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Resumo

Contextualizagdo: doxorrubicina € um quimioterdpico amplamente utilizado no
tratamento de doencas hematologicas e neoplasias. No entanto, a
doxorrubicina também causa danos em células sadias (exemplo
cardiomidcitos), situacdo que é persistente mesmo apds o fim de ministracéo
da droga. Estas implicagOes justificam ferramentas que, de alguma forma,
abrandem os efeitos adversos da doxorrubicina em células ndo doentes,
principalmente cardiacas. Destaque-se o emprego da terapia com células-
tronco, em que efeitos cardioprotetores tém sido reportados. Todavia, a
doxorrubicina também impde citotoxicidade as células-tronco transplantadas,
reduzindo seu potencial terapéutico. Objetivo: analisar se o Laser de Baixa
Intensidade (LBI) reduz apoptose e estresse oxidativo em células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo (CTMA'’s) submetidas a toxicidade
por doxorrubicina. Material e Métodos: CTMA’s na concentragdo de 1x10°/0,1
mL de DMEM foram plaqueadas em placa de 96 pocos para composicdo dos
seguintes sets experimentais: Controle - CTMA’s ndo tratadas com
doxorrubicina e/ou LBI; D25 e D50 - CTMA’s incubadas com doxorrubicina nas
concentracOes de 25 pg/mL e 50 pg/mL, respectivamente; D25 + LBI / D50 +
LBI - CTMA’s irradiadas com 0,2 J, 0,4 J e 0,7 J de LBI (660 nm) e incubadas
com doxorrubicina nas concentragcbes de 25 pg/mL e 50 pg/mL,
respectivamente. A viabilidade e apoptose celular foram determinadas por
citometria de fluxo com marcacao por 7AAD e Anexina V, respectivamente. A
permeabilizacdo celular com DCFH foi utilizada como marcador de espécies
reativas de oxigénio (EROs). O conteudo intracelular de ATP foi determinado
em ensaio de luminescéncia em espectrofotdbmetro. As citocinas IL-6, IL-10 e
TNF foram analisadas através de ELISA. Resultados: irradiacdes de 0,4 e 0,7 J
resultaram em maior concentracdo de CTMA viaveis independente das
concentragbes de doxorrubicina. Resultados similares foram observados para
0s ensaios de apoptose em células incubadas com 50 pug de doxorrubicina e
irradiadas com 0,2 e 0,4 J. Considerando que 0,4 J foi efetiva em aumentar a
viabilidade e reduzir apoptose das CTMA’s na concentracdo de 50 pg, nés
direcionamos para continuar os experimentos somente com esta dose de
energia e concentracdo da droga. Assim, 0,4 J inibiu o aumento de EROs nas
CTMA'’s, porém, nao resultou em maior concentracdo de ATP intracelular. Para
IL-6, o grupo irradiado teve maior expressdo quando comparado ao grupo
controle. Para IL-10 e TFN, ndo houve diferenca entre os grupos. Concluséo: o
LBl reduziu a mortalidade, apoptose e estresse oxidativo de CTMA’s
submetidas a toxicidade por doxorrubicina.

Palavras-chave: doxorrubicina, células-tronco mesenquimais, laser de baixa
intensidade, insuficiéncia cardiaca.



Abstract

Background: doxorubicin is a chemotherapy agent widely used on the
treatment of hematologic diseases and neoplasia. However, doxorubicin causes
cell damage in healthy cells (e.g. Cardiomyocytes), a situation that is persistent
even after the end of drug administration. These implications justify tools that in
some way lessen the adverse effects of doxorubicin on non-diseased cells,
especially in the heart. We highlight the use of stem cell therapy, in which
cardioprotective effects have been reported. However, doxorubicin  also
imposes cytotoxicity on transplanted stem cells, reducing its therapeutic
potential. Objective: to analyze whether the Low Intensity Laser (LIL) reduces
apoptosis and oxidative stress in mesenchymal stem cells derived from adipose
tissue (MSCA) submitted to doxorubicin toxicity. Material and Methods: MSCA
at the concentration of 1x105/0.1 mL of DMEM were plated in a 96-well plate for
the composition of the following experimental sets: Control - MSCA untreated
with doxorubicin and/or LBI; D25 and D50 - MSCA incubated with doxorubicin at
concentrations of 25 pg/mL and 50 ug/mL, respectively; D25 + LIL/D50 + LIL -
MSCA irradiated with 0.2 J, 0.4 J and 0.7 J LIL (660 nm) and incubated with
doxorubicin at concentrations of 25 pg/mL and 50 pg/mL, respectively. Cell
viability and apoptosis were determined by flow cytometry with 7AAD and
Annexin V, respectively. Cell permeabilization with DCFH was used as a marker
of reactive oxygen species (ROS). Intracellular ATP content was determined by
spectrophotometer luminescence assay. Cytokines IL-6, IL-10 and TNF were
analyzed by ELISA. Results: irradiations of 0.4 and 0.7 J resulted in a higher
concentration of viable MSCA independent of doxorubicin concentrations.
Similar results were observed for the apoptosis assays in cells incubated with
50 pg of doxorubicin and irradiated with 0.2 and 0.4 J. Considering that 0.4 J
was effective in increasing the viability and reducing apoptosis of the MSCA at
the concentration of 50 ug, we directed to continue the experiments only with
this dose of energy and concentration of the drug. Thus, 0.4 J inhibited the
increase of ROS in MSCA, however, it did not result in a higher concentration of
intracellular ATP. For IL-6, the irradiated group increased expression when
compared to the control group. For IL-10 and TNF, there was no difference
between groups. Conclusion: LIL reduced mortality, apoptosis and oxidative
stress of MSCA undergoing doxorubicin toxicity.

Keywords: doxorubicin, mesenchymal stem cells, low intensity laser, heart
failure.
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1. Contextualizacao

As antraciclinas sao quimioterapicos amplamente utilizados no
tratamento de doencas hematoldgicas e neoplasias. Dentre os farmacos
disponiveis, a doxorrubicina (DOXO) assume relevancia devido a sua potente
acdo na replicacdo do DNA, o que reprime a proliferagédo e sobrevida celular?.
Este agente antineoplasico possui acdo efetiva para tratar disturbios em
populacbes pediatricas e adultas, particularmente de tumores sdélidos,
leucemia, linfomas e cancer cerebral’>. A despeito das acles terapéuticas
positivas, a DOXO possui efeitos adversos potentes a longo prazo e pode
resultar em citotoxicidade de diversas células ndo neoplasicass.

O mecanismo exato da citotoxicidade causada pela DOXO ndo esta
totalmente elucidado, mas sabe-se que ocorre ligacdo com o DNA formando
compostos de ferro. Além disso, os dados disponiveis também situam a injaria
mitocondrial em posicdo de destaque*®, em que o coracédo é particularmente
afetado como resultado da abundancia desta organela®. Acresca-se que a
cardiotoxicidade induzida pela DOXO também ¢é acompanhada por
desregulacdo dos niveis intracelulares de célcio que, somada as anormalidades
mitocondriais, converge em aumento na geracdo de espécies reativas de
oxigénio?. Este cenario é acompanhado de estado redox impréprio para
sobrevida celular, em que o ambiente pré-oxidativo € acompanhado por
reducdo de enzimas/proteinas antioxidantes®’8. Tal circunstancia é propicia
para o desenvolvimento de remodelamento cardiaco patolégico, comumente
marcado por apoptose dos cardiomiocitos, fibrose, disfuncdo ventricular e
insuficiéncia cardiaca®°. Pesa, ainda, o fato dos efeitos citotoxicos da DOXO
persistirem por mais de 10 anos apds término da intervencéo quimioterapica?.

As informagbes precedentes ilustram a necessidade de ferramentas
gue propiciem, no minimo, abrandar os efeitos citotéxicos da DOXO em células
poupadas de neoplasias, sobretudo, o tecido miocéardico. Diversas alternativas
nao farmacoldgicas e farmacoldgicas sdo elencadas na tentativa de contrapor
os efeitos adversos da DOXOQ11121314 Em revisdo bibliografica realizada por
Granados-Principal et al.'® foi observado que o uso de vitamina C diminui a
apoptose, entretanto interferiu negativamente na eficacia antitumoral da DOXO.

O mesmo estudo apontou a utilizagdo de carotenoides, como o betacaroteno e



12

licopeno, que apresentaram aumento no efeito antitumoral da droga, mas sem
evitar a disfuncdo cardiaca. Com relacdo as alternativas farmacologicas, o
dexrazoxane pode ser utilizado em conjunto a quimioterapia devido ao fato de
minimizar os efeitos cardiotéxicos'®®, porém apresenta como desvantagem a
ocorréncia de efeitos colaterais sistémicos (Bula). Acresga que, parcela
substancial dos resultados positivos de diferentes intervencdes séo limitados a
estudos experimentais e pormenorizados em estudos clinicos, o que abre
precedente para andlise de intervencdes inovadoras?'’.

O uso de células tronco (CT) emerge como alternativa promissora para
tratar diferentes doencas. Inicialmente preconizada no tratamento da
insuficiéncia cardiaca de etiologia isquémical®1®29, a terapia com CT recebeu
atencdo como alternativa para o remodelamento cardiaco despertado pela
DOX032%, Assim, dados positivos para o uso de CT mesenquimais derivadas da
medula 6ssea foram apresentados por Yu et al.® e Gorji et al.??, em que as CT
atenuaram a fibrose miocardica induzida pela DOXO e aumentaram a
expressdo de proteinas anti-apoptéticas. Situacdo singular foi documentada por
Gopinath et al.?!, que mostraram reversdo da hipertrofia de cardiomiécitos
isolados cultivados com CT derivadas do corddo umbilical humano submetidas
a DOXO. Resultados interessantes também foram divulgados por Oliveira et
al.?® ao analisarem a eficacia da terapia antioxidante em comparacéo a terapia
celular em ratos que receberam DOXO. Os autores observaram efeitos
superiores das CT para aprimorar o desempenho ventricular esquerdo. Outro
resultado relevante encontrado pelo grupo perfaz a melhora da funcdo do
miocardio tratado com CT para valores similares ao grupo controle.

Os achados prévios séo cativantes para aceitar a utilizacdo das CT no
tratamento dos efeitos cardiacos adversos impostos pela DOXO. A margem
desta questdo reside os beneficios advindos da implementacdo precoce da
terapia celular, quando ainda vigora o periodo quimioterapico?®. Imagina-se que
tal medida constitua efeito protetivo para o remodelamento cardiaco adverso
imposto pela DOXO. Todavia, esta proposta ndo € livre dos inconvenientes que
comumente assolam a eficacia terapéutica das CT, em que parcela significativa
das CT transplantadas no organismo in vivo pode ser perdida em condi¢des de
microambiente hostil. Este fendmeno foi bem documentado nas cardiopatias

isqguémicas?®, mas nao deve ser pormenorizado quando o alvo terapéutico
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constitui a cardiopatia induzida pela DOXO. De fato, ha informacéo suficiente
acerca do efeito citotoxico da DOXO em diferentes linhagens de CT. Diferentes
grupos de pesquisa reportaram reducdo da viabilidade, aumento do estresse
oxidativo e apoptose em CT cultivadas com DOXO0?%*?’, Desses achados
emerge a necessidade de estratégias que melhorem a resisténcia das CT a
DOXO, o que é particularmente interessante na ocasido de transplante celular
durante o regime quimioterapico. Essa linha de pensamento adere a um
conceito tradicional conhecido como “pré-condicionamento”, em que o objetivo
€ potencializar as propriedades resistivas das células transplantadas ao
ambiente indspito do organismo receptor?®. Essa tematica é pouco explorada
no que concerne ao perfil protetivo das CT frente a citotoxicidade causada
pela DOXO. O unico trabalho identificado analisou as caracteristicas de CT
cardiacas encapsuladas em hidrogel, contendo potente varredor de espécies
reativas de oxigénio - superoxido dismutase. O procedimento foi eficaz em
atenuar a apoptose e normalizar a homeostase metabdlica das CT expostas a
DOXO0?%,

De interesse é a possibilidade de utilizacdo do laser de baixa
intensidade (LBI) para aumentar as caracteristicas citoprotetivas das CT, ideia
gue é motivada por dados indicando efeitos fisiol6gicos importantes do LBI em
diferentes tipos de CT. Sabe-se que o LBI pode modular a proliferacdo e
diferenciacdo de CT derivadas da medula Ossea, adiposo, polpa dental,
sistema nervoso e corddo umbilical®®. Desperta atencdo os achados que
conferem ao LBI propriedades citoprotetivas das CT expostas a agentes
citotéxicos. Horvat-Karajz et al.3! analisaram a acéo protetora do LBI em CT
mesenquimais submetidas a incubagcdo com agentes citostaticos. Os
autores observaram que irradiacdes de 1,9 J/cm? foram eficazes em atenuar
os efeitos deletérios dos farmacos na proliferacdo celular, indicando que o
laser age estimulando a mitose e também acelerando este processo.
Recentemente, ndés demonstramos que o LBI normalizou a expressao do fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF) em CT mesenquimais derivadas
do tecido adiposo (CTMA’s) de homens e ratos submetidos a deficiéncia
nutricional®2. Em conjunto, os dados sdo estimulantes para aceitar que a
irradiacdo das CT pode constituir alternativa util para potencializar a eficacia da

terapia celular. A ideia de pré-condicionar as CT com LBI para aumentar a
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eficiéncia terapéutica pés-transplante ndo é inédita. Em 2009, Tuby et al.*®
irradiaram CT mesenquimais da medula 6ssea com LBI de comprimento de
810 nm e implantaram as células no coragdo de ratos infartados. Apoés trés
semanas de seguimento, o0s investigadores mostraram que o transplante
celular reduziu o tamanho do infarto em 53% e resultou em imunomarcacao
tecidual positiva para CT cerca de seis vezes maior do que no coracao de ratos
gue receberam CT ndao irradiadas. Acresga-se que o potencial angiogénico
das CT irradiadas também foi superior em comparacdo a s CT sem
intervencdo. AcOes similares de CT irradiadas com LBI foram recentemente
divulgadas em outros modelos experimentais de injaria tecidual, onde foi
observado efeito inibitério da apoptose e aumento na secrecdo paracrina de
fatores angiogénicos e de crescimento celular®*3. Estes mecanismos s&o
importantes para a sobrevida das CT no tecido em que  seréao
transplantadas, tornando assim a terapia eficaz. Entretanto, para obtencao
dos efeitos desejados da laserterapia é importante que se estabeleca
parametros de irradiacdo, como comprimento de onda, poténcia e dose®.

A originalidade deste projeto de pesquisa residiu em examinar se o LBI
induziria resisténcia das CTMA’s a toxicidade da DOXO. Devido ao ineditismo
de informacdo nesta linha de investigacdo, estabelecemos a realizacdo de
experimentos in vitro centrados na andlise da acdo do LBI sobre a viabilidade
das CTMA’s submetidas a DOXO. Para explorar possiveis mecanismos
mediadores da citoprotecdo, nds direcionamos atencao para avaliar o papel do
LBl na modulacdo do estresse oxidativo. Este direcionamento foi pautado no
seguinte argumento: niveis elevados de espécies reativas de oxigénio sao
criticos para diminuir a viabilidade celular e o engrafitamento das CT36. Deve-
se mencionar que a opc¢ao por analisar a hipotese que o LBI poderia modular o
estresse oxidativo ndo provém do acaso. Apesar da inexisténcia de estudos, ha
evidéncias sobre o potencial do LBl em atenuar o estresse oxidativo em outras
linhagens celulares®”:383940, |magina-se que, ao abrandar o estresse oxidativo
induzido pela DOXO, o LBI propicie melhora efetiva na sobrevida de células
pos-transplante. Ao considerar que o uso das CT emerge como o0pgao
terapéutica promissora no tratamento do paciente em quimioterapia, 0s

resultados deste estudo possuem potencial translacional.
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2. Objetivo
Analisar o efeito do Laser de Baixa Intensidade na apoptose e estresse
oxidativo em células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo

submetidas a toxicidade por doxorrubicina.
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3. Material e Métodos
3.1 Obtencao das CTMA’s

Foram utilizadas CTMA’s provenientes de ratos machos isogénicos de
linhagem Fisher 344, derivadas de um banco de células sob aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo (CEUA
2130010214).

3.2 Extracéo das CTMA’s

Sob regime anestésico com mistura de cetamina (50 mg/Kg, Dopalen®,
Vertbrands, Paulinia, SP, BRA) e xilazina (10 mg/Kg, Anesadan®, Vetbrands,
Paulinia, SP, BRA), o tecido adiposo subcutaneo da regido inguinal dos
animais foi extraido e lavado com tampdo fosfato salino (PBS). Os
procedimentos de extracdo seguiram padronizacdo descrita em trabalho
recente de nosso grupo®®. O tecido foi dissociado com colagenase tipo IA e
centrifugado a 1500 rpm. As células peletizadas foram recuperadas e
plagueadas em placa de cultura com pogos de 10 cm?. ApoOs 24 horas, a
cultura foi lavada com PBS 1x (NaCl 140 mM, KCI 2,5 mM, Na2HPO4 8 mM,

KH2PO4 1,4 mM, pH 7.4) para remocgédo de eritr6citos e outras células nao
aderidas. As células foram re-incubadas em meio de cultura Dulbecco
modificado por Eagle (DMEM, Invitrogen, EUA) a cada dois dias. Ao atingirem
confluéncia de 80%, usual com 5-7 dias apds o0 plaqueamento inicial
(passagem 0), as células foram desaderidas da placa com tripsina-EDTA
0,25% e congeladas como previamente descrito*4243,

3.3 Descongelamento

As CTMA’s foram descongeladas com a adicdo de meio de cultura
DMEM, transferidas para tubo cobnico contendo 10 mL de DMEM
suplementado com 9% de soro fetal bovino (Invitrogen, EUA) e, entéo
centrifugada a 1500 rpm por cerca de 5 minutos. Seguiu-se com descarte do
sobrenadante, ressuspensdo das células em propor¢do 1x10%0,1 mL de
DMEM e, entéo, transferidas para garrafas de cultura T75. Posteriormente,
as CTMA’s foram mantidas em estufa (Thermo Electron Corporation,

modelo 3110, USA) a 37°C, numa atmosfera Umida contendo 5% de CO..
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3.4 Cultivo

O cultivo ocorreu em meio de cultura DMEM suplementado com 9% de
soro fetal bovino (SFB, Invitrogen, EUA) e 1% de penicilina-estreptomicina
(1000UI/mI-1000mg/ml, GIBCO BRL, Gaithersburg). As culturas foram
mantidas em estufa (HEPA class 3110, Thermo Electron Corporation, Marietta,
OH, EUA) a 37°C e atmosfera umida contendo 5% de CO2. A monitorizacdo do
crescimento celular foi realizada a cada 12 horas em microscépio de fase
invertida Eclipse TE2000U (Nikon, Melville, NY, EUA). O subcultivo foi
realizado em fluxo laminar (Linha 400, Pachane, Piracicaba, SP, Brasil)
guando a monocamada celular atingiu 90% de confluéncia. Assim, o

sobrenadante foi removido, as células lavadas com PBS 1x (NaCl 140 mM, KClI

2,5 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,4 mM, pH 7,4) e tratadas com solucéo de
tripsina-EDTA a 0,25% por 2 min (37 °C). A sequir, foi realizada lavagem com
meio para inativacdo enzimatica e posterior centrifugacdo a 1500 rpm a 20 °C
por 5 min (Centrifuga Excelsa 4-280R, Fanem, S&o Paulo, SP, Brasil). O
sobrenadante foi desprezado, o precipitado celular desfeito e as células foram
novamente plagueadas em propor¢cdo de 1x10°%0,1ml de DMEM para cada
poco em placa de 96 pocos (07-200-627 GSA/VA Corning Life Sciences
Plastic No.: 3916).

3.5 LBl
A irradiacdo das CTMA's foi realizada com o aparelho DMC Modelo

Photon Laser Ill - InGaAIP, 1 minuto antes da incubagdo com DOXO. Este
periodo de laténcia entre irradiacdo e adicdo do agente citotoxico € referido na
literatura como propicio para que os efeitos da LBl se manifestem em cultura
de CT#. Os parametros de irradiacdo sdo apresentados na Tabela 1. Foi
estabelecido utilizar um dispositivo com comprimento de onda de 660 nm e
irradiar as CT com doses de 0,2 J, 0,4 J e 0,7 J. Considera-se que tais
parédmetros podem despertar caracteristicas resistivas das CTMA’s frente a
DOXO. Esta hipotese foi pautada em estudos prévios, em que tais parametros
foram efetivos em aumentar a proliferacdo de células-tronco derivadas da

medula 6ssea e também CTMA’s30:45.46,
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As irradiagbes foram aplicadas no sentido vertical, de cima para o
fundo dos respectivos pocos, em que a distancia entre a spot de saida do
laser e a superficie de aplicacdo foi mantido constante a 2 mm. Para garantir
que as CTMA'’s aderidas no fundo dos pocos recebessem a energia estipulada,
nos analisamos se solucdo DMEM poderia abrandar a energia entregue com
equipamento Thorlabs Thermal powermeter (Model S322C, Thorlabs, Newton,
NJ, USA). Destes experimentos derivou a constatacao que o DMEM, no volume
gue se utiliza nos pocos, ndo interfere na quantidade de energia entregue as
CTMA’s. Durante as irradiagcbes, o ambiente foi mantido com obscuridade
parcial para ndo haver interferéncia de luz externa. Foram utilizadas placas de
96 pocos transparentes (07-200-627 GSA/VA Corning Life Sciences Plastic
No.: 3916) para irradiagdo, sendo que no plagueamento foi deixado distancia

de 2 pocos como garantia de ndo haver interferéncia no proximo po¢o com

células.
Tabela 1 - Parametros de irradiacdes
Comprimento de onda: 660 nm
Area do feixe: 0,028 cm?
Area irradiada: 0,32 cm?
Poténcia de saida: 30 mW
Densidade de poténcia: 1,07 mW/cm?
Densidade de energia Dose Tempo de irradiacao
10 J/cm? 0,2J 9 segundos
18 J/cm? 0,43 16 segundos
27 Jlcm? 0,73 25 segundos
3.6 DOXO

As CTMA’s foram expostas a DOXO decorrido 1 minuto da LBI. O meio
de cultura DMEM padrdo foi substituido por meio de cultura contendo o
farmaco nas concentragdes de 25 ug/mL e 50 pyg/mL, respectivamente, doses
que inibem consideravelmente a proliferacdo celular e sé&o proximas da
aplicacdo clinica*’. O objetivo foi trabalhar com definir uma concentracdo de
DOXO apta a induzir reducdes de viabilidade celular proximas a 40%. Foram
aplicadas as trés doses de irradiacao (0,2; 0,4; 0,7 J) para cada concentracao

de DOXO, respectivamente. As culturas foram incubadas em estufa (HEPA
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class 3110, Thermo Electron Corporation, Marietta, OH, EUA) a 37 °C e
atmosfera umida de CO2 5%. A monitorizacdo do crescimento celular foi
conduzida a cada 24 horas em microscopio de fase invertida (Eclipse TE
2000U, Nikon, Melville, NY, EUA). As analises foram realizadas apos 48 horas
de incubacdo, assim como no estudo de Qi et al.*’. O controle negativo foi
realizado com o meio DMEM néo enriquecido com DOXO.

3.7 Citometria de fluxo
As andlises de viabilidade celular, apoptose e estresse oxidativo foram
conduzidas no citbmetro BD Accuri (C6 Sampler, CA, USA).

3.7.1 Perfil fenotipico das CTMA’s

Para determinar o perfil fenotipico utilizou-se 5 pL dos marcadores
CD90+ (positivo) e CD45- (negativo) para CTMA’s. Apdés marcagao, as
amostras foram homogenizadas e incubadas por 30 minutos em temperatura
ambiente com auséncia total de luz. O processo de quantificacdo das células
foi realizado com base na expressao relativa de CD90+ (positivo).

3.7.2 Viabilidade celular

Foi analisado a viabilidade das CTMA’s por marcagcdo com 7
aminoactinomicina D (7TAAD — BD PHARMINGEN, CA, USA). O fluorocromo
permite identificar CTMA’s ndo viaveis. A quantidade de CTMA’s n&o viaveis
foi calculada por meio da marcacado positiva de 7AAD. As CTMA’s foram
ressuspendidas em 200 pL de PBS 1x na concentracdo de 2x10° células/0,1
mL. Apos ressuspendidas, foi adicionado 5 pL de 7AAD. As amostras foram
homogenizadas e incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente com
auséncia total de luz. O percentual de CTMA'’s viaveis foi feito pelo calculo da

guantidade de células nédo viaveis, subtraida de valor absoluto, 100.

3.7.3 Marcador de apoptose

Na analise de apoptose em CTMA’s foi utilizado protocolo de marcagao
com Anexina V (BD PHARMINGEN, CA, USA). Assim como a marcagdo com
7AAD, as CTMA’s foram ressuspendidas em 200 pL de PBS 1x na
concentracao de 2x105 células/0,1 mL. Apos ressuspendidas, foi adicionado 5
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ML de Anexina V. As amostras foram homogenizadas e incubadas por 30

minutos em temperatura ambiente com auséncia total de luz.

3.8 Estresse oxidativo

Para a marcacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) as células
foram ressuspendidas em 900 pL de PBS e marcadas com 100 pL de solucéo
estoque contendo 10 pL a 3 mM de DCFH (2'-7'-Dichlorodihydrofluorescein
diacetate, SIGMA-ALDRICH) e 820 pL de PBS 1x. As amostras foram
homogeneizadas em vortex por 1 minuto e incubadas por 30 minutos a 37 °C ao
abrigo da luz. Apds incubacédo, as amostras foram novamente centrifugadas e
ressuspendidas em 200 pyL de PSB 1x para leitura no citdmetro de fluxo. Os

resultados foram avaliados por mediana de fluorescéncia.

3.9 Concentracao de adenosina trifosfato (ATP)

Apos incubacdo com DOXO, 150 uL de DMEM foram coletados e, em
seguida, as células foram tripsinizadas seguindo o protocolo de cultivo e
adicionadas ao meio de cultura correspondente. As amostras foram plaqueadas
em placa de 96 pocos branca/opaca. A solucao estoque foi preparada conforme
instrugbes do quite ATPlite (PerkinElmer, MA, USA). Em seguida, foram
adicionados 50 pL de solucdo mammalian cell lysis e agitados a 700 rpm por 5
minutos. A seguir, foram adicionados 50 pL de solucdo substrato e agitados
novamente seguindo o parametro anterior. Apés agitacdo, as amostras foram
mantidas ao abrigo da luz por 10 minutos e a quantificacdo de ATP foi realizada

em espectrofotdmetro Multireader Spectramax i3 (Molecular Devices, CA, USA).

3.10 Concentracgéo de IL-6, IL-10 e TNF

As analises foram realizadas 48 horas apés a incubacdo com a droga.
Os grupos foram compostos por controle, D50 e D50 + 0,4 J em duplicata. A
guantificacdo da IL-6, TNF e IL-10 no sobrenadante celular foi realizada por
ELISA (BD OptEIA™ Rat IL-6 ELISA Set cat. 550319 e IL-10 cat. 555134 — BD
Biosciences, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. A leitura foi
realizada em 450 nm utilizando o leitor de microplacas SpectraMax M2

Microplate Reader (Molecular Devices, USA).
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3.11 Analise estatistica

Todos os dados sdo apresentados como média + DP. O teste de
Shapiro-Wilk foi aplicado para verificacdo da distribuicdo Gaussiana dos dados.
A comparacdo dos resultados entre os diferentes grupos foi realizada com
ANOVA uma via seguida por Student Newman-Keuls. Todas as analises foram
realizadas com o programa estatistico Graph Pad Prism 5.0 (San Diego, CA,

USA). Um valor de p=<0,05 foi adotado como nivel de significancia.



22

4. Resultados
4.1 Perfil fenotipico

Para caracterizacdo fenotipica de CTMA’s foram utilizados os
marcadores CD90 positivo (99,5%) e CD45 negativo (0%). A pureza da
populacao celular pode ser observada em plots ilustrados na Figura 1.
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Figura 1. Expressdo de marcador de superficie celular positivos (CD90) e negativos (CD45)
para CTMA’s.

4.2 Viabilidade celular

llustragOes referentes aos plots de citometria de fluxo para estudo da
viabilidade celular sdo ilustrados na Figura 2. Nota-se que as concentracdes 25
Mg e 50 pyg de DOXO sao citotéxicas para as CTMA'’s, em que a droga reduziu
a viabilidade celular em carca de 20% a 40%. Todavia, para 0S Qrupos
irradiados com LBI nas doses de 0,2 J, 0,4 J e 0,7 J, houve reducéo significante

para permeabilizacdo do marcador 7AAD nestes grupos conforme analise
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guantitativa illustrada na Figura 3. A Unica dose de LBI que nédo surtiu acdo

positiva correspondeu a 10 J para CTMA’s, quando as células foram incubadas

com 25 ug da droga.
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Figura 2. Plots de citometria de fluxo com expresséao de 7AAD (%) em CTMA’s. A: Controle, B:
D25, C: D25 +0,2J,D: D25 + 0,4 J, E: D25 + 0,7 J, F: D50, G: D50 + 0,2 J, H: D50 + 0,4 J, I
D50 + 0,7 J.
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Figura 3. Expressdo de CTMA’s nao viaveis, identificadas com marcagéo positiva para 7AAD
nos grupos Controle (Ctrl), DOXO (D) e irradiados com diferentes doses de energia antes da
incubagcdo com DOXO. O gréafico da esquerda representa experimentos conduzidos com DOXO
na dose de 25 ug e, a direita, € possivel visualizar dados referentes a 50 uyg de DOXO. O
tamanho da amostra (N) é descrito abaixo dos grupos. #p<0,001 vs. grupo Ctrl.

4.3 Apoptose

A Figura 4 ilustra os dados referentes aos plots de citometria de fluxo
para andlises de Apoptose celular com marcacdo por Anexina V. A analise
guantitativa dos dados é disponivel na Figura 5, em que o0 aumento da morte
celular foi evidente em CTMA’s incubadas com DOXO. O LBI resultou em

menor marcacgdo para Anexina V em CTMA'’s irradiadas com 10 e 18 J/cm?
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quando incubadas com 50 ug de DOXO, enquanto que ndo houve efeito positivo

das irradiagbes na dose de 25 pg de DOXO.
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Figura 5. Expressdo de CTMA’s marcadas com Anexina V nos grupos Controle (Ctrl), DOXO
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(D) e irradiados com diferentes doses de energia antes da incubagdo com DOXO. O gréfico da
esquerda representa experimentos conduzidos com DOXO na dose de 25 g e, a direita, é
possivel visualizar dados referentes a 50 ug de DOXO. O tamanho da amostra (N) é descrito
abaixo dos grupos. #p<0,0001 vs. grupo Ctrl.

4.4 Estresse oxidativo

A Figura 6 é representativa dos resultados de experimentos conduzidos

com o fluorocromo DCFH, empregado para marcacdo de EROs nas CTMA'’s.

Nota-se que as duas concentracdes de DOXO resultaram aumento significativo

na producédo de EROs. Esses achados corroboram dados apresentados por

outros investigadores (Octavia et al.?). Ao analisar o papel protetor do LBI é
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possivel notar que 10 J/cm? de energia foi habil a inibir o aumento de DCFH em
células incubadas com 20 ug de DOXO. Entretanto, em células submetidas a
50 pg de DOXO, todas as doses de LBI foram eficientes em inibir o aumento de
DCFH.
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Figura 6. Expressdo de CTMA’s marcadas com DCFH nos grupos Controle (Ctrl), DOXO (D) e
irradiados com diferentes doses de energia antes da incubacdo com DOXO. O gréfico da
esquerda representa experimentos conduzidos com DOXO na dose de 25 g e, a direita, é
possivel visualizar dados referentes a 50 uyg de DOXO. O tamanho da amostra (N) é descrito
abaixo dos grupos. #p<0,001 vs. grupo Ctrl.

4.5 Concentracéo de ATP

Com base nos resultados anteriores, em que 50 pg de DOXO constitui a
concentracdo que reduziu a viabilidade em ~ 40% e, que irradiacdes com LBI
na dose de 0,4 J surtur resultados positivos na viabilidade, apoptose e estresse
oxidativo, os experimentos seguintes foram conduzidos a margem desses
protocolos.

Como ilustrado na Figura 7, a DOXO resultou em concentragdes de ATP
significativamente reduzidas em comparacdo ao grupo Ctr em amostras
coletadas com 24 e 48 horas de incubacdo. Para todos os momentos de
analise, a aplicacdo do LBI ndo resultou em alteracdes positivas na

concentragéo de ATP (Figura 7).
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Figura 7. Conteudo de ATP dosado em CTMA’s viaveis nos grupos Controle (Ctrl), DOXO (D)
na concentragdo de 50 ug néo irradiadas (D50) e irradiadas com 0,4 J antes da incubagdo com
DOXO. Analises foram realizadas em amostras coletadas com 1 hora e 48 horas de incubagéo
com DOXO. O tamanho da amostra (N) é descrito abaixo dos grupos. #p<0,0001 vs. grupo
Ctrl.

4.6 Concentracédo de IL-6, IL-10 e TNF

A expressao de IL-6, IL-10 e TNF foi analisada por ELISA. Nota-se na
Figura 8 que a DOXO resultou em aumento da concentracdo de IL-6,
circunstancia que foi potencializada pelo LBI. A DOXO e LBI n&o resultaram em

alteracdes significativas no teor de IL-10 e TNF, respectivamente.
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Figura 8. Expressdo de IL-6, IL-10 e TNF nos grupos Controle (Ctrl), DOXO (D) na
concentracao de 50 pg ndo irradiadas (D50) e irradiadas com 0,4 J antes da incubagdo com
DOXO. O tamanho da amostra (N) é descrito abaixo dos grupos. #p<0,0001 vs. grupo Ctrl.

4.7 Caracterizacdo morfolégica

As andlises morfologicas ilustram caracteristica fibroblastoide das
CTMA’s quando aderidas ao plastico (Figura 9). Os painéis A-C indicam a
forma das células 24 h antes da incubacdo com DOXO nos grupos controle,
DOXO 50 pg e DOXO 50 pg precedida de irradiagcbes de 0,4 J,
respectivamente. Abaixo (D-F), os grupos anteriormente citados, 24h apos a
incubacio com a droga. E possivel observar reducdo do tamanho e quantidade
de CTMA’s nos painéis E e F devido ao efeito citotéxico da DOXO. Nao houve



diferenca aparente entre o grupo tratado com o LBI quando comparado ao
grupo sem tratamento.

Figura 9. Morfologia celular de CTMA'’s. Imagens de cima, 24h apés o plagueamento, onde A:
Controle, B: D50, C: D50 + 0,4 J. Imagens de baixo, 24h apds incubagdo com DOXO, onde D:
Controle, E: D50, F: D50 + 0,4 J.
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5. Discusséao

Esse projeto de pesquisa foi conduzido para determinar se a irradiacao
com LBI poderia conferir citoprotecdo de CTMA’s submetidas a toxicidade
causada por DOXO in vitro. De fato, a incubagdo das CTMA’s com DOXO em
concentracfes de 25 e 50 ug resultou em reducdes de 20 a 40% da viabilidade
celular empregando-se a marcacao com 7AAD (Fig. 3). Destaque-se o papel da
fotobiomodulagcdo, em que exerceu citoprotecdo para apoptose (Fig. 5) e
estresse oxidativo (Fig. 6) em CTMA'’s irradiadas com LBI, em que o efeito
benéfico pode ser dose dependente.

Nossos dados estdo em acordo com achados prévios da literatura
acerca do potencial citotéxico da DOXO, em que efeitos adversos também
foram divulgados para células de cancer de mama, cardiomidcitos e células-
tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea quando incubadas na
concentracdo de 5 umol/L21. De acordo com os estudos de Mvula et al. 4 e
Peng et al.*® ha aumento da viabilidade celular de CTM'’s irradiadas com luz de
baixa intensidade, mas estas ndao foram submetidas a nenhuma forma de
estresse. O estudo de Giannelli et al.>® apresentou resultados interessantes
guanto a proliferacdo celular, de forma que esta variavel foi aumentada no
grupo de células estromais mesenquimais irradiadas com laser de diodo, em
condi¢Bes normais. Estes achados podem explicar a prevencao de reducéao da
viabilidade em CTMA’s incubadas com DOXO, uma vez que tanto a morte
guanto a proliferacéo celular estdo associadas a viabilidade celular.

A cultura de CTMA’s com 25 ug de DOXO resultou em 3 a 4%
apoptose por marcagdo com Anexina V, enquanto que a concentracao de 50 ug
resultou em maiores valores de apoptose (30-40%) (Fig. 5). Outros
investigadores?’ também demonstraram indugdo de apoptose em CTM’s
derivadas da medula 6ssea incubadas com DOXO a 1, 3 e 10 pM. Similar as
nossas condicbes experimentais, nesse mesmo trabalho?’, os autores
incubaram as células por 48 horas apés adicdo da droga. Com relacdo a acao
do laser, um estudo recente que também avaliou apoptose com o marcador
Anexina V°! observou o efeito anti-apoptotico do laser em CTM’s que foram
incubadas por 24 e 48 horas com 5-fluorouracil para desencadear o processo.

A DOXO aumentou os niveis de EROs e outros peroxidos em relagao

ao grupo sem a droga, de acordo com a marcagao de DCFH (Fig. 6). Para a
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concentragcdo de 50 pg o LBI reduziu significantemente oS compostos
marcados por DCFH, corroborando com Biasibetti et al.>? que estudou o efeito
do LBI no estresse oxidativo em ratos com insuficiéncia cardiaca induzida. As
antraciclinas possuem alta afinidade com a membrana interna da mitocondria, o
gue leva a alteracbes na cadeia de transporte de elétrons e consequente
aumento na producdo de EROs®:. O LBI age aumentando a atividade
enzimatica de importantes proteinas envolvidas no processo antioxidante das
células, como por exemplo superoxido dismutase e glutationa-S-transferase.
Além disso, estimula a respiracdo celular via atividade da enzima citocromo C
oxidase. O processo desencadeado pela laserterapia resulta em diminuir os
niveis de estresse oxidativo, porém, ndo ha dados que comprovem o
restabelecimento total deste parametro®*.

Com base nos dados de viabilidade celular, apoptose e estresse
oxidativo foram escolhidas as doses de 50 pg de DOXO e 0,4 J de laser para
0s experimentos posteriores. A DOXO reduziu significativamente a producédo de
ATP guando comparado as células Ctrl (Fig. 7). Segundo Wu et al.>>, a DOXO
administrada em altas concentragfes ocasiona diminuicdo significante dos
niveis de ATP em células de linhagem SMMC-7721. O processo pode ser
explicado devido a ativacdo de PARP (poly(ADP-ribose) polimerase)®®, uma
enzima importante que atua nos processos de transcri¢do, replicacdo e reparo
do DNA. A hiperativacdo desta proteina resulta em morte celular via cadeia
respiratéria. Também ha alto consumo de NAD*, interferindo diretamente a
producdo de ATPS®. E importante mencionar que nossos achados de melhores
niveis de viabilidade celular em CTMA'’s irradiadas com LBl conduziram a
acreditar que encontrariamos maiores niveis de ATP. De fato, a maior
concentragdo de CTMA’s viaveis no grupo submetido a 0,4 J poderia, per se,
resultar em maior concentracdo de ATP. Além disso, muitos dos diferentes
efeitos bioloégicos beneficias da fotobiomodulagdo sdo atribuidos a
potencializacédo da producdo de ATP>5’. Em nossas condiges esse preceito
nao foi evidente, o que nédo € inédito em ensaios conduzidos com CTMA’s
humanas irradiadas com LBI2.

E bem conhecido que a DOXO exerce efeitos inflamatdrios importantes
em diferentes tipos de células in vitro®8° e in vivo®%61, Nessa perspectiva, o

conteudo das citocinas IL-6, TNF e IL-10 foi dosado no sobrenadante das
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CTMA'’s incubidas com DOXO. A ideia é pautada em determinar se a DOXO
alterava a secregdao das CTMA’s e, se o LBI poderia modular a acdo do
farmaco. Dessas analises, a Unica modificacdo significante foi documentada
para IL-6, em que o aumento induzido pela DOXO foi potencializado coma a
irradiacéo prévia com LBI (Fig. 8). A IL-6 € uma citocina que age em varios
processos fisiologicos associados a inflamacdo. O aumento da producéo de IL-
6 pelas CTM’s incubadas com DOXO néao constitui achados inéditos, sendo
que j& foi mostrado que o ambiente inflamatério causado pela adicdo do
farmaco faz com que as CTM’s expressem citocinas inflamatérias62:63.64,
Todavia, a potencializacdo da expressao da IL-6 com aplicacdo do LBI é um
achado original. Esses achados séo intrigantes, na medida que a literatura
comumente atribui ao LBI acdo anti-inflamatéria, como descrito por diversos
autores®1656667 A explicacdo para esses achados ainda carece de
investigacdo, mas a acao paracrina da IL-6 sobre as CTMA’s é balizada por
efeitos controversos. Pricola et al.’ constatou que esta citocina tem papel
fundamental na manutengéo fisiolégica de CTM’s humana, influenciando no
aumento de proliferacdo e taxa de regeneracédo. Além disso, foi visto que IL-6
possui efeito citoprotetor contra apoptose e inibe a diferenciacdo condrogénica
e adipogénica, mantendo as caracteristicas de CT. Esses dados podem
também justificar os resultados encontrados no presente estudo, onde foi
observada maior viabilidade celular, menor apoptose e estresse oxidativo em
células irradiadas com LBI.

A expresséo de IL-10 nao foi alterada pela DOXO ou sua associagéo
com o LBI em relacdo ao controle (Fig. 8). Esta € uma citocina anti-
inflamatoria®®, em que o contelido mostrou-se elevado em CTMA’s humanas
submetidas a irradiacGes com LBI em situacéo inflamatéria causada por LPS®9,
Quanto ao TNF, a literatura apresenta dados controversos em relacdo a sua
expressdo ou ndo pelas CTM's’%"1. Apesar de Ma et al.”® mostrarem que as
CTM’s ndo expressam, mas respondem ao TNF, segundo Xing et al.’t, foi
detectada producdo de TNF quando adicionado LPS na cultura das CTM’s.
Como a DOXO desencadeia uma reacgdo inflamatoria, assim como o LPS,
acreditava-se que o TNF poderia ser expresso nessas condi¢des. Contudo, n&o
houve diferenca significante entre os grupos irradiado e nao irradiado (Fig. 8),

uma vez que a baixa expressao desta citocina, mesmo apoés estimulo
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inflamatorio causado pela DOXO, néo possibilitou repercussao da laserterapia.
Segundo Lima et al.”?> o LBI néo foi capaz de reduzir a expressdo de TNF-a em
lesdo cutanea de ratos, corroborando com o presente estudo. Entretanto, Yin et
al.®® detectou reducédo de citocinas pré-inflamatérias quando CT mesenguimais
foram irradiadas, assim como aumento das citocinas anti-inflamatérias como
descrito anteriormente.

Além das alteracdes biomoleculares causadas pela DOXO, também foi
observada mudanca nas caracteristicas morfologicas das CTMA’s (Fig. 9).
Segundo Ladeira et al.”®, essas células possuem aparéncia fusiforme
assemelhando-se a fibroblastos e crescem em uma Unica camada aderida ao
plastico. 24 horas ap0s incubacdo com o quimioterapico, as células sofreram
reducdo em seu tamanho e apresentaram formato arredondado, demonstrando
alta toxicidade da droga. Visualmente, a irradiacdo com LBI ndo interferiu na
morfologia das CTMA's.

A terapia com CTMA’s surge como importante ferramenta no campo da
medicina regenerativa. Diversos estudos mostram sua eficacia nos processos
de reparo tecidual devido ao fato de serem células multipotentes com facil
aplicabilidade e expansdo em cultura. Além de seus beneficios, a obtencéo
destas células torna-se viavel, pois o tecido adiposo abriga grande quantidade
de CT e é acessivel por cirurgias de lipoaspiracdo’37475, O trabalho com
células é limitado pela auséncia de efeito sistémico, jA que ndo ha interacao
com outros tipos celulares que podem interferir nos processos analisados neste
estudo.

Como agente potencializador da terapia celular, o laser mostra-se um
método valioso. Seu custo-beneficio e facil manuseio possibilitam a reproducéo
de diversos tratamentos em um curto periodo de tempo, além da translocacéo
da técnica para estudos in vivo e aplicabilidade clinica. No entanto, mais
estudos séo necessarios para explicar quais mecanismos atuam na otimizagéo
das células. Uma sugestao € avaliar a expressao de proteinas relacionadas aos
processos de apoptose e balanco oxidativo celular. Desta forma, este trabalho

abre novos questionamentos e caminhos para pesquisa futura.
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6. Conclusao

Este estudo mostrou que 0,4 J foi a melhor dose do laser de baixa
intensidade para reduzir a mortalidade, apoptose e estresse oxidativo de
células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo submetidas a 50 ug

de doxorrubicina.
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