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Shakespeare, em sua obra "Hamlet"

perguntou-se em primeira instancia:

“Ser, ou ndo ser? Eis a questdo...” Diria entdo a Shakespeare, que prefiro ndo ser!
Prefiro apenas estar!

E nesse estado, me fazer independe do sentido.

Logo, ndo serei...

N&o tomarei para mim as dores que assolam o sentido!

Estarei ao meu ver, covarde de ser!

Porém, estarei intrinsecamente humano...

E essa va escolha, se transformara apenas numa llusao futura, do estado que vira...

Alvaro de Azevedo



RESUMO

Considerado por muito tempo como camada celular inerte, o endotélio é reconhecido
como um importante regulador das principais funcdes fisiologicas. As células
endoteliais respondem a estimulos quimicos e secretam fatores que modulam
diversos processos fisioldgicos, principalmente sob hipoxia. Essa condicdo pode
desencadear respostas adaptativas e ter efeitos prejudiciais se persistir por periodos
prolongados, causando modifica¢des transcricionais que resultam em alteracdes da
homeostase celular. A terapia de fotobiomodulagcéo (FBM) pode estimular a producéo
de colageno, promover a sintese de DNA e proteinas, aumentar o conteudo de ATP,
modular a migracdo e proliferacdo celular, acelera o reparo tecidual e induz a
diferenciacao celular. Nesse contexto, a avaliacao das adaptacdes celulares a hipoxia
pode fornecer conhecimentos para melhorar os tratamentos e reduzir essas perdas.
O presente estudo in vitro teve como objetivo avaliar os efeitos da FBM pré inducéo
de hipoxia em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS), para prevenir
possiveis danos gerados pela hipdxia. A metodologia compreendeu expressao génica
e atividade proteica através de testes in vitro. As células foram caracterizadas pela
expressao de CD31 APC e CD146 APC pelo método de citometria de fluxo. As células,
mantidas em cultura, foram soltas de uma garrafa matriz de 75cm2 e semeadas em
garrafas de 25 cm2 na quantidade 1x10°8. Nossos resultados evidenciaram que hipdxia
apenas promoveu forte reducéo da viabilidade celular e que FBM com laser vermelho
660 nm; 1,5 J/cm2; 60s) pré hipdéxia aumentou este parametro. As expressdes de
RNAmM das enzimas antioxidantes SOD1 e CAT foram reduzidas pela hip6xia, e foram
aumentadas com o uso da FBM. As atividades de SOD e GPx foram aumentadas pela
FBM. A expressdo de Hspla/b (HSP70), biomarcador de dano celular, mostrou-se
aumentada pela hipdxia, sendo este efeito bloqueado pela acdo da PBM,
demostrando niveis de HSP70 semelhantes ao controle. Niveis aumentados de
TBARS e de radicais livres foram encontrados no grupo hipéxia em comparacao ao
controle, interessantemente, no grupo previamente tratado com terapia de FBM pré
hipoxia observamos queda destes marcadores de estresse oxidativo, trazendo valores
semelhantes ao controle. Em conjunto, os dados sugerem que a FBM possui potencial

como terapia de protecao celular em relacdo aos danos oxidativos em condicfes de



hipdxia, evidenciado pela expressdo de enzimas antioxidantes e redugdo dos niveis

de proteinas carboniladas e radicais livres.

Palavras-chave: Fotobiomodulagdo, HUVEC, enzimas antioxidantes, estresse

oxidativo.



ABSTRACT

Long considered to be an inert cell layer, the endothelium is now recognized as an
important regulator of major physiological functions. Endothelial cells respond to
chemical stimuli and secrete factors that modulate various physiological processes,
especially under hypoxia. This condition can trigger adaptive responses and have
harmful effects if it persists for prolonged periods, causing transcriptional changes that
result in changes in cellular homeostasis. Photobiomodulation therapy (PBM) can
stimulate collagen production, promote DNA and protein synthesis, increase ATP
content, modulate cell migration and proliferation, accelerate tissue repair, and induce
cell differentiation. In this context, the evaluation of cellular adaptations to hypoxia can
provide knowledge to improve treatments and reduce these losses. This in vitro study
aimed to evaluate the effects of pre-hypoxic PBM on human umbilical vein endothelial
cells (HUVECS), to prevent possible damage caused by hypoxia. The methodology
included gene expression and protein activity through in vitro tests. The cells were
characterized by the expression of CD31 APC and CD146 APC by flow cytometry. The
cells, kept in culture, were released from a 75cm2 matrix bottle and seeded in 25 cm?
bottles at a quantity of 1x106. Our results showed that hypoxia only promoted a strong
reduction in cell viability and that PBM applied pre-hypoxia increased this parameter.
The mRNA expressions of the antioxidant enzymes SOD1 and CAT were reduced by
hypoxia, and were increased with the use of PBM. The activities of SOD and GPx were
increased by PBM. The expression of Hspla/b (HSP70), a cell damage biomarker,
was increased by hypoxia, and this effect was blocked by the action of PBM,
demonstrating HSP70 levels similar to the control. Increased levels of TBARS and free
radicals were found in the hypoxia group compared to the control, interestingly, in the
group previously treated with pre-hypoxic PBM therapy we observed a decrease in
these oxidative stress markers, bringing values similar to the control. Together, the
data suggest that PBM has the potential as a cell protection therapy against oxidative
damage under hypoxic conditions, evidenced by the expression of antioxidant

enzymes and the reduction of levels of carbonylated proteins and free radicals.

Keywords: Photobiomodulation, HUVEC, antioxidant enzymes, oxidative stress.



Sumario

1. INTRODUCAO ........................................................................................................ 18
1.1. Endotélio e Células ENdoteliis ........cccceeeiiiiiiiiiiunreeiiiiiiiiieieenincnnecs s anseees 18
1.2. HIPOXIA cevvnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 21
1.3. Disfungao Endotelial e Estresse OXidatiVo .........ceeeeeeeeeennnenennnnnmennsemnmsssssssssssssssssssssssssssssssssss 23
1.4. (o] 0o ¢ 11T 4 oY [V = oF: 1o XN 24
1.5. L= 0o T4 T o T [ = 27

1.5.1 ENZimas AntioXidantes .......ccccueveieiiiieiiiinnniiiiinniiineeeinsieiissnenisseeinsseeinssessste s 28
1.6. Justificativa @ ReleVANCIa .......ccvueiiiieeiiiiiiiiictti it 29
2. OBIETIVOS . e e aaaaa 30
2.1. (0] =141V o T CT=T - | [P TPTS 30
2.2 Objetivos @SPECITICOS .....cceeerrrrrriiiriiirisisrsssssssssssssss s e s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s ssssssssssnsnsnnnen 30
3 MATERIAIS E METODO ... oo e, 31
3.1. TiPO dE@ ESTUAO....ccieeeeeecciiiiieeie ettt e e e s s s e ernesssse e s e s e e nnnsssssssseeennnssssssssssennnssssssssesennnnssnnns 31
3.2. 0 o | 31
3.3. Y 110 E] 31
3.4. CUItIiVO d@ CEIUIAS ....eeerereeriiitteiiitertiiere ettt as e e s sass e sessaneessns 32
3.5. Delineamento do ESEUAO .......eeeiiiiineeeieiiiiiiceetee e 33
3.6. Protocolo de Fotobiomodulagao .........cccovieeeeeeeiiiiiiiiicieerrccsr e eeeeeseee s s e eenness e e s s e eennansssssnenes 33
3.7. INAUGAO dE HIPOXia ..euuuueeeeennnennnnnnnnnnnnnennnnnsesnnssnssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssnsnsnnnnnnnnnns 34

3.8. DeterminaG8o TBARS ... ..o 35



3.9. Proteinas carboniladas .....ccccieeeriireeeiiiiiiiiiiiiiiiieeierreneeereneesteneseeesnsserennssesesnsseresnssesennssesenne 35

3.11.  Anadlise da eXPressan SENICA ....ccueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssnnsnnnnns 36
3.11.1. Tratamento do RNA total e Integridade das amostras .........cccccevrviiiiieereeniiniissneneeeennnne. 37
3.11.2. Sintese de DNA complementar (cDNA) - Transcrigao ReVersa .........cccccceeeerrreccsssnnneenennas 37
3.11.3. Reagdo de Polimerizagdo em Cadeia (PCR) em tempo real — qPCR.......cccceeverrrrrricccccnnne 37

3.12. Quantificagdo da atividade de enzimas antioXidantes...........cccceereriiriiiiiisinscssssssssssssssssssnsnnns 38
3.12.1. Ensaio de atividade da superdxido dismutase (SOD).........ccceeerrrrrrrrrrrsssssssssssssssssssssssnnns 38
3.12.2. Ensaio de atividade da catalase (CAT) .....cccceeerrrrrrrrrrrrrrrrrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnns 39
3.12.3. Ensaio de atividade da glutationa peroxidade (GPX) .......cccccceerrrreecrrrnneeneerssccsssnnneenennas 39

3.13. AnNAlise EStatiStiCa......ccierrrcnnreiiiiiiisisnnneniiiiiissssnneesiiissssssssseesssissssssssnsssssssssssssnsssessssssssssnnsnnns 40

A, RESULTADOS ... e 41

4.1. Viabilidade CEIUIAT .....uuueeiiiiiiiiiieeretiiiiissenirensissssssssee s sssnssessssssssssnnssessssssssssnnnsansssssssssnnnnens 41

4.2. RNA das 3 principais enzimas antioXidantes ......c..c..cceeiiiiieieiiiiiiiiienriccnnrrrennesceesreeennesssseesneees 41

4.3. Expressdo de RNA de HSPAL @/ ....ceeeeceeeiiiireeeieiieeeeccseeeeesnneescsssseesessneesssssseesssssneesessasessessnsessnns 42

4.4. Quantificagdo das proteinas carboniladas ..........eeeeeeeeeeeeemeennnneneeneeeneeeenemenmemmmeemeemssssasa.. 43

4.5. Quantificag@o das TBARS .......ceeeeeeeeeeeeeemeemmeeeeeneeemneeeennneeeeeesessssnsssssssssssssssssssssssssssnnssssnnnnssnnnnnnnnnnn 44

4.6. Atividade das enzimas antioXidantes............eeeeeeeeeeeeemmeeeneenenneenennnneenenneenneenieeneeeaeeaaeaaaaaaaaaaaaaaaes 45

4.7. Determinagao de radicais lIVI@S ........eeeeeeeeeeeeeneeeeeneenennmememmmmmmmmemsmsmmssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnnnnns 46

5. DISCUSSAD ..o e e e, 47

6. CONSIDERAC@ES FINALS e 51

7. CONCLUSAO ..o e e e, 52

8. REFERENCIAS oottt ettt ettt 53

9. ANEXOS L. 63



8.1.

Checklist



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Protocolo de Fotobiomodulacéo.

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Vasculogénese.

Figura 2. Efeito do gradiente de tensdo de oxigénio e distancia de difusdo na
disponibilidade de oxigénio para as células.

Figura 3. Monocromacidade.

Figura 4. Caracterizagdo das células HUVECs

Figura 5. Aparelho Twin FLEX-LASER, MMOptics Ltd (S&o Carlos, SP, Brasil
Figura 6. (AnaeroGen, Oxoid, Cambridge, Reino Unido).

Figura 7. Efeito da hipdxia na viabilidade das células HUVECs na auséncia e presenca
de FBM.

Figura 8A. Expressdo de RNA mensageiro das enzimas antioxidantes SODL1.
Figura 8B. Expressdo de RNA mensageiro das enzimas antioxidantes CAT.

Figura 8C. Expressdo de RNA mensageiro das enzimas antioxidantes GPx4.

Figura 9. RNA da proteina de choque térmico 70.

Figura 10. Quantificacdo de proteinas carboniladas.

Figura 11. Quantificacdo de TBARS.

Figura 12A. Quantificacdo proteica das proteinas antioxidantes CAT.

Figura 12B. Quantificacdo proteica das proteinas antioxidantes GPx.

Figura 12C. Quantificacédo proteica das proteinas antioxidantes SOD.

Figura 13. Determinacao de radicais livres.

LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

ECs, Células endoteliais;

TRP Receptor transiente;

NO, Oxido nitrico;

VEGF, Fator de crescimento endotelial vascular;



HUVEC, Células endoteliais da veia umbilical humana;

02, Oxigénio;

HIF-1, Fator induzivel por hipéxia-1;

HRE, Elemento de resposta a hipoxia;

ARNT, Translocador nuclear de hidrocarboneto arilico;

PAS, Per-ARNT-Sim;

bHLH, Hélice-alcahélice basica,

TAD, Dominios de transativacao;

CBP/p300, Proteina de ligacédo a proteina de ligacdo ao elemento de resposta
cAMP; ODDD, Dominio de degradacdo dependente de oxigénio;
2-OG, 2-oxoglutarato;

PHD, Dominio prolil hidroxilase;

VHL, Von Hippel-Lindau;

FIH-1, Fator inibidor HIF-1; ARD1, parada-defeituosa-1;

MAPK, Proteina quinase ativada por mitégeno;

PTEN, Homologos de fosfatase e tensina deletados no cromossomo 10;
LY294002, 2-(4-morfolinil)-8-fenil-4H-1- benzopiran-4-ona;
PD98095, 2-(2-amino-3-metoxifenil)-oxanftalen-4-ona;

PI3K, Fosfoinositide-3 quinase; YC-1,3-(5-hidroxi-metil-2-furil)-1-benzilindazole;
MRNAs, RNAs mensageiros;

tRNAS) Transportadores RNA;

rRNASs, Ribossémicos;

OMICS, Genbmica, Transcriptbmica, Protebmica e Metabolémica;
PGI2, Prostaciclina;

ET-1, Endotelian;

TXA2, Tromboxano A2;

LDLc, Lipoproteina de baixa densidade;

eNOS, Oxido nitrico sintase endotelial;

nNOS, Oxido nitrico sintase neuronal;

iINOS, Oxido nitrico sintase induzivel;

NO3-, Nitrato;

NO2-, Nitrito;



02-, Anion superéxido;

OH-, Hidroxila;

H202, Peroxido de hidrogénio;

PBM, Fotobiomodulacéo;

LEDs, Lasers de baixa intensidade ou diodos emissores de luz;
VIS, Faixa do visivel,

NIR, Infravermelho proximo;

Ca2+, Calcio;

EROs, Espécies reativas de oxigénio;
ATP, Adenosina trifosfato.

SOD, Dismutase de sodio.

CAT, Catalase.

GPx4, Glutationa peroxidase 4.

TBARS, Espécies reativas ao acido tiobarbitarico.



18

1. INTRODUCAO

1.1. Endotélio e Células Endoteliais

O endotélio € o tecido epitelial que reveste o interior dos vasos sanguineos,
como artérias, veias e capilares, desempenhando um papel crucial na regulacéo do
fluxo sanguineo e na manutencéao da homeostase do organismo [1,2]. Ele consiste em
uma camada unica de células endoteliais (ECs) que revestem o limen dos vasos
sanguineos em todo o sistema cardiovascular, desde o coracdo até os menores
capilares [3]. O endotélio € um O6rgdo dinamico, metabolicamente ativo e
mecanicamente adaptavel, separando a parede do vaso do sangue e seus
componentes [4]. Apesar de ter sido considerado por muito tempo como uma camada
celular inerte, o endotélio é agora reconhecido como um importante regulador das
principais fun¢des fisiologicas [5,6], formando uma barreira semipermeéavel ao longo
do interior dos vasos sanguineos, unidas por juncfes estreitas, que permitem a
comunicacéo celular [7,8].

As ECs estao dispostas em uma configuracao adjacente umas as outras, com
um espaco extracelular reduzido, seguindo a direcao do fluxo sanguineo [9]. Entre as
ECs e o tecido conjuntivo subjacente encontra-se a lamina basal, uma camada
composta principalmente por colageno tipo IV, proteoglicanas e glicoproteinas como
a laminina e a entactina [10]. Além de sua funcdo estrutural, a lamina basal
desempenha um papel crucial na regulagéo da proliferacao e diferenciacao celular, na
manutencao da polaridade e do metabolismo celular, bem como na transducao de
sinais [11]. As ECs desempenham um papel crucial na regulacdo do fluxo sanguineo,
troca de substancias e resposta a lesGes vasculares. Estas células também estéo
envolvidas na regulagdo do tdbnus vascular, na manutencdo da permeabilidade
vascular e na modulacdo da resposta inflamatéria, possuindo a capacidade de
sintetizar e liberar varios fatores que afetam o fluxo sanguineo, como o 6xido nitrico
(NO), a endotelina e a prostaciclina. Além disso, a regulacéo do fluxo sanguineo pelas
ECs desempenha um papel critico em processos fisiolégicos importantes, como a
regulacdo da pressao arterial e a resposta ao exercicio fisico [12,13,14].

As ECs possuem a capacidade de responder a estimulos quimicos que ativam
receptores acoplados a proteinas G, bem como a forcas mecéanicas geradas pelo fluxo
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sanguineo. Em resposta a esses estimulos, as ECs secretam fatores quimicos que
desempenham um papel fundamental em diversos processos fisiolégicos [15],
principalmente na regulacdo de dois processos complexos essenciais para a
manutencado da homeostase do organismo: a coagulacdo sanguinea e a angiogénese
[16]. As ECs possuem a capacidade de sintetizar e secretar diversos fatores
envolvidos na coagulacao, além de apresentarem moléculas de adesdo que permitem
a interacdo com as plaquetas e os fatores de coagulacéo circulantes [17]. A interacao
entre as ECs e as plaquetas é crucial para a formacdo do tampdo hemostatico
primério, enquanto a ativacdo dos fatores de coagulacdo na superficie das ECs é
necessaria para a formacdo do coagulo estavel [18]. Esses eventos envolvem a
ativacdo de varias vias de sinalizacao celular e a expressao de proteinas como a
trombomodulina, a via do fator tissular, o inibidor do ativador de plasminogénio e o
ativador do plasminogénio tipo tecidual [19]. Além disso, as ECs também produzem e
secretam fatores anticoagulantes, como a proteina C e o inibidor da via do fator
tissular, desempenhando um papel de limitagdo da coagulacéo [20]. Portanto, as ECs
desempenham um papel critico na regulacdo da coagulacdo sanguinea, e sua
disfuncéo pode resultar em doencas como trombose, hemorragia e aterosclerose [21].
A angiogénese, processo fisiologico responsavel pelo desenvolvimento de
Novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes, depende de diversas
funcdes das ECs. Esse processo ocorre naturalmente durante o desenvolvimento
embriondrio, a organogénese e a cicatrizacao de feridas, mas também esta envolvido
em condi¢Bes patoldgicas, incluindo carcinogénese, retinopatia diabética e poliartrite
cronica [22]. Durante a angiogénese, as ECs secretam enzimas proteoliticas que
degradam a membrana basal vascular, permitindo a migracdo das ECs através da
membrana basal em direcdo a matriz perivascular. Em seguida, estas células se
proliferam, aderem e se conectam umas as outras para formar estruturas semelhantes
a tubos. A matriz perivascular € remodelada e as ECs s&o envolvidas por células
musculares lisas vasculares. A formacéo de anastomoses vasculares ocorre,
interconectando as redes vasculares recém-formadas. Essas etapas sdo reguladas
por uma variedade de citocinas, componentes da matriz extracelular e enzimas

proteoliticas [23]. (Figura 1)
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Figura 1. A- No desenvolvimento, as células mesodérmicas se diferenciam em hemangioblastos causando
a formacdo de ilhotas sanguineas primitivas. Depois os hemangioblastos periféricos se diferenciam em
angioblastos, os precursores das células endoteliais. Ocorre a ativagdo quimiotatica e haptotatica, entdo as células
endoteliais migram permitindo a fusdo das ilhotas sanguineas e sua remodelacdo em estruturas tubulares, dando
assim origem ao primeiro plexo vascular primitivo. Os plexos vasculares se remodelam em vasos maiores, por
meio do processo de vasculogénese, que leva a vascularizagdo do embrido. B- Em contraste com a
vasculogénese, a angiogénese é um procedimento de neovascularizagdo pelo qual novos vasos sanguineos se
formam a partir dos preexistentes. (Adaptado de Laurent Lamalice et al. Endothelial cell migration during
angiogenesis. 2007).

Em condicdes fisiologicas, as ECs desempenham um papel fundamental na
regulacdo da homeostase vascular e do crescimento dos vasos sanguineos, atuando
como mediadoras na comunicacdo entre o tecido e o sangue [24]. Por meio de
diversos mecanismos, as células endoteliais podem reduzir a ocorréncia de trombose,
controlando a expressdo de receptores para substancias pro-coagulantes e
anticoagulantes, e influenciando o sistema de coagulacdo [25]. A adesdo das
plaquetas aos leucocitos € um estagio inicial que leva a exsudacao dos leucdcitos em
areas inflamadas ou infectadas, seguida pela interacdo e agregacdo de plaquetas-

leucécitos e, por fim, pela obstrucdo dos vasos sanguineos. As células endoteliais
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desempenham um papel antitrombético por meio da producgéo de varias substancias
vasoativas, como endotelina, angiotensina, NO e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) [25, 26, 27, 28].

A dindmica das células endoteliais pode afetar a producéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e adenosina trifosfato (ATP). Essa dinamica também pode
depender de alteracdes na concentracéo intracelular de calcio (Ca?*), do esgotamento
dos estoques de Ca?* e de eventos de sinalizacdo de entrada e saida de Ca?* [29,
30,31, 32].

1.2. Hipoxia

A hipoxia é caracterizada pela reducdo da quantidade de oxigénio (O2),
resultando em um gradiente de tensdo de oxigénio diminuido e, consequentemente,
na diminuicdo da disponibilidade de oxigénio para as células [33]. O gradiente de
tensdo de oxigénio refere-se a diferenca na concentracdo de oxigénio entre duas
regides distintas, geralmente entre os pulmdes, onde ha uma alta concentracdo de
oxigénio, e os tecidos periféricos, onde a concentracdo de oxigénio € menor. Esse
gradiente desempenha um papel fundamental na difusdo do oxigénio dos pulmdes
para os tecidos. Por meio do processo de difusdo, as moléculas de oxigénio movem-
se de areas com alta concentracdo para areas com baixa concentracdo [33]. Dessa
forma, o oxigénio se difunde dos alvéolos pulmonares para os capilares pulmonares e
€ transportado pelo sangue até os tecidos periféricos. A distancia de difusao refere-se
a distancia fisica que o oxigénio precisa percorrer para alcancar as células a partirdos
capilares sanguineos. Quanto maior for essa distancia, mais desafiadora se tornaa
entrega eficiente de oxigénio as células (conforme ilustrado na Figura 2). A eficaciana
troca de gases, como oxigénio e dioxido de carbono, depende da disponibilidade de
uma superficie de troca adequada. Nos pulmdes, os alvéolos possuem uma area
superficial ampla, o que permite uma troca eficiente de gases entre o ar alveolar e os
capilares pulmonares. Da mesma forma, nos tecidos periféricos, os capilares formam
uma extensa rede, ampliando a area disponivel para a difusdo do oxigénio antes de

sua liberacao para as células [33,34].
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Célula vermelha

Figura 2. Efeito do gradiente de tensdo de oxigénio e distancia de difusdo na disponibilidade de oxigénio para as
células. (Adaptado de R M Leach, D F Treacher. Oxygen transport2. Tissue hypoxia, 1998).

A hip6xia pode desencadear respostas adaptativas celulares e ter efeitos
prejudiciais se persistir por periodos prolongados ou em situagdes graves. A
diminuicdo dos niveis de Oz pode influenciar a regulacao da expressado génica, bem
como causar modificagcbes poés-traducionais, resultando em alteracdes do
metabolismo celular [35]. A adaptacdo a baixas tensdes de oxigénio em células e
tecidos envolve a indugéo da expressao de varios genes relacionados a angiogénese,
metabolismo do ferro, metabolismo da glicose, proliferacdo e sobrevivéncia celular.

O principal mediador dessa resposta adaptativa € o fator induzivel por hipéxia-
1 (HIF-1), um fator de transcricdo sensivel ao oxigénio [36, 37]. Dentre as multiplas
isoformas do fator induzivel por hipdéxia (HIF), HIF-1 e HIF-2 sdo as mais bem
estudadas e compreendidas. O HIF-1 é composto por duas subunidades: HIF-1a e
HIF-1B8 (também conhecido como ARNT - Nucleo Translocador Nuclear do Receptor
de Hidrocarboneto Aromatico) [38]. Enquanto a subunidade HIF-13 é expressa de
forma constante, a estabilidade e atividade da subunidade HIF-1a sdo reguladas pelos

niveis de oxigénio. Em condi¢des normoxicas (nivel normal de oxigénio), o HIF-1a é
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rapidamente degradado, porém, em condi¢des hipoxicas, sua estabilidade aumenta,
permitindo que ele forme um complexo com a subunidade HIF-1B, o que resulta na
ativacao transcricional de genes-alvo [39, 40].

O HIF-1 tem um papel importante na regulacdo de mais de 100 genes e possui
um dominio de degradacdo dependente de oxigénio (ODDD) que controla sua
estabilidade de acordo com os niveis de oxigénio [41]. Estudos posteriores revelaram
gue o HIF-1 é expresso de maneira generalizada em tecidos humanos e de
camundongos, desempenhando um papel essencial em varias respostas fisiolégicas
a hipoxia, como eritropoiese, glicolise e angiogénese, que ajudam a compensar
rapidamente a deficiéncia de oxigénio [42]. Por outro lado, o HIF-2 possui uma
estrutura semelhante ao HIF-1, mas sua expressao varia, sendo encontrado apenas
em certos tecidos, como pulmao, endotélio e corpo carotideo [43]. O papel do HIF-3
ainda é pouco compreendido, mas evidéncias sugerem que sua forma de splicing

alternativo pode se ligar e inibir a atividade transcricional do HIF-1 [44].

1.3. Disfuncédo Endotelial e Estresse Oxidativo

A disfuncéo endotelial refere-se a uma condi¢do na qual as células endoteliais
apresentam uma alteracdo em sua funcdo normal, e isso pode ser atribuido a
diminuicao da disponibilidade de oxigénio nos tecidos (hipéxia) [45]. Essa disfuncao é
caracterizada por um desequilibrio entre os efeitos dos mediadores endoteliais
protetores, responsaveis pela regulacdo do ténus vascular, agregacao plaquetéria e
fibrindlise, e os fatores endoteliais prejudiciais. Dentre os mediadores protetores
endoteliais, o NO, a bradicinina e a prostaciclina (PGI2) destacam-se por suas
propriedades benéficas [46].

O NO € um radical livre gasoso que desempenha um papel crucial na
manutencao do ténus vasomotor. Além disso, possui propriedades antiaterogénicas,
inibindo a proliferacdo de células musculares lisas, a agregagédo plaquetaria e a
oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL) [47]. O NO é sintetizado a partir
do aminoéacido L-arginina por uma familia de enzimas conhecida como 6xido nitrico
sintases (NOS), que inclui trés isoformas: a sintase de 6xido nitrico endotelial (eNOS),
a sintase de 6xido nitrico neuronal (hNOS) e a sintase de 6xido nitrico induzivel (iNOS)
[48]. As duas primeiras isoformas sdo expressas constitutivamente em células

endoteliais e neurdnios, respectivamente. A INOS é expressa em diferentes tipos de
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células, como leucocitos polimorfonucleares, células endoteliais e células musculares
lisas vasculares, em resposta a estimulos pro-inflamatérios, como citocinas,
lipopolissacarideos bacterianos e mediadores do estresse oxidativo [49]. Os nitratos
(NOS3-) e nitritos (NO2-), produtos resultantes da oxidacdo do NO, sdo os principais
metabdlitos do NO e podem ser utilizados como indicadores de sua sintese em alguns
sistemas biolégicos [50].

A hipoOxia esta associada a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
estresse oxidativo, que desempenham um papel significativo nos efeitos prejudiciais
da hipéxia em células e tecidos. As EROs sdo moléculas altamente reativas que
contém oxigénio, como o radical livre superoxido (Oz:--), o peroxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxila (-OH) [51]. Durante a hipoxia, uma série de eventos
celulares e moleculares ocorrem, resultando em um aumento na producédo de EROs.
Isso pode ser causado pela diminuicdo da atividade da cadeia respiratoria
mitocondrial, o que leva ao vazamento de elétrons e a geracao de superéxido. Além
disso, a reoxigenacdo apds periodos prolongados de hipdxia também pode levar a
uma producédo excessiva de EROs [52].

Durante a hipoxia, a producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio
(EROs) desempenha um papel fundamental na estabilizacdo da subunidade a do fator
induzivel por hipéxia-1 (HIF-1a). Especificamente, as EROs oxidam cisteinas
especificas presentes no HIF-1a, inibindo a agao das hidroxilases dependentes de
oxigénio, que normalmente marcam o HIF-1a para degradacdo. Como resultado, o
HIF-1a € estabilizado em condi¢cdes de hipdxia, permitindo sua acumulagdo e
formacdo de um complexo com a subunidade  do HIF-1. Isso leva a ativacéo
transcricional de genes-alvo envolvidos na adaptacao celular a hipéxia. Esses genes-
alvo incluem aqueles relacionados a angiogénese, glicolise, transporte de oxigénio e
outros processos adaptativos a baixa disponibilidade de oxigénio. Essa resposta
adaptativa € essencial para garantir a sobrevivéncia e o funcionamento adequado das

células em condicbes de hipdxia [53].
1.4. Fotobiomodulacéo
A terapia de laser de baixa poténcia, também conhecida como

fotobiomodulacéo (FBM), € um método terapéutico em ascensao no qual células ou

tecidos sdo expostos a lasers de baixa intensidade ou diodos emissores de luz (LEDs)
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com comprimentos de onda na faixa visivel (VIS, 400-700 nm) e infravermelho proximo
(NIR, 700-1000 nm) Figura 3, [54]. A FBM tem sido considerada uma abordagem
terapéutica capaz de modular diversos processos bioldgicos, desde que respeitados
critérios especificos relacionados a luz do laser e as condi¢cdes do tecido a ser
irradiado. Essa terapia € capaz de induzir efeitos anti-inflamatérios, analgésicos e
estimuladores da cicatrizagao por meio da proliferagéo celular [55-64].

A luz é composta por particulas chamadas fotons, cuja energia esta relacionada
ao seu comprimento de onda. Esses fotons transferem sua energia para moléculas
organicas especificas, conhecidas como cromoforos. Os cromoforos sdo grupos
funcionais organicos presentes em moléculas que absorvem luz na regido ultravioleta
ou visivel. Eles sédo responsaveis por absorver a energia luminosa. No contexto da
PBM, os principais alvos celulares sdo a citocromo c oxidase presente nas
mitocondrias e os canais de célcio (Ca?*) localizados nas membranas plasmaticas,

gue parecem ser influenciados pela luz emitida pelo laser NIR [65, 66, 67].

Cor Conyprimento de onda (nm) Frequénda (Hz)
Vermelho 625 - 740 480 - 405
Laranja 590 - 625 510- 480
Amarelo 565 - 590 530- 510
Verde
Gano 485 - 500 620 - 600
Azl
Violeta

Figura 3. Monocromaticidade: A luz laser é formada por fétons de igual comprimento de onda, sendo
assim, cor Unica. (Fonte: Moreira Francine manual pratico para uso dos lasers na odontologia, 2020).

Por um longo tempo, sabe-se que a acdo da FBM depende principalmente das
interacdes entre a luz e as mitocondrias, que resultam em estimulacéo da respiracao
mitocondrial e na geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) [65]. E importante
ressaltar a estreita relagéo existente entre a liberacdo de EROs, especialmente pelas
mitocondrias, e a sinalizacdo de célcio (Ca?*), sendo que as EROs regulam a
sinalizacdo de Ca?* e afetam as atividades mitocondriais e a producdo de EROs [68].

Além disso, estudos tém demonstrado que a FBM estimula a producéo de colageno,
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promove a sintese de DNA e proteinas, aumenta o conteudo de ATP, modula a
migracdo e proliferagéo celular, acelera o reparo tecidual e induz a diferenciagao
celular [69-74]. Esses achados evidenciam os efeitos benéficos e a capacidade da
FBM de modular diferentes processos celulares e teciduais, contribuindo para seu
potencial terapéutico.

Estudos tém mostrado que a FBM pode estimular a sintese de DNA [75] e 0
aumento do conteudo de colageno [76] e ATP [77]. Em ECs, a FBM tem sido
relacionada ao aumento da proliferacdo celular, da expressdo do Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) [78], além de alterar a organizacdo do
citoesqueleto endotelial [79].

Varios grupos de pesquisa tém investigado o efeito da FBM em ECs [80, 81,
82]. Em geral, o espectro de luz visivel (vermelho 600 a 700nm) apresenta resultados
benéficos na bioestimulagéo celular. O efeito da FBM em sete diferentescomprimentos
de onda (de 625 a 810 nm) em fibroblastos e células endoteliais foi analisado em um
estudo acompanhando a taxa de proliferacdo celular ap6s 72h de cultivo [83]. Os
autores encontraram aumento no crescimento tanto das células endoteliais (e
fibroblastos) em todos os comprimentos de onda estudados, exceto para células
irradiadas com FBM a 810 nm.

Por outro lado, um estudo utilizando laser diodo de 670 nm com doses de 2, 4
e 8 J/lcmz2 observou aumento da proliferacéo celular em HUVECs quando comparado
com HUVECs néao irradiadas [80]. Os autores sugerem que a FBM pode agir
diretamente nas ECs para estimular a proliferagédo celular, o que pode ocasionar
melhora na reparacao tecidual. No mesmo estudo, os autores verificaram aumento
dose-dependente da proliferagdo de HUVECSs pela PBM. Outro estudo [80] investigou
os efeitos da FBM na morfologia das células endoteliais, sugerindo alteracdo da
organizacao do citoesqueleto endotelial apés radiacao.

Um estudo de Goralczyk et al. [82] verificou efeito da FBM com o comprimento
de onda de 635 nm (1.875 mW / cm2) no numero de células endoteliais. Doses de
energia de 2, 4 e 8 J/ cm2 aumentaram significativamente o numero de células (p =
0,0041), sendo o maior valor observado em doses menores de energia (2 e 4 J/ cm?)
e foi cerca de 23% maior do que no grupo controle. Concentragdes mais baixas de
SVEGFR-1 e sVEGFR-2 no sobrenadante em comparagcdo com o grupo controle
poderiam indicar, de forma indireta, um aumento da ligacdo do VEGF em receptores

em HUVECSs irradiadas, resultando em aumento da proliferacdo por influéncia da
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FBM. Assim, os autores sugerem que a FBM pode aumentar a proliferacdo de
HUVECSs e diminuir a concentragdo de VEGFR-1 solavel [83].

Além disso, foi também mostrado que a FBM alterou a taxa de sobrevivéncia
de HUVEC de maneira dose-dependente, onde doses mais elevadas (60 e 80 J/cm?)
reduziram significativamente a viabilidade celular, quando comparado aos grupos

irriadiados com doses menores (4 e 8 J/cm?) [84].

1.5. Biomarcadores

O genoma é amplamente reconhecido como o repositorio das informacdes
biolégicas de um organismo vivo [85]. No entanto, isoladamente, ele ndo é capaz de
liberar essas informacdes para a célula. Para que isso ocorra, é necessaria a atuacao
conjunta de enzimas e proteinas especificas, que participam de complexas reacoes
bioguimicas conhecidas como expressdo do genoma. Nesse contexto, surge 0
conceito de transcriptoma, que se refere ao conjunto de moléculas de RNA derivadas

desses genes codificadores de proteinas, responsaveis por transportar as
informacdes necessarias para a célula quando necessario, culminando no proteoma,
gue é o resultado da expressdo genémica. Esse processo desempenha um papel
fundamental ao definir as rea¢cdes bioguimicas que cada célula é capaz de realizar
[86, 87, 88].

Inicialmente, o termo transcriptoma se referia apenas ao conjunto de RNA
mensageiros (MRNA), que sdo sintetizados a partir do DNA desses genes e
desempenham papel crucial na sintese de proteinas. No entanto, estudos posteriores
revelaram a participacdo de outros grupos de RNAs n&o codificantes, como 0os RNAs
transportadores (tRNAs) e os ribossémicos (rRNAs) [88, 89, 90]. E importante
destacar que, embora os mMRNA sejam degradados nos estagios finais da expresséo
do genoma, eles correspondem a menos de 4% do total de RNA em uma célula [91].
Essas descobertas ampliam nossa compreensao dos processos envolvidos na
expressdo gendmica e evidenciam a diversidade e complexidade do transcriptoma.
Por meio dessas descobertas deu-se inicio a busca da ciéncia de entender as
estruturas moleculares das proteinas, as interacfes entre elas e com as demais
moléculas bioldgicas (carboidratos, lipidios, DNA, etc). Por intermédio desse estimulo,
iniciou-se a busca pela deteccdo de biomarcadores em processos deficientes ou

incomuns dentro de uma via metabdlica, originando informa¢des em modelo de dados
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computacionais e implicando o perseverante avango das tecnologias e da informética
[92, 93].

A denominacdo biomarcadores, também conhecidos como marcadores
biologicos, refere-se a aspectos que podem ser medidos experimentalmente,
permitindo indicar a ocorréncia de uma funcdo normal ou patolégica em um
organismo, bem como o efeito de uma intervencgéao terapéutica [94]. Essa classificacao
destaca o potencial dos biomarcadores em estimar estados patologicos, detectar
alteracdes ou disfuncdes nos processos fisioldgicos e orientar pesquisas que visam o
desenvolvimento de terapias mais eficazes, com menor incidéncia de reacgdes
adversas e nao invasivas. Portanto, a busca por novos biomarcadores, com o auxilio

na

de diversas abordagens "O6micas" (genbmica, transcriptbmica, protedmica e

metabolémica), tornou-se o principal objetivo das pesquisas translacionais [94].

Alcancar essa meta € possivel por meio da comparagdo entre estados
fisiolégicos ou modificagcdes causadas por doencas [96], investigando diferencas que
se refletem na atividade molecular diferencial de genes, na expressao de proteinas
especificas e nos perfis metabdlicos e seus padrbes de sinalizacdo. Com base nisso,
as espécies moleculares, como genes, proteinas, polimorfismos de DNA e miRNAs,
gue representam as alteragcbes mais significativas observadas, podem ser
identificadas como potenciais "marcadores" de doencas [95].

Esse processo resulta em uma grande quantidade de dados computacionais,
como listas, equacdes e graficos, que exigem o uso de ferramentas capazes de
realizar a integracao preditiva dessas informacodes, ou seja, a construgdo de modelos
preditivos de doengas ou solugbes terapéuticas com base nos dados quantitativos
obtidos de diversas fontes. Nesse contexto, a bioinformatica se torna uma valiosa
aliada, fornecendo recursos para a analise e interpretacdo desses dados complexos

[95, 96].

1.5.1 Enzimas Antioxidantes

Os seres vivos possuem defesas enzimaticas naturais como a superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) [97]. Essas enzimas
fazem parte do sistema antioxidante, sua funcéo da-se em prevencao ao dano celular

gerado por radicais livres [98].
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A SOD é uma enzima que catalisa a formacdo de peroxido de hidrogénio a
partir de radicais superdxido. A GPx catalisa uma reacdo que converte a glutationa
monomeérica reduzida (GSH) em dissulfeto de glutationa (GSSG). A CAT tem a funcéo

de catalisar a decomposicao do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio [97].

1.6. Justificativa e Relevancia

No organismo, a hipdxia ocorre devido a redugdo no fornecimento de oxigénio,
resultando em estado de asfixia ou, em menor grau, de isquemia breve que limita o
fluxo sanguineo para uma area especifica. Durante a hipdxia, a pressao parcial de
oxigénio diminui abaixo dos niveis aceitaveis, comprometendo o funcionamento de
orgaos, tecidos e o metabolismo celular. Em condi¢Bes normais, as pressdes parciais
de oxigénio variam de cerca de 150 mmHg nas vias aéreas superiores a
aproximadamente 5 mmHg na retina. No sangue arterial, um valor inferior a 40 mmHg
é considerado hipoxico [99].

Microambientes hipoxicos podem se desenvolver em condicdes como
neoplasias, arteriosclerose, artrite e reacdes inflamatorias em geral [100]. No entanto,
a privacdo de oxigénio também desencadeia uma via fisioldgica que estimula o
crescimento natural dos tecidos em mamiferos e a embriogénese [101].

Células sujeitas a hipdxia apresentam alteracdes que dificultam ou impedem a
recuperacdo do tecido, podendo levar a disfuncdo e a ocorréncia de morte celular.
Dependendo da gravidade e da duracao da hipdxia, os tecidos danificados podem nao
recuperar sua funcionalidade, mesmo quando terapias reconstrutivas sado aplicadas
[102, 103].

Os modelos in vitro sdo de grande importancia, pois permitem isolar fendmenos
especificos, estudar as respostas celulares e testar novos estimulos que podem
contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. As células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVECSs) sdo amplamente estudadas, pois séo
facilmente isoladas e cultivadas, sendo consideradas um 6timo modelo experimental
[5].

Nesse contexto, a avaliacdo das adaptacdes celulares a hipdxia pode fornecer
conhecimentos para melhorar os tratamentos e reduzir essas perdas. O presente
estudo visa avaliar os efeitos da pré-exposicdo a FBM aplicada em HUVECs na

prevencao de danos decorrentes da condi¢do de hipdxia e estresse oxidativo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
O presente estudo in vitro teve como objetivo avaliar os efeitos da FBM pré
inducéo de hipdxia em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS), para
prevenir possiveis danos gerados pela hipoxia.

2.2. Objetivos especificos

Em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS) tratadas com FBM

e submetidas a hipéxia foi avaliado:

- 0 efeito na viabilidade das células;

- alteracdes de expressdo génica de componentes da via de transducdo de estresse

oxidativo;

- as atividades das enzimas antioxidantes;

- a expressao de biomarcadores de estresse celular e;

- a geracao de radicais livres.
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3. MATERIAIS E METODO

3.1. Tipo de Estudo

O presente estudo se caracterizou por uma pesquisa experimental in vitro.

3.2. Local

Todo o cultivo celular foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Celular e
Molecular da Pés-graduacdo em Medicinada - Ciéncias da Saude da Universidade
Nove de Julho (UNINOVE).

3.3. Amostra

Foi utilizada nos experimentos uma linhagem comercial de células endoteliais
da veia umbilical humana (HUVEC-C; ATCC® CRL-1730™), obtidas da American
Type Culture Collection (ATTC, USA) e gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Maria
Aparecida Dalboni (UNINOVE). As células foram caracterizadas pela expressédo de
CD31 APC e CD146 APC pelo método de citometria de fluxo (Figura 4).
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Figura 4. Caracterizagdo das células HUVECSs por citometria de fluxo e marcadores celulares especificos.

3.4. Cultivo de Células

As células foram descongeladas em banho Maria a 37° C sob agitagéo por 2
minutos, o conteudo celular foi transferido para um tubo cénico contendo 9 mL de meio
de cultura (RPMI Medium 1640, Vitrocell pH 7.4) 10 mmol/L de HEPES (Sigma
Chemical Co, St. Louis, MO, NY, USA), 2 mmol/L de L-Glutamine (Merck, Darmstadt,
Germany), 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina (Gibco, BRL, Life
Technologies, USA), 10 % de soro fetal bovino (Vitrocell) e centrifugadas 125 g por 5
minutos. ApOs a centrifugagcdo, foi desprezado o sobrenadante e as células
sedimentadas foram ressuspensas em 12 mL de meio de cultura, e mantidas a 37° C
com 5 % de COa.

O meio de cultura foi trocado a cada 72 horas até que a concentracédo de células
atingisse confluéncia. Apos proliferacao as células foram tratadas com 5 mL de tripsina
(0,5%) por 5 minutos e apés o desprendimento celular foi acrescentado 5 mLde meio
de cultura suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). O conteudo celular foi
transferido para um tubo graduado para 50 mL e centrifugado a 125 g por 5minutos,
em seguida foi realizado teste de viabilidade celular utilizando o ensaio de reducao de
MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-biometo de difeniltetiazdlio] e feita a
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contagem das células. As células, mantidas em cultura, foram soltas de uma garrafa

matriz de 75cm? e semeadas em garrafas de 25 cm? na quantidade 1x10°

3.5. Delineamento do Estudo

As células foram divididas em trés grupos, sendo eles:

CONTROLE: células cultivadas em meio RPMI com 10% de SFB, sem
estimulo.

HIPOXIA: células cultivadas em meio RPMI com 10% de SFB submetidas ao
procedimento de hipdxia por anaerobiose.

FBM + HIPOXIA: células cultivadas em meio RPMI com 10% de SFB
submetidas ao pré-tratamento com laser e ao procedimento de hipdxia por

anaerobiose.

3.6. Protocolo de Fotobiomodulagéo

A FBM foi conduzida por meio de um aparelho Twin FLEX-LASER (MMOptics
Ltda, S&o Carlos, SP, Brasil; Figura 5), com os parametros apresentados a seguir:

Figura 5. Aparelho Twin FLEX-LASER, MMOptics Ltd (S&o Carlos, SP, Brasil).
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Tabela 1. Protocolo de fotobiomodulacgao.

Comprimento de onda 660 nm
Poténcia radiante média (mW) 10 mwW
Exposicao radiante 1,5 J/cm2
Tempo de aplicacéo 60 segundos
Area irradiada 0,04 cm2
Energia total 0,6J

Foi realizada Unica aplicacdo no grupo FBM + Hipdxia apds centrifugacdo em
meio de cultura RPMI e SFB a 125 x g por 5 minutos. A aplicagdo da FBM ocorreu
pela parte de baixo dos tubos conicos. Os grupos controle e Hipdxia ndo receberam a

irradiacéo do laser.

3.7. Inducdo de Hipo6xia

A inducdo de hipoxia foi realizada artificialmente com a utilizacdo de
anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid, Cambridge, Reino Unido). Para tal, apds um periodo
de 24 horas para aderéncia das ceélulas, ao atingirem confluéncia de
aproximadamente 80% e o grupo especifico passar pelo pré-tratamento com FBM, os
grupos Hipdxia e FBM + Hipdxia foram colocadas em sacos plasticos de fecho com o
saquete capturador de oxigénio AnaeroGen (Figura 6). Dentro desse sistema, as
garrafas permaneceram com as tampas semiabertas por 24 horas, periodo este

designado adequado para efetividade da hipoxia sem grande perda celular [104].
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Figura 6. AnaeroGen, Oxoid, Cambridge, Reino Unido).

3.8. Determinacdo TBARS

As espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foram determinadas pela
avaliacdo endogena da oxidagéo lipidica segundo Ohkawa et al., (1979) e Bird e
Draper (1984). Ao homogenato foi adicionado &cido tricloroacético a 12% (1:4 viv), e
em seguida este foi centrifugado a 15000 g por 3 minutos. Aos sobrenadantes foram
adicionados o tampao TrisHCI, 50 mM, pH 7.0, vorteado por 20 segundos, e acido
tiobarbittrico 0.67%, mantidos em agua fervendo por 60 minutos, coletados em 5°C
por 30 minutos. A leitura foi realizada em 535 nm, em espectrofotdmetro GBC UV/VIS
modelo 916 (Sidney-Nova Gales do Sul, Australia). Os resultados foram expressos em

nmol/ mL.

3.9. Proteinas carboniladas

O dano oxidativo as proteinas por carbonilacéo foi determinado de acordo com
0 método proposto por Levine e colaboradores (1990). As células foram
homogeneizadas (na diluicdo de 1: 20) em 5% de acido sulfossalicilico gelado, e entdo
centrifugadas a 1500 g por 5 min. Os sobrenadantes foram removidos e aos

precipitados foram adicionados 0,5 mL de 2,4- dinitrofenilhidrazina (DNPH, 10 mM em
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2M de HCI). As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 1 hora, sendo
vigorosamente agitadas a cada 15 min. Entéo, foram adicionados 500 pL de TCA 20%
e os tubos agitados e centrifugados por 6 min. a 1500 g, sendo os sobrenadantes
descartados, o excesso de DNPH removido, lavando-se os precipitados por trés vezes
com uma solugéo de etanol:acetato de etila (1:1), e, em seguida, agitando-se os tubos
e centrifugando por 3 min. a 1500 g. Os precipitados resultantes foram dissolvidos em
1,0 mL de cloreto de guanidina 6 M, submetidos a agitacédo e incubados por 15 min. a
37°C, para dissolucdo. As absorbancias maximas no intervalo de 360—-370 nm foram
determinadas, e os valores finais das proteinas carboniladas (nmol de DNPH
incorporado/mg de proteina) calculados, utilizando o coeficiente de extingdo molar de
E360=22 mM -1 cm -1.

3.10. Quantificagéo de radicais livres

O ensaio ROS-GLO H202 (Promega) foi usado para medir alteracdes no nivel
de EROs, detectando H202 nas amostras. As células foram plaqueadas em placas
de cultura de tecidos de 96 pocos (BD Falcon; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
EUA) e apo6s 24h de hipdxia, a solugéo de substrato H202 (25 uM) foi adicionada a
cada poco. O substrato H202 reage diretamente com H202 das células para gerar
um precursor da luciferina. Apés a incubacédo com H202, a solucéo de deteccdo ROS-
GLO foi adicionada a cada poc¢o, seguido por 20 min de incubacao a 25 ° C para gerar

um sinal luminescente. A luminescéncia foi medida usando um leitor de microplacas.

3.11. Analise da expressao génica

As células dos grupos experimentais, apés desaderidas, foram centrifugadas e
aos precipitados foi adicionado Trizol®Reagent para extracdo do RNA total, conforme
instrucbes do fabricante. Apds rapida homogenizacdo, 200 ul de cloroférmio foram
adicionados ao homogenato, e o conteudo foi agitado vigorosamente por 15 seg. Em
seguida, o conteudo foi mantido em temperatura ambiente por 5min. As amostras
foram centrifugadas por 15min, 12000 x g a 4°C. A fase aquosa resultante de cada
amostra foi transferida para um tubo Eppendorf de 1,5ml estéril, e foram adicionados
500 ul de isopropanol para a precipitagdo do RNA. As amostras foram mantidas em

temperatura ambiente por 10min, e foram novamente centrifugadas (12000 x g/4°
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C/10 min). Os sobrenadantes foram retirados, e os pellets de RNA foram lavados com
1ml de etanol 75% (preparado com &agua tratada com dietilpirocarbonato, DEPC,
0,01%). As amostras foram novamente centrifugadas (12000 x g/4° C/10 min), e oS
sobrenadantes descartados. Os pellets secaram ao ar livre, sendo entdo

ressuspensos com 50 ul de agua DEPC.

3.11.1 Tratamento do RNA total e Integridade das amostras

As quantificacfes das amostras de RNA total foram feitas utilizando o aparelho
NanoDrop ND-2000 nanoespectrofotometro (NanoDrop Products, Wilmington, USA)
sendo que 1U A260 corresponde a 40ug de RNA/mL. Foram utilizadas apenas
amostras livre de contaminantes (A260/A230 ~1,8) e de proteinas (A260/A280 = 1,8-
2,0). Aintegridade do RNA total foi avaliada pela observagéo da proporgéao das bandas
referentes aos rRNA 18S e 28S em eletroforese em gel de agarose 1% corado com
SYBR® Safe (Life Technologies). Para eliminacdo da contaminacdo de DNA
genbmico das amostras, 1ug de RNA total (8 ul) foi incubado com 1 unidade (1 ul) de
DNAse I/RNase Free — (Invitrogen, EUA), na presenca 1 ul de solu¢do contendo 20
mM Tris-HCI, pH 8.4 e 2 mM MgClz por 15 min a 37° C, seguido de incubacgéo a 65°
C durante 10 minutos para inativacdo da DNAse |. Apds este procedimento, as

amostras foram armazenadas a -80° C até realizacdo da Transcricdo Reversa.

3.11.2 Sintese de DNA complementar (cDNA) - Transcricdo Reversa

Em 1 ug de RNA total tratado foram adicionados 2 ul de tampao de incubacao
(KCI 50 mM, Tris-HCI pH 8,4, 20 mM e MgCl2 2,5 mM), 1 unidade de transcriptase
reversa (lul) (Invitrogen), 2ul de Randon Primer (Invitrogen) 0,8 pl de
oligonucleotideos (DNTPs, 100 mM) e 4,2 ul de H20 DEPC para uma reacao final de
20 pl para obtengdo do cDNA. As amostras foram entdo submetidas as seguintes
incubacgdes: 25° C por 10 min, 37° C por 120 min, 85° C por 5 min. Apos a reacao, as
amostras de cDNA foram mantidas a -20° C para futura realizacdo da PCR em tempo

Real.

3.11.3 Reacéo de Polimerizagcdo em Cadeia (PCR) em tempo real — gPCR
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A reacdo de polimerizacdo em cadeia em tempo real (Real-Time PCR) combina
a amplificagdo do PCR com detecc¢do fluorescente automatizada, realizada como
auxilio do aparelho de deteccao da sequéncia. A amplificacdo e aquisicao dos dados
foram realizadas com o corante SYBR Green em equipamento Abi Prism 7500 Fast
(Applied Biosystems) como descrito previamente (Santana et al. 2016). Neste
processo de excitacdo, a captacdo de fluorescéncia das fitas duplas € realizada em
cada ciclo de amplificacdo do PCR, fornecendo quantificacdo em tempo real das
sequencias do gene de interesse. O protocolo utilizado para a reacdo de PCR em
tempo real foi o seguinte: em 1,0 pyl de cDNA, foram adicionados 5 pl de Solugédo Fast
Master Mix 2X (Applied Biosystems, EUA) e 4gua suficiente para 10 pl de reagdo em
cada tubo cbnico. As amostras aplicadas em duplicata e entdo incubadas a 95° C por
20s, e passaram por 40 ciclos térmicos a 95°C por 3s, 60°C por 30s. Os iniciadores
(primers) utilizados para a reacdo de PCR foram para os genes da via de estresse
oxidativo: SOD1 (dismutase de sdédio), catalase, GPx4 (glutationa peroxidase) e
HSP70 (Heat Shock Protein 70).

Os resultados, expressos em valor de CT, se referem ao numero de ciclos de
PCR necessarios para que o sinal o fluorescente atinja o limiar de deteccdo. A
expressao dos genes foi normalizada pelo nivel de expressao do gene housekeeping
18S RNA ribossbmico, cuja expressdo mostrou-se inalterada nas condi¢des
experimentais. O “software” SDS 1.4 Software for 7500 Fast System (Applied
Biosystems) foi utilizado para o processamento dos dados.

Os valores de ACt das amostras foram determinados pela subtragcao do valor
de Ct médio do mRNA dos genes analisados a partir do valor médio de Ct do gene
housekeeping 18S RNAr. O parametro 2-AACt foi utilizado para expressar os dadosde

expressao relativos.
3.12. Quantificagéo da atividade de enzimas antioxidantes
3.12.1 Ensaio de atividade da superdxido dismutase (SOD)
A atividade de SOD foi subsequentemente determinada em amostras de
HUVECSs por meio de kit de ensaio de atividade de SOD disponivel comercialmente

de acordo com as instru¢des do fabricante (Cayman Chemical; Ann Arbor, Michigan).

Por meio da producdo de superoxido dependente de xantina oxidase, este ensaio
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indexa a atividade de todas as trés SODs: SOD1 (citoplasmatica), SOD2(mitocondrial)
e SOD3 (extracelular). No dia do ensaio, 200 pL do detector de radicaisdiluido foram
adicionados a cada pocgo da placa de 96 pogos. Em seguida, 10uL de padréo diluido
em série ou amostra diluida foram adicionados a cada pogo. 20uL dexantina oxidase
foram adicionados a cada po¢o o mais rapido possivel. Apos incubacao de 30 minutos
num agitador de placas, a absorvancia foi lida entre 440 e 460 nm utilizando um leitor
de placas. A absorbancia dos padrbes conhecidos foi usada para criar a equacao de
absorbancia-concentracdo. A equacao determinada foientdo usada para calcular a
concentracédo de cada amostra com base na absorbéancia.Padrbes e amostras foram
analisados em duplicata e calculada a média entreduplicatas. A atividade da SOD foi

normalizada para o contetdo de proteina (U/mg).

3.12.2 Ensaio de atividade da catalase (CAT)

A atividade de catalase foi determinada de acordo com o método descrito por
Ernest Beutler (BEUTLER, 1975). Amostras de todos 0s grupos experimentais
(correspondendo a 35ug de proteinas) foram incubadas com PBS pH 7,4. A reacao
foi iniciada com a adicdo de H202 10mM e a absorbancia foi monitorada por um
minuto. A cinética de decomposicdo do H202 foi calculada utilizando-se o coeficiente
de extincdo molar do mesmo a 240nm (43,6M-1 cm-1). Os resultados foram expressos
em U/mg, onde U corresponde a atividade da enzima que promove a hidrélise de 1uM
de H202 por minuto.

3.12.3 Ensaio de atividade da glutationa peroxidade (GPx)

A atividade de GPx foi determinada de acordo com o método descrito por Wendel
(1981) e se baseia na oxidagdo do NADPH acompanhada a 340nm a 37°C. Amostras
dos grupos experimentais (correspondendo a 35ug de proteinas) foram incubadas em
52 PBS pH 7,4 com glutationa reduzida 1mM, NADPH 0,2mM e glutationa reductase
1,8U/mL durante trés minutos a 37°C. A absorbéncia foi monitorada em
espectrofotometro a 340nm. Apds trés minutos de incubacéo, foi adicionado t-
butilhidroxiperéxido 0,9mM para iniciar a reagdo. A absorbancia foi monitorada por
mais cinco minutos. A cinética de oxidacdo do NADPH foi calculada utilizando o

coeficiente de extingdo molar do mesmo a 340nm (6,22M-1 cm-1).
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3.13. Anédlise Estatistica

Foi realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk para todas as variaveis
resultando em dados paramétricos para todos os grupos. Os resultados foram
expressos em valores relativos para melhor compreensdo. Os dados foram
apresentados com média e erro padrao da média (EPM). Para testar as diferencas
entre 0s grupos estudados, foi utilizado o Teste ANOVA One-Way com Post-Hoc de
Bonferroni. Foi estabelecido o valor de p<0,05 para significancia estatistica. As
analises foram realizadas utilizando o software PRISM GraphPad, versédo 10.0 para

Windows.
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4. RESULTADOS

4.1. Viabilidade celular

Primeiramente, foi analisado o efeito da hipoxia na viabilidade das células
HUVECSs na auséncia e presenca de FBM. Os resultados do MTT (kit de proliferacao
celular 1) revelaram diminuicdo significativa na viabilidade do grupo com hipoxia.
Adicionalmente, observou-se que a combinacdo FBM + hipdxia induziu maior
viabilidade celular em relacdo ao grupo hipdxia somente. O grupo controle nao

mostrou diferenca em relagéo ao grupo FBM + hipéxia (Figura 7).
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Figura 7. Efeito da hipoxia na viabilidade das células HUVECs na auséncia e presenca de FBM. Em
porcentagem. Diminuic¢&o de viabilidade celular no grupo hipdxia comparado aos demais grupos (p<0,001). O grupo
controle ndo apresentou significAncia em relacéo ao FBM + hipdéxia. (MED + EPM). * p < 0,05. Médias determinadas
por Teste ANOVA One-Way com Post-Hoc de Bonferroni.

4.2. RNA das 3 principais enzimas antioxidantes

Na Figura 8 analisamos a expressdo de RNA mensageiro das enzimas
antioxidantes SOD1 (superoxido dismutase 1, em A), CAT (catalase, em B) e GPx4
(glutationa peroxidase 4, em C). Em A observamos aumento significativo (p<0,001) da
expressdo de mRNA no grupo submetido a combinacdo de FBM e hipdxia, quando
comparado tanto com o grupo hipéxico quanto com o grupo controle. O grupo
submetido a hipéxia demostrou uma diferenga significativa (p<0,001) em relagéo ao

grupo controle.
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Na Figura 8B, verificamos aumento na expressao de mRNA de CAT (Catalase)
no grupo que recebeu a combinacao de FBM e hipdxia (p<0,001) em comparagédo com
0 grupo hipoxico e com o grupo controle. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre o grupo hipoxico e o grupo controle.

Em relacdo a expressdo de mRNA de GPx4 (Glutationa peroxidase 4) (Figura
8C), observamos aumento da expressao génica no grupo submetido a combinacao de
FBM e hipoxia (p<0,01) em comparagédo ao grupo controle. No entanto, ndo foram
observadas diferencas significativas ao comparar o grupo submetido a combinacéo
de FBM e hip6xia com o grupo apenas hipoxico. Também nao foram encontradas

diferencas significativas entre o grupo hipoxico e o grupo controle.
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Figura 8A. Quantificacdo da expressdo de RNA mensageiro de SOD1 nos grupos amostrais, em fold
change. Aumento significativo (p<0,001) no grupo FBM + hipdxia, em relacdo aos outros dois grupos amostrais
(grupo hipoxia e grupo controle). Aumento na expressao de RNA (p<0,001) ao comparar o grupo hipdxia com o
grupo controle. (MED = EPM). * p £ 0,05. Figura 8B. Expressdo de RNA mensageiro de CAT nos grupos amostrais,
mostrada em fold change. Aumento (p<0,001) no grupo FBM + hipdxia, em relagdo aos grupos hipdxia e grupo
controle. N&o foram encontradas diferencas significativas entre o grupo hipéxico e o grupo controle. (MED + EPM).
* p < 0,05. Figura 8C. Expressdo de RNA mensageiro de GPx4 nos grupos amostrais, em fold change. Houve
aumento significativo (p<0,1) no grupo FBM + hipdxia, em comparacéo ao grupo controle. Nao foram observadas
diferencgas significativas ao comparar o grupo submetido a combinagéo de FBM e hipdxia com o grupo apenas
hipéxico. Também né&o foram encontradas diferencas significativas entre o grupo hipéxico e o grupo controle. (MED
+ EPM). * p < 0,05. Médias determinadas por Teste ANOVA One-Way com Post-Hoc de Bonferroni.

4.3. Expresséo de RNA de Hspal a/b

Na Figura 9, analisamos a expressdo de RNA de Hspal a/b, também
conhecida como proteina de choque térmico. Observamos aumento significativo

(p=<0,01) na expressao génica no grupo submetido a condicdo de hipoxia em relacéo
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ao grupo que recebeu a aplicagdo combinada de FBM e hipdxia. O grupo hipdxico
apresentou aumento significativo (p<0,001) em relacdo ao grupo controle. N&o
observamos diferencas significativas entre o grupo que recebeu a FBM e hipdxia e o

grupo controle.

8-
kel ok | Controle
o ———
8 > Hipoxia
S 6- P
E Bl PBM + Hipoxia
g 41
o
E
s 2-
©
: |1
To

Figura 9. Expressdo de RNA mensageiro de Hspal a/b nos grupos amostrais, expressa em fold change.
Aumento significativo (p<0,01) na expressado génica no grupo submetido a condigdo de hipéxia em relagdo ao
grupo que recebeu a aplicagdo combinada de FBM e hipdxia. O grupo hipdxico apresentou aumento significativo
(p<0,001) em relagc&o ao grupo controle. Nao existem diferencas significativas entre o grupo que recebeu a FBM e
hipdxia e o grupo controle. (MED + EPM). * p < 0,05, determinado por Teste ANOVA One-Way com Post-Hoc de
Bonferroni.

4.4. Quantificacao das proteinas carboniladas

Na Figura 10, quantificamos as proteinas carboniladas nos grupos
experimentais. Observamos aumento do conteldo destas proteinas no grupo
submetido a hipdxia (p<0,001) em relagédo ao grupo controle. Quando comparamos o
grupo hipdéxico com o grupo que recebeu a combinacdo de FBM e hipdxia também
observamos aumento (p<0,01) da quantidade das proteinas carboniladas. Apés FBM,
0 grupo submetido a combinacdo de FBM e hipOxia apresentou as mesmas

guantidades observadas no grupo controle.
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Figura 10. Quantificagdo de proteinas carboniladas nos grupos experimentais, expressa em fold change.
Aumento do contelddo destas proteinas no grupo submetido a hipdxia (p<0,001) em relacdo ao grupo controle. Ao
comparar o grupo hipoxico com o grupo que recebeu a combinacdo de FBM e hipdxia também existe aumento
(p<0,01) da quantidade das proteinas carboniladas. Ap6s FBM, o grupo submetido a combinacgao de FBM e hipdxia
apresentou as mesmas quantidades observadas no grupo controle. (MED + EPM). * p < 0,05, determinado por
Teste ANOVA One-Way com Post-Hoc de Bonferroni.

4.5. Quantificacao das TBARS

Na Figura 11, empregamos o acido tiobarbitlrico para determinar as TBARS
(espécies reativas ao &acido tiobarbitarico). Observamos aumento significativo
(p=<0,001) quando comparamos o grupo submetido a hipdxia e os demais grupos
experimentais. Interessantemente, o grupo que recebeu a combinacdo de FBM e
hipoxia apresentou a restauracao dos niveis de TBARS observado no grupo controle.
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Figura 12. Determinacdo de TBARS nos grupos experimentais mostrada em fold change. Evidencia-se
aumento significativo (p<0,001) quando comparado o grupo submetido a hipéxia e os demais grupos
experimentais. O grupo que recebeu a combinacdo de FBM e hipoxia apresentou a restauracdo dos niveis de
TBARS observado no grupo controle (MED + EPM). * p < 0,05, determinado por Teste ANOVA One-Way com Post-
Hoc de Bonferroni.
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4.6. Atividade das enzimas antioxidantes

Analisamos também a atividade das enzimas antioxidantes cujas expressoes
génicas foram mostradas na Figura 8. Em relacdo a expressdo da enzima CAT
(Figura 12A), nossos resultados ndo evidenciaram na atividade de CAT entre os
grupos experimentais.

Na Figural2B, evidenciamos aumento significativo de atividade de proteinas
GPx no grupo que recebeu a combinagcdo da FBM com hipdxia (p<0,001) quando
comparado com o grupo controle. Além disso, observamos também aumento
significativo (p<0,01) de atividade desta enzima no grupo de FBM e hip6xia em relacéo
ao grupo submetido somente a hipoxia. Nao detectamos diferencas entre o grupo
hipoxico e o grupo controle.

Em relagdo a enzima SOD (Figura 12C), observamos aumento da atividade
desta proteina do grupo que recebeu FBM e hipodxia (p<0,001) em comparagéao tanto
com o grupo submetido apenas a hipéxia quanto com o grupo controle. Ndo foi

observada significancia ao comparar o grupo submetido a hipoxia e o grupo controle.
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Figura 12A. Atividade da enzima antioxidante CAT, em fold change. Os resultados ndo evidenciaram
diferenga na atividade de CAT entre os grupos experimentais. (MED + EPM). * p < 0,05. Figura 12B. Atividade da
enzima antioxidante GPx apresentada como fold change. Aumento significativo de atividade de proteinas GPx no
FBM-+hipoxia (p<0,001) quando comparado com o grupo controle. Também existe aumento significativo (p<0,01)
do grupo de FBM e hipdxia em relacéo ao grupo submetido somente a hipoxia. Nao ha diferencgas entre o grupo
hipéxico e o grupo controle. (MED + EPM). * p < 0,05. Figura 12C. Atividade da enzima antioxidante SOD, em fold
change. Aumento da atividade no grupo que recebeu FBM + hipodxia (p<0,001) em comparagao tanto com o grupo
submetido apenas a hipdxia quanto com o grupo controle. Nao foi observada significancia ao comparar o grupo
submetido a hipéxia e o grupo controle. (MED + EPM). * p < 0,05. Médias determinadas por Teste ANOVA One-
Way com Post-Hoc de Bonferroni.
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4.7. Determinacéo de radicais livres

Na Figura 13, esta representada a quantificacao de radicais livres nos grupos
experimentais. Observamos aumento significativo ao compararmos 0 grupo
submetido a hipdxia (p<0,001) com o grupo de controle e da terapia associada. O
grupo que recebeu a combinacédo de FBM e hipdxia apresentou niveis semelhantes

aos encontrados no grupo controle.
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Figura 13. Quantificacao de radicais livres expressa em fold change. Aumento significativo ao comparar
0 grupo submetido a hipoxia (p<0,001) com o grupo de controle e da terapia associada. O grupo que recebeu a
combinacdo de FBM e hipdxia apresentou niveis semelhantes aos encontrados no grupo controle. (MED + EPM).
* p < 0,05, determinado por Teste ANOVA One-Way com Post-Hoc de Bonferroni.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo indica que a terapia de FBM, quando aplicada previamente
ao insulto de hipdxia, potencialmente protege as células endoteliais contra danos
oxidativos, especialmente pelo aumento da viabilidade celular, pela geracdo de
enzimas antioxidantes e diminuicdo de marcadores de estresse celular.

Vérios estudos sugerem que a terapia de FBM em células HUVECs aumenta a
viabilidade e concentracdo de proteinas totais [105]. Um estudo que investigou os
efeitos da irradiagdo do laser vermelho (660 nm; 63 J/cm2; 56 s/ponto) em células
HUVECSs revelou que a viabilidade e concentracdo de proteinas totais aumentaram
[106], corroborando com nossos resultados de viabilidade celular, que também utilizou
laser vermelho e comprimento de onda de 660nm, e um tempo de irradiacdo 60s,
proximo ao utilizado no estudo citado.

A literatura traz vérias evidéncias sobre o efeito da FBM na expresséo das
enzimas antioxidantes e biomarcadores de estresse oxidativo. Mostafavinia et al.
(2021) [107] em estudo com células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
de ratos diabéticos submetidas a terapia de FBM, utilizando laser vermelho com
comprimento de onda de 630nm, poténcia de 0,05W, tempo de irradiacdo de 46
segundos, densidade de energia de 1,2J/cm2, Diametro do feixe de laser, 1,56 cm,
Area do feixe de laser, 1,91 cm2 e Densidade de poténcia, 0,0261 W/cm2, observaram
aumento da expressdo de SOD1 e CAT. Os aumentos observados sugerem que as
enzimas antioxidantes podem atuar prevenindo a formacdo de radicais livres ou
espécies reativas nas células [105]. De fato, com a aplicacao de terapia de FBM (890
nm, 80 Hz, 0,2 J/cm2) em células-tronco derivadas de tecido adiposo (ADSCs) obtidas
de ratos diabéticos implantadas em feridas, Tadi et al. (2022) observaram ac¢des
protetoras relacionadas aos processos inflamatorio e proliferativo. Os resultados do
estudo de Tadi et al. (2022) evidenciaram que a terapia de FBM induziu restauracéo
da pele no local da lesdo pela diminuicdo da resposta inflamatoria. Além disso, foi
verificado aumento do numero de fibroblastos, de vasos sanguineos e da expressao
de genes de enzimas antioxidantes SOD1 e CAT [108], ressaltando o amplo espectro
de acdo da FBM.



48

Nossos resultados corroboram esses estudos, indicando aumento na
expressdo de RNAm das enzimas antioxidantes SOD1, CAT e GPx4 de HUVEcs
submetidas a combinacdo FBM e hipoxia. Tomazoni et al. (2019), observaram a
capacidade da terapia de FBM com comprimento de onda de 810 nm (infravermelho),
com 5 diodos, frequéncia de Saida continua, saida &ptica (por diodo): 100mW,
tamanho do ponto (por diodo): 0,0364 cm2, densidade de poténcia (por diodo):
2,75W/cm2, energia (por diodo): 10J, densidade de energia (por diodo): 275)/cm2,
periodo de exposicdo:100 segundos, em modular a atividade redox pelo aumento da
atividade de SOD e CAT em experimento com jogadores de futebol de alto nivel [109].
Entretanto, hd evidéncias que a atividade dessas enzimas antioxidantes seja
modulada de acordo com o comprimento de onda irradiado. Chen et al. (2022),
observaram que a atividade das enzimas antioxidantes foi maior no grupo irradiado
com comprimento de onda de 635 nm, enquanto o grupo irradiado com o comprimento
de onda 808nm, ndo apresentou diferencas de atividade delas, reforcando a
importancia de escolha de parametros adequados, como comprimento de onda, nos
efeitos terapéuticos da FBM. Os parametros utilizados foram: Comprimento de onda
(nm): 635/808, modo de saida: continuo, poténcia radiante média (mW)]: 100.200.300,
area do ponto (cm2): 10, densidade de poténcia (mW/cm2): 10,20,40, densidade de
energia (J/cm2): 1,5,3,6,12, perfil de feixe: redondo, angulo de divergéncia do feixe
(°): 90, [110]. Em nosso estudo o comprimento de onda usado foi de 660nm, préximo
ao utilizado no estudo de Chen et al. (2022) e por Mostafavinia et al. (2021). Deste
modo, o aumento na expressao de mMRNA e atividade de enzimas antioxidantes em
células HUVECSs expostas a hipoxia, em nosso experimento, sugere que a FBM induz
um estado antioxidante nas células irradiadas.

Ailioaie & Litscher (2020), em estudo para verificar agdo da curcumina e
fotobiomodulacédo na hepatite viral crénica e carcinoma hepatocelular, observaram
aumento das proteinas antioxidantes SOD, CAT e GPx, foi utilizado laser azul de LEDs
420-430 nm, com 3 J/cm? [111]. Em nossos resultados e evidencia a capacidade da
FBM, nos parametros utilizados séo distintas do estudo acima, contudo conseguiram
alcancar semelhante resultado em promover o aumento dessas proteinas na situacao
de hipoxia, uma vez que essas proteinas sdo fundamentais para a promocéo de
atividade antioxidante e de neutralizacao de radicais livres. Assim observamos que
em alguns casos diferentes parametros tem a capacidade de alcancar resultados

préximos. Os niveis aumentados de expressdo génica e atividade de SOD e GPX,



49

além de niveis mais baixos de radicais livres no grupo FBM + hipdxia (em comparacgéo
ao grupo hipdxia e ao grupo controle) corroboram os efeitos benéficos da terapia de
FBM neste modelo in vitro. Em conjunto, nossos dados sugerem protecao celular pela
terapia de FBM frente a hipoxia.

A proteina de choque térmico 70 (Hspla/b) € um regulador da resposta de
cicatrizagdo tecidual e da inflamacdo [112]. Utilizando modelo experimental de
tendinite de Aquiles induzida por colagenase em ratos Wistar, Evangelista et al. (2020)
observaram aumento na expressdo de HSP70 em animais expostos a terapia com
FBM com LED em comparagdo com animais controle e tendinite sem aplicagdo do
LED. Oos animais do grupo LED receberam a primeira irradiacéo 1 hora apos a leséo.
Um diodo emissor de luz (LED) de onda continua de 630 + 20 nm, 300 mW, tamanho
de ponto de 1 cm2, foi colocado em contato com a pele. Um ponto sobre o tendéo foi
irradiado por 30 segundos, fornecendo 9 J (9 J/cm2). A irradiacdo com LED foi
realizada uma vez ao dia durante 7 dias, com energia total entregue de 63 J [112]. Em
nosso estudo, o grupo FBM apresentou niveis reduzidos de RNAm de HSP70,
contrastando com os resultados encontrados por esses autores. Além da diferenca do
aparelho utilizados, a FBM foi aplicada antes da inducdo do insulto. Assim,
particularmente em nosso estudo, a terapia de FBM induziu diminuicdo deste
marcador de estresse celular gerado pela hipoxia.

Outros marcadores também sé&o utilizados para verificacdo de estresse

oxidativo nas células, como a quantificacao de proteinas carboniladas, geralmente
aumentadas em situacdes de dano celular [113]; e as TBARS, que séo utilizadas para
avaliar os niveis de dano celular causados pelo estresse oxidativo [114].
Interessantemente, a quantificagdo de RNAm de Hspla/b, proteinas carboniladas e
TBARS no grupo que recebeu FBM pré-hipoxia evidenciou que a terapia de FBM
promoveu reducéo destes biomarcadores frente ao dano celular gerado pela hipoxia.

Observamos niveis elevados de DNPH em decorréncia da hipdxia gerada em
nosso protocolo experimental, entretanto, o grupo FBM e hipdxia apresentou niveis
menores que o grupo hipdxia e semelhantes ao contetdo de proteinas carboniladas
observados no grupo controle. De fato, niveis menores de proteinas carboniladas
foram observados em jogadores de futebol de alto nivel tratados com FBM antes de
teste de corrida progressiva. Demostrado no estudo de Tomazoni et al. (2019). Nossos
resultados, mesmo in vitro, sugerem que 0s baixos niveis de proteinas carboniladas

podem indicar efeito protetor pela terapia de FBM [109].
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Do mesmo modo, em um modelo experimental diferente, Scalon et al. (2022),
observaram que a FBM (1 J; 100mW; 10 s; 880 nm; 6 x por semana) reduziu os niveis
de TBARS em tecidos hepatico e muscular de ratos Wistar cirréticos [115], como
observados em nossos resultados. O fato do grupo submetido a FBM e hipoxia
apresentar niveis semelhantes ao grupo controle sugere que a pré-exposi¢cao a FBM
foi eficaz ao reduzir os niveis de TBARS.

Em nossa pesquisa quantificamos o nivel de radicais livres para verificar uma
possivel reducao decorrente do tratamento com terapia de FBM. Kim & Won (2022)
avaliaram os efeitos da PBM pré-hipoxia na geracdo de EROs (Espécies Reativas de
Oxigénio), utilizando modulos LED de 6 chips com comprimento de onda de 660 nm
dispostos e combinados com controladores de resisténcia variavel (Skycares, Gimpo,
Coreia). A irradiancia do dispositivo foi medida com um gravador de radiacao (TES-
1333R, TES Electronic Corp, Taipei, Taiwan) em uma sala escura. [116] e mostraram
que a PBM foi capaz de prevenir a geracao de EROs em modelo de hipoxia de epitélio
de retina. Assim como em nosso modelo de hipdxia pré-tratado com PBM, esse grupo
irradiado com FBM apresentou baixos niveis de EROs, enquanto o grupo de hipdxia
nao tratado apresentou niveis elevados, corroborando a acéo da terapia de FBM vista

em nosso estudo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A analise de nossos dados sugere que a FBM pode ser uma terapia eficaz para
proteger as células endoteliais contra danos oxidativos em condi¢cdes de hipoxia. A
terapia de FBM pode aumentar a producéo de enzimas antioxidantes, regular os niveis
de proteinas carboniladas e diminuir a geracéo de radicais livres. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios para confirmar a eficacia da FBM em condi¢cdes de hipoxia,
embora os resultados obtidos in vitro e a reviséo bibliografica realizada neste estudo

sejam promissores neste sentido.
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7. CONCLUSAO

A fotobiomodulacédo, quando aplicada pré-hipdxia em células endoteliais da
veia umbilical humana (HUVECSs), aumentou a producéo de enzimas antioxidantes e

reduziu os niveis biomarcadores de estresse celular e a geracao de radicais livres.
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CHECKLIST EM CULTURA CELULAR
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Itens que devem ser incluidos no projeto. Sem essas informacdes, os avaliadores ndo serdo capazes de avaliar 0 seu projeto/dissertagcao/tese.

Topico

Desenho
doestudo

Tamanho da
amostra

N©O

item

2a

Recomendacéao

Descreva 0s grupos experimentais, incluindo
grupocontrole.

Descreva a procedéncia das células: cultura
priméaria oulinhagem celular.

Para cultura primaria: Incluir os dados do
Comité de Etica em Humanos ou do Comité
de ExperimentacaoAnimal dependendo de
guem foi o doador

Explique como serdo distribuidas as

células nosdiferentes grupos

experimentais.

Especifigue o nimero de células em cada grupo e o
ndmero total em cada experimento.
fluxograma o numerototal de células por experimento
e por amostra.

Indique no

Pag. que
consta esse
itemno seu
projeto

Linhagem comercial de células

Células endoteliais da veia
umbilical humana (HUVECS)

29,30e31

FBM+HIPOXIA

As células serdo caracterizadas pela expressdo de CD31 APC e CD146
APC pelo método de citometria de fluxo.

Células HUVECs em garrafa

matriz de 75 cm?

HIPOXIA FOME
CONTROLE H|POX|A

31 Em garrafa Em garrafa Em garrafa

De 25cm?
De 25¢cm? De 25cm?

Quantidade
1x106

Quantidade

Quantidade

1x106 . 1x108
células

células células
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Explique como o nimero de células foi definido
para seuexperimento/analise.

2b (sugerido incluir a escolha do nimero de células com base
nasanalises a serem realizadas).

As células foram descongeladas sob agitacéo,
o conteudo celular foi transferido para um tubo cénico
e centrifugadas. Apoés a centrifugacao, foi desprezado
Descreva os critérios de controle utilizados para o 0 sobrenadante e as celulas sedimentadas

experimento, incluindo percentual de células foram ressuspensa, mantidas a 37° C com 5 % de CO2.

Critérios de viaveis, condi¢éo de confluéncia (nimero de
controle células/area).

O meio de cultura foi trocado a cada 72 horas até que
a concentragdo de células antiga a confluéncia.
30 e 31 Apos proliferacao as células foram tratadas com 5 mL
de tripsina (0,5%) por 5 minutos e ap6s
o desprendimento celular foi acrescentado 5 mL de
meio de cultura suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB). O conteudo celular foi transferido
para um tubo graduado para 50 mL e centrifugado a
125 g por 5 minutos. Sera realizado teste de
viabilidade celular utilizando o corante Azul de Tripan

e feita a contagem das células.



Explicar se houve algum cegamento para contagem celular
dos resultados ou alguma andlise qualitativa (ex morfologia
celular)entre os grupos experimentais. Descrever se 0
Cegamento 4  mesmo pesquisador prepara a amostra, semeia em wells,
coleta os resultados e os analisa.

Desfechos 5 Defina claramente todos os desfechos que seréo avaliados

(ex: morte celular, proliferacdo, marcadores celulares e
moleculares)

66

150
%k Control

Hypoxia
100- mm PBM + Hypoxia

39 %k % %k

50+

cell viability (%)

Foi avaliado:

Em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS) tratadas
com FBM e submetidas a hipoxia foi avaliado:

- 0 efeito na viabilidade das células;

28 - alteragBes de expressdo génica de componentes da via de
transducao de estresse oxidativo;

- as atividades das enzimas antioxidantes;
- a expressao de biomarcadores de estresse celular e;

- a geracao de radicais livres.



Procedimentos
experimentais

6a

Condicdes de cultivo: temperatura, tipo de meio,
suplementacdes (soro, fatores de crescimento, antifingicos,
antibioticos entre outros).

30e3l

67

As células foram

descongeladas em agua O conteido foi

tranferido para um tubo

aquecida a 37°C sob -
conico

agitacao.

Apds a centrifugacdo, foi

Foi centrifugadoa 125 g
desprezado o

por 5 minutos

sobrenadante
As células sedimentadas O meio de cultura foi
foram ressuspensas em 12 trocado a cada 72 horas
mL de meio de cultura, e até que a concentragdo de
mantidas a 372 Ccom 5 % de células chega-se a
CO2. confluéncia.

Tubo cénico contendo 9 mL de meio de cultura (RPMI Medium 1640,
Vitrocell pH 7.4) 10 mmol/L de HEPES (Sigma Chemical Co, St. Louis,
MO, NY, USA), 2 mmol/L de L-Glutamine (Merck, Darmstadt, Germany),
100 U/mL de penicilina e 100 yg/mL de estreptomicina (Gibco, BRL, Life
Technologies, USA), 10 % de soro fetal bovino (Vitrocell).
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ApoOs proliferacdo as células foram tratadas com:

A 7
0 meio de Apos o O contetido
cultura serd desplrelndlmepto celular sera
5mLde trocado a cada celular sera transferido para
tripsina 72 horas até acizscent:.ﬂdz > um tubo
(0,5%) que a m eI melo de graduado para
por 5 concentragao Cll" tura tad 50mLe
)3T . , . . supiementaao .
Para cada anélise, relate o nimero de células em cada minutos de células com 10% de soro centrifugado a
. , . antiga a i 125 gpor5
grupoexperimental e nimero de replicatas. conflubncia. fetal bovino miﬁurgcos
Incluir detalhadamente a condi¢éo experimental
(placa, quantidade de pogos/placas, frascos de cultivo) ( ) ( 0 meio de ) ( ) ( )
e distribuicdodos grupos experimentais. Em seguida sera cultura serd Para os
Intervencio realizada (tratamento): quando e com que realizado teste de trocado a cada As células experimentos
frequéncia. viabilidade . x de hipéxia,
celular utilizando 72 horas até serapd serdo soltas
quea mantidas
o corante Azul de . da garrafae
Tripan e feita a codncer);cr?gao e;n g7a5rrafazs transferidas
30,31,32¢ contagem das € celulas €/>cm para garrafas
33 células. antiga a de 25 cm2.
\ J \__confluéncia. / \ J |\ J

Fotobiomodulacéo (FBM)

Comprimento de onda: 660 nm
FBM

Poténcia radiante média (mW): 10 mW )
HIPOXIA

Exposicao radiante: 1,5 J/cm2
Tempo de aplicacdo: 60 segundos
Area irradiada: 0,04 cm2
Energia total: 0,6 J

FBM + HIPOXIA
(Hipoxia pos aplicagdo de

Inducao de Hipodxia realizada
artificialmente com a utilizacdo de FBM)

anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid,
Cambridge, Reino Unido). HIPOXIA
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Teste de normalidade Shapiro-Wilk para todas as variaveis

resultando em dados parameétricos para todos 0s grupos.
Descreva em detalhes os métodos estatisticos utilizados em

7 cada andlise, incluindo o software utilizado. Os resultados foram expressos em valores relativos para melhor
compreensao;
Métodos 38 Para testar as diferencas entre 0os grupos estudados, foi utilizado
estatisticos 0 Teste ANOVA One-Way com Post-Hoc de Bonferroni;

Foi estabelecido o valor de p<0,05 para significancia estatistica. As
analises serao realizadas utilizando o software PRISM GraphPad,
versao 10.0 para Windows.
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RNA das 3 principais enzimas antioxidantes:

A 8
ke ok ke B Control
il Hypoxia

mm PBM + Hypoxia

Para cada experimento conduzido, incluindo
replicagbesindependentes, relate:

- Incluir figuras e tabelas ilustrando os resultados
encontradosbem como imagens quando aplicaveis.

S0D1 mRNA, fold change
N

Resultados 8 - Estatisticas resumidas/descritivas para cada grupo
experimental, com uma medida de variabilidade, quando 0-
aplicavel (ex: média e desvio- padrdo, ou mediana e B
ampli.tu'de) _ . 5
Se aplicavel, o tamanho de efeito com um intervalo de ok mm Control
confianca g Fok ok H _
.’:% 4 ypoxia
© Bl PBM + Hypoxia
T 3-
=]
40 -
<
z 27
£
< 14
o
0-
C
44 sk %k
mm Control
Hypoxia

Em PBM + Hypoxia

GP4x mRNA, fold change
(¥
]
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RNA da proteina de choque térmico 70:

0
|

* %k k mm Control
ok 3k

. Hypoxia
mm PBM + Hypoxia

o
|

N
|

Hspa1a/lb mRNA, fold change
H
]

(=]
|

Quantificacao de proteinas carboniladas:

& 4+
g ok = Control
s 3] T mm Hypoxia
% mEm PBM + Hypoxia
s
£ 2
5
>
1 ot
[=]
5
[=]
£ 0-
Quantificacdo de TBARS:

6 — * %k

. mm Control
. Hypoxia
4 - mm PBM + Hypoxia

nmol/ml, fold change
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Atividade das enzimas antioxidantes

A

CAT (mol H202/min mg protein), fold change

GP4x (nmol NADPHImg protein/min), fold change

50D1 (U/mg protein), fold change

2.0

1.5

1.0+

0.5+

% %k

% %k %k
* %k %k

72

mm Control
mm Hypoxia
mm PBM + Hypoxia

mm Control
I Hypoxia
mm PBM + Hypoxia

mm Control
mm Hypoxia
mEm PBM + Hypoxia
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Determinacéo de radicais livres:

4 -

3

H202 content (fold change)
T

% %k %k

%* %k %k

I Control
I Hypoxia
mm PBM + Hypoxia
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