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RESUMO

As células endoteliais sdo células que revestem o interior dos vasos sanguineos e
linfaticos formando uma camada chamada endotélio, que, embora por muito tempo
tenha sido considerado como uma camada inerte, hoje € reconhecido como um
importante regulador das principais fungfes fisioldgicas. Sob hipoxia, as células
endoteliais respondem a estimulos quimicos e secretam fatores que modulam as
respostas adaptativas para lidar com a baixa disponibilidade de oxigénio e promover a
sobrevivéncia e homeostase vascular. Nosso objetivo foi avaliar os efeitos da do pré-
tratamento com a fotobiomodulag&o na transducéo de sinais hipoxicos e inflamatérios
em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC). Para isso utilizamos células
HUVEC em trés grupos experimentais, controle, células com hipoxia e células com
hipéxia e tratamento com a fotobiomodulacdo e avaliamos o RNAm para as vias de
hipoxia e inflamacao. Nosso estudo evidenciou que a partir da analise de expressao de
RNAmM de genes envolvidos em processos de inflamacéo e adaptacéo a hipoxia, o pré-
condicionamento com FBM foi capaz de atenuar a resposta inflamatoria induzida pela
hipdxia, evidenciada pela reducéao significativa das citocinas inflamatérias (IL1 beta, IL6
e TNF alfa) e pelo aumento nos niveis de IL10, uma citocina anti-inflamatéria. Além
disso, o tratamento com FBM também foi capaz de modular a expressao de genes
reguladores da hipoxia, como HIF1 e EGLN1, sugerindo que o pré-condicionamento

pode influenciar a resposta celular a baixa concentracéo de oxigénio.

Palavras-chave: Fotobiomodulacdo. Hipdxia. Inflamacgéo. Endotélio.



ABSTRACT

Endothelial cells are cells that line the inside of blood and lymphatic vessels forming a
layer called the endothelium, which, although for a long time it was considered as an
inert layer, today is recognized as an important regulator of the main physiological
functions. Under hypoxia, endothelial cells respond to chemical stimuli and secrete
factors that modulate adaptive responses to cope with low oxygen availability and
promote survival and vascular homeostasis. Our objective was to evaluate the effects of
pretreatment with photobiomodulation on the transduction of hypoxic and inflammatory
signals in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). For this, we used HUVEC
cells in three experimental groups, control, cells with hypoxia and cells with hypoxia and
treatment with photobiomodulation and evaluated the mRNA for the hypoxia and
inflammation pathways. Our study highlighted that, based on the analysis of mMRNA
expression of genes involved in inflammation and adaptation to hypoxia, preconditioning
with FBM was able to attenuate the inflammatory response induced by hypoxia, as
evidenced by the significant reduction of pro-inflammatory cytokines (IL1 beta, IL6, and
TNF alpha) and the increase in IL10 levels, an anti-inflammatory cytokine. Moreover,
FBM treatment was also able to modulate the expression of hypoxia-regulating genes,
such as HIF1 and EGLN1, suggesting that preconditioning can influence the cellular

response to low oxygen concentrations

Keywords: Photobiomodulation. Hypoxia. Inflammation. Endothelium.
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1 INTRODUCAO

1.1 FOTOBIOMODULACAO

Laser € uma sigla em inglés que, traduzida para o portugués, significa
amplificacdo de luz por emissdo estimulada de radiacdo. E mais conhecido como
terapia com luz, fototerapia ou fotobiomodulacéo, sendo considerado um dos métodos
terapéuticos mais antigos manipulados pelo homem, podendo ser classificados em
dois tipos: lasers de alta poténcia, que séo ablativos; e os de baixa poténcia, que séo
terapéuticos (1).

A terapia de fotobiomodulacédo é um tratamento ndo medicamentoso, indolor,
nao invasivo e sem efeitos colaterais, que tem como principais funcfes a analgésica,
anti-inflamatoria e de regeneracgéo tecidual. Transforma energia luminosa em energia
quimica, induzindo mudancas metabdlicas, energéticas e funcionais, contribuindo
assim para a elevacdo da resisténcia e da vitalidade das células (2). Tem sido
considerada uma abordagem terapéutica capaz de modular diversos processos
biolégicos, desde que respeitados critérios especificos relacionados a luz do laser e
as condicdes do tecido a ser irradiado. Essa terapia é capaz de induzir efeitos anti-
inflamatorios, analgésicos e estimuladores da cicatrizagdo por meio da proliferacéo
celular (3).

Consiste em luz produzida artificalmente pela ativacdo de elétrons em repouso
presentes em uma fonte de energia e um estimulo que proporciona bioestimulacéo ou
aplicado. Bioestimulacédo é um fenbmeno em que ocorre uma reacéao fotoquiimica em
nivel celucar capaz de desencandear uma sequéncia de alteracdes ceulares que
resultam em, entre outros fatores, aumento do metabolismo e ativagdo mitocondrial,
podendo estimular a regeneracao celular (3,4). Este fendbmeno é interessante para
tratamento de diversas afecgcbes em que ocorrem deterioragdo das estruturas
celulares e sua utilizacao é segura pois ndo produz calor e nenhuma mudanca brusca
celular.

Moore et al. sugerem que 0s seguintes mecanismos estéo por tras dos efeitos
do laser de baixa intensidade sobre a viabilidade celular: 1) a absorgéo de luz pelas

enzimas mitocondriais, 2) a absorcdo de fotons pelos citocromos na cadeia
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respiratoria mitocondