferagdo de DPSCs, mantendo sua viabilidade celular, isolaram DPSCs
humanas advindas de terceiros molares saudaveis extraidos devido a uma indicacdo cirdrgica
e/ou ortodontica. As células foram irradiadas com um laser de diodo InGaAIP em 0 e 48 h
utilizando duas densidades de energia diferentes (0,5 e 1,0 J/cm?), exceto no grupo controle. A
proliferagéo celular e da viabilidade e atividade mitocondrial foram avaliados em intervalos de
24, 48, 72 e 96 horas apds a primeira aplicacdo do laser. Esse estudo concluiu que a LBI
particularmente uma dose de 1,0 J/cm?, contribuiu para o crescimento de DPSC e, com a
manutencdo da sua viabilidade. Indicando assim, que essa terapia parece ser uma importante
ferramenta para a engenharia tecidual e medicina regenerativa envolvendo células tronco.

Ginani et al, em 2015, por meio de uma revisdo sistematica da literatura, avaliaram os
efeitos da LBI na proliferacdo in vitro de células-tronco mesenquimais. Para isso, realizaram
uma busca eletrdnica no banco de dados PubMed / Medline dos artigos publicados nos ultimos
doze anos. As analises dos trabalhos mostraram uma relevante quantidade de estudos utilizando
a LBI em células estaminais (stem) derivadas da medula 0ssea, polpa dentaria, ligamento
periodontal, e tecido adiposo. Neste trabalho, os autores avaliaram varios protocolos, que foram
usados para irradiar as células, com variacdes no comprimento de onda, densidade de poténcia,
tempo de radiacdo e o estado de polarizacdo da luz. A maior parte dos estudos demostrou um
aumento na taxa de proliferacdo das células irradiadas; podendo concluir que a LBI influencia
positivamente a proliferacéo in vitro de células tronco, sendo necesséria a realizagdo de novas
experiéncias com outros tipos de células e uniformizar a metodologia desses estudos.

Estudos como esses anteriormente citados, os quais relacionam a LBl e MSCs, na
medicina regenerativa, tém sido realizados a fim de, com a promog¢éo do aumento do nimero
de ceélulas, o tempo de preparagdo das mesmas seja encurtado significativamente e, por
conseguinte, diminui-se também o risco de contaminagéo dessas culturas (WU et al, 2012). Isso
pode ser observado, pois, a LBI pode alterar o metabolismo das células tronco e aumentar a
producdo de ATP (MVULA; ABRAHAMSE, 2015).



19

4 METODOLOGIA

4.1 Consideragdes Eticas

Os experimentos foram realizados com células doadas e previamente caracterizadas do
biorrepositorio de células-tronco do Laboratério de Nanotecnologia Farmacéutica e Sistemas
de Liberacdo de Farmacos da Universidade Federal de Goids (UFG). Todos os procedimentos
antecedentes a estocagem das células, seguiram os principios éticos regidos pelo Codigo de
Helsinque e foram submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa da UFG, aprovado sob o niimero
do certificado de apresentacao para apreciacdo ética (CAAE): 44993015.8.0000.5083.

4.2 Cultura de Células

4.2.1 Manutencdo das Células-tronco Isoladas da Papila Apical Humana

As células foram cultivadas em garrafas de 75cm? e mantidas em estufa umidificada a
37°C em atmosfera saturada a 5% de CO- até as células atingirem o estado de confluéncia. Para
cada garrafa, foi utilizado 10 mL de meio de cultura padrdo composto por: Dulbecco's modified
Eagle's medium nutrient mixture F-12 (DMEM/F12, Sigma-Aldrich®- SLBH2344V), soro fetal
bovino (SFB) a 10%, 100 pg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. Este meio foi
mantido na garrafa por um periodo maximo de trés dias, para ndo colocar em risco a viabilidade
celular.

Para todos experimentos realizados neste estudo, foram utilizadas células isoladas de

quatro pacientes distintos.

4.3 Irradiacdo das Células

As células foram depositadas em placas de seis pogos (EasyPath®, EP-5125241) ou 12
pocos (Falcon® células doadas e previamente caracterizadas do biorrepositério de células-
tronco do Laboratorio de Nanotecnologia Farmacéutica e Sistemas de Liberagcdo de Farmacos
da UFG.

As células foram cultivadas em garrafas de 75cm? e mantidas em estufa umidificada a

37°C em atmosfera saturada a 5% de CO»
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As células foram depositadas em placas de seis pocos (EasyPath®, EP-5125241) ou 12
pocos (Falcon® 35-3504), na densidade de células especifica para cada ensaio, mantendo-se
sempre um pogo vazio entre dois pogos contendo células, de modo a evitar a dispersédo de luz
ndo intencional entre os pogos durante aplicacdo do laser. As células foram irradiadas com um
aparelho de Laser semicondutor (InGaAlP), laser DUO MMOPTICS® (Séo Carlos, SP,
Brasil.), com as especificagdes apresentadas no Quadro 1. Os grupos controle e tratados foram
retirados da estufa simultaneamente. A irradiacdo ocorreu dentro da cabine de fluxo desprovida

de iluminacéo.

Quadro 1. Parametros do Laser de Diodo.
Composicéo InGaAIP

Poténcia 100 mw

Comprimento de onda | 660 nm

Modo de agéo Continuo

Diametro da ponta 0,03 cm?

Energia 6J

Tempo 60s

Modo de aplicacao Sonda de irradiacdo perpendicular a placa, a 0,5 cm das células

4.4 Imunofluorescéncia

Para 0 ensaio de Imunofluorescéncia, utilizou-se o Mitotraker Red (Molecular Probes®,
MP-07512, Invitrogen®) na concentracdo de 100mM. A técnica consiste na aplicacio de um
fluorocromo de coloragdo vermelha que permeabiliza a célula e através de um radical
clorometilo se fixa na superficie de mitocondrias ativas. Quanto maior o metabolismo
mitocondrial, maior a fixacdo do fluorocromo a sua superficie.

Foram utilizadas placas de cultura clonal ou pogo Gnico de 35mm (Thermo Scientific®-
130180), sendo a densidade de células de 5x10° por pogo. Os grupos controle e de intervencio
foram divididos como exposto no Quadro 3; os grupos controle ndo tratado (CNT), grupo
irradiado com ensaio de imunofluorescéncia sem intervalo de incubagdo (6JT0) e o grupo

irradiado com ensaio de imunofluorescéncia com intervalo de 24h de incubag&o (6J24h) e foi
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realizada a avaliacdo, observando que quanto maior o metabolismo mitocondrial da célula,
maior a fixagdo do fluorocromo a sua superficie.

Para irradiacdo, cada pogo foi colocado sobre um molde que delimitava cada 1cm? da
area do poco (Figura 1). O laser vermelho (Quadro 1) foi aplicado no ponto central de cada

quadrado, desta forma, toda a superficie do pogo foi irradiada uma Unica vez.

Figura 1. Poco Unico posicionado sobre a placa molde para irradiacao
das células previamente ao ensaio de imunofluoréscencia.

Ap0s exposicdo ao laser, as células foram incubadas por mais 24h. No caso do grupo
TO, ndo houve incubagdo. Posteriormente, iniciou-se 0 ensaio seguindo o protocolo abaixo
citado:
1) Remover o meio de cultura dos pogos;
2) Lavar um vez com DMEM sem SFB, com o intuito de que as proteinas do SFB ndo interajam
com o fluorocromo provocando precipitacdo e consequente coloragdo de fundo;
3) Colocar o Mitotraker(100mM) e incubar por 30 min;
4) Remover o corante e lavar uma vez com PBS aquecido;
5) Preparar uma solugéo de 150ul de PBS aquecido e adicionar 850ul de Paraformaldeido a 4%
para cada poco. Incubar os po¢os com a solucao por 15min;
6) Retirar a solucao;
7) Lavar com PBS mantendo os pog¢os sob agitacdo por 5min. Repetir esta etapa trés vezes;
8) Realizar leitura em microscépio de fluorescéncia.



22

As imagens obtidas através da microscopia de fluorescéncia foram adquiridas e editadas
com o auxilio do software LAS AF 4.1 (Leica®), com objetivo de detectar diferencas na
fluorescéncia mitocondrial entre os grupos irradiados e ndo irradiados. Esta analise foi realizada
apenas de forma qualitativa. Foi comparada a diferenca de fluorescéncias entre os grupos CNT,
6JTO e 6J24h.

Quadro 2. Distribuicdo dos grupos, para Imunofluorescéncia, de acordo com o tipo de
intervencao.

GRUPO INTERVENCAO

Controle ndo marcado (CNM) Sem irradiacdo e sem marcacdo do Mitotraker

Controle ndo tratado (CNT) Sem irradiacdo e com marcacao do Mitotraker

Irradiado tempo 0 (6J TO) Irradiacdo e ensaio de Imunofluorescéncia sem intervalo

de incubacao.

Irradiado 24h (6J 24h) Irradiacéo e ensaio de Imunofluorescéncia com intervalo

de 24h de incubacéo.

4.4 Imunocitoquimica

Com o objetivo de analisar o0 mecanismo de acéo da LBI sob as SCAPs, foi realizada
técnica de imunocitoquimica, seguindo protocolo do Laboratério de Patologia e
Imunohistoquimica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Goias (FO-
UFG). Foi utilizado o marcador Ki-67 (Quadro 3); com o objetivo de verificar se ha diferenca
na regulacdo da expressao desta proteina nas células irradiadas e ndo irradiadas.

Para realizacdo da técnica, foram utilizadas laminulas circulares (13mm, Glasscyto®)
condicionadas em acido cloridrico, para que houvesse ultra limpeza, e, posteriormente,
esterilizadas em autoclave. As laminulas foram posicionadas em placas de 12 pogos (Falcon®
35-3504), imersas em 200ul de SFB e incubadas por 40 minutos. Este processo resulta na
decantacéo de proteinas presentes no soro que agem diretamente na adesdo celular, desta forma,

as células se concentraram em maior volume na laminula e ndo no pogo.



23

Figura 2. Irradiacdo das células aderidas na laminula 24h antes
da reacdo de imunocitogquimica.

Apos incubagdo, retirou-se o SFB remanescente e depositou-se uma suspenséo celular
concentrada na densidade de 1x10° células/ pogo. As placas foram armazenadas em estufa e
incubadas por mais 24h, para completa adesdo. Posteriormente, as células foram irradiadas
(Figura 2) apenas na energia de 6J conforme especificacdes ja descritas (Quadro 1) e incubadas
novamente por mais 24h.

Todo o procedimento da imunocitoquimica foi realizado na propria placa com a ajuda
de pipetas de pasteur, seguindo-se o0 seguinte protocolo:

1) Retirar todo 0 meio dos pocgos;

2) Pipetar sobre a laminula, 200ul de acetona P.A refrigerada;

3) Envolver a placa em papel aluminio e congelar;

4) Apds descongelamento, lavar os po¢os com TBS para remogdo do excesso de acetona;

5) Pipetar H20: sobre a laminula, incubando por 20 min;

6) Lavar duas vezes com TBS;

7) Pipetar PBS-BSA e incubar por 20 min;

8) Lavar duas vezes com TBS;

9) Pipetar o anticorpo primario, de acordo com a diluicao especifica (Quadro 3), e incubar por
2 horas;
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10) Lavar cinco vezes com TBS;

11) Colocar uma gota anticorpo secundario biotinilado (Kit LSAB) sobre a laminula e incubar
por 30 min;

12) Lavar cinco vezes com TBS;

13) Colocar uma gota da solucdo estreptavidina-biotina-peroxidase (Kit LSAB) sobre a
laminula e incubar 30 min;

14) Colocar a solucéo reveladora (DAB) sobre a laminula por 5min;

15) Lavar 5 vezes com TBS;

16) Gotejar hematoxilina e incubar por 15min;

17) Lavar em agua ultrapura até completa remog&o;

18) Imergir em cadeia ascendente de alcool, incubando 1 min em cada concentracdo (70%;
95%; 100%)

19) Passar rapidamente em xilol e montar em laminas.

Quadro 3. Especificacdo do marcador anti Ki-67.

Anticorpo Fabricante (Clone) Diluicdo | Sistema | DAB

Ki-67 Anticorpo monoclonal de camundongo, anti-Ki-
67 humano, MIB1, Dako (NCL-Ki-67-MIB1) | 1:100 LSAB | 5min

Apds a montagem das laminas, foi realizada a leitura em microscopio optico. As células
imunorreativas apresentam coloracdo acastanhada: para o ki-67 em nucleo. Utilizou-se o
software AxioVision® 4.7.1 para fotografar trés campos de cada lamina. A quantificagdo foi
realizada com o auxilio da ferramenta cell counter do software Image J®, sendo programado o
tipo 1, para células negativas e o tipo 2, para células positivas. Por fim, para cada marcador,
obtinha-se um somatorio de células positivas e negativa nos trés campos e calculou-se o

percentual de imunoreatividade, por meio da equagéo.

nuamero de células positivas

% de Imunoreatividade= - .
numero total de células

O ensaio foi repetido em linhagens isoladas de quatro pacientes distintos. Para a analise
imunocitoquimica, foram separados dois grupos de células de cada paciente, um grupo CNT e
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um grupo irradiado com laser vermelho (6J). Os percentuais de imunoreatividade registrados

em planilha e posteriormente submetidos a analise estatistica.

4.7 Analise dos Dados

A andlise estatistica foi empregada para o0s dados obtidos no ensaio da
imunocitoquimica. Inicialmente foi realizada a anlise descritiva com obtencdo de mediana e
desvio padrdo de todos os grupos estudados. A normalidade de distribuicdo dos dados foi
testada utilizando o teste de Kolmogov-Sminorv. Apesar de a distribuicdo ter sido dada como
normal, s6 foi possivel a anélise por meio de testes ndo paramétricos. Desta forma, para verificar
se houve diferenca estatistica na imunoreatividade ao Ki-67 entre os grupos de células
irradiados e ndo irradiados, foi utilizado o teste de Mann-Whitney e foi adotada significancia de
5%.
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5 RESULTADOS
5.1 LBI e Atividade mitocondrial das SCAPs
Neste estudo, foi observado, a partir da concentracéo de fluorocromo nas células, um

evidente aumento da atividade mitocondrial, desde 0 momento imediato da irradiacdo, sendo

este aumento metabdlico ainda maior apds 24h de exposicdo ao laser, conforme pode ser

observado nas imagens abaixo (Figura 3).

Figura 3. Atividade mitocondrial antes da irradiacdo, imediatamente ap0s a irradiacdo e 24
apos irradiacdo com LBI.

5.2 LBI na proliferacdo de SCAPs

As células irradiadas com laser vermelho de baixa intensidade apresentaram maior
imunopositividade, o que pode ser observado na Figura 4, na qual as células imunorreativas
apresentam coloracdo acastanhada para o Ki-67 em nucleo, estando o grupo A (irradiado) com
uma quantidade maior de células coradas. Na Figura 5 podemos observar que os resultados das
medianas dos percentuais de imunoexpressdo também foram superiores para este marcador nos
grupos irradiados. Porém, ao analisar o valor de p (probabilidade de significancia), constatou-

se que nao houve significancia estatistica quando comparadas aos grupos controle (p=0,083).
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Figura 5. Distribuigdo dos percentuais de imunoreatividade ao Ki-67.
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6 DISCUSSAO

O aumento da producao de ATP é resultado direto do aumento metabdlico mitocondrial.
Esta molécula desempenha um importante papel no transporte de ions como o Ca?*, além de
regular os niveis de adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (CAMP), ambos exercem papel de
mensageiros secundarios em diversas fungdes vitais da célula, inclusive, na expressao génica.
A proliferacdo celular € um dos possiveis efeitos resultantes destas cascatas de reacdes
intracelulares desencadeadas pela LBl (PASSARELLA, 1989, KARU e KOLYACOV, 2005).
De maneira geral, 0 mecanismo de acdo do laser de baixa intensidade na proliferacéo celular
da-se pelo acimulo energético provocado pela luz no interior da célula (YU et al, 1997). A
enzima Citocromo C Oxidase (CytC), encontrada nas mitocondrias, representa a primeira via
de absorcéo intracelular da luz vermelha. Este processo resulta no aumento do metabolismo
mitocondrial por efeito da alteracdo no transporte transmembrana dos elétrons (KARU e
KOLYACOQV, 2005).

Karu e Kolyacov (2005) apontaram a mitocdndria como sendo a via primaria da
fotobiomodulacdo promovida pela LBI, isso foi reafirmado nos resultados expostos neste
trabalho, no qual o aumento da intensidade de fluorescéncia foi perceptivel desde 0 momento
imediato apds a aplicacdo do laser, isto é, a irradiacdo de SCAPs demonstrou influenciar
positivamente a atividade metabdlica mitocondrial.

Os resultados encontrados no presente estudo, a partir dos marcadores de proliferacao
gue apresentaram um aumento da atividade mitocondrial e das medianas de imunopositividade,
parecem sugerir a possibilidade de uma alteracdo do metabolismo celular a partir da absorcéo
da luz vermelha, contudo, quando comparadas as SCAPs ndo irradiadas, essas alteracdes foram
insuficientes para ocasionar diferencas na proliferacdo celular. Esses achados confirmam os
resultados observados em células-tronco da polpa dental (PEREIRA; LONGO; AZEVEDO,
2012).

Por outro lado, Eduardo et al, em 2008, evidenciaram efeitos positivos da irradiacéo
com laser de baixa intensidade na proliferacdo de células-tronco da polpa dental, fato que
também foi observado em células isoladas do ligamento periodontal (SOARES et al, 2015,
ZACCARA et al, 2015). Além disso, outras células-tronco mesenquimais isoladas de outros
tecidos, como medula 0ssea e tecido adiposo, as quais também demonstraram aumento na taxa
de proliferagdo com a utilizacdo da LBI em células indiferenciadas (HOU et al, 2008, DE
VILLIERS; HOURELD; ABRAHAMSE, 2011, LIPOVSKY et al, 2013, GINANI et al, 2015).
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Os achados, decorrentes desta pesquisa, demonstram que 0s grupos de SCAPs irradiadas
com laser de baixa intensidade apresentaram uma tendéncia a um aumento nas medianas dos
percentuais de imunopositividade ao marcador Ki-67, quando comparadas as nao irradiadas
(p=0,08). Recentemente, foi elucidado que a Ki-67, proteina utilizada na imunomarcacéao de
células proliferativas, estd intimamente relacionada a compartimentalizacdo de estruturas
nucleares durante a divisdo celular (CUYLEN et al, 2016).

A associacdo do aumento das medianas de imunopositividade ao Ki-67 a maior
intensidade metabolica mitocondrial pode sugerir que a irradiacdo com luz vermelha pode
estimular a proliferacdo das SCAPs. Pereira; Longo e Azevedo (2012) também observaram
aumento das medianas de proliferacdo em células tronco da polpa dentéria irradiadas, no
entanto, os autores também ndo obtiveram significancia estatistica quando comparadas aos
grupos controle, semelhante ao encontrado neste estudo. Estes resultados podem ser
justificados, pois em ambos os casos, foram utilizadas linhagens isoladas de pacientes distintos,
0 que pode resultar em maior variacao da resposta metabolica das células frente a irradiacdo in
vitro.

Vale salientar que esses achados discordam do estudo realizado por Prateeptongkum;
Klingelhoffer e Morsczeck (2015) que, comparando duas linhagens independentes de células
SCAPs de um mesmo doador com uma terceira linhagem de células de outro doador, a partir
da investigacdo da expressdo de um marcador de células tronco e da eficiéncia de unidades
formadoras de coldnias, demonstraram que as caracteristicas, como taxa de proliferacdo e
potencial de diferenciacdo das culturas de SCAPs independem da fonte de células, ou seja, do

tecido dentario doador das SCAPS utilizadas.
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7 CONCLUSAO

A LBI foi capaz de aumentar o metabolismo mitocondrial das células-tronco isoladas
da papila associado a um aumento das medianas do marcador Ki-67; o que pode indicar que a

LBI estimula a proliferacdo das SCAPs.
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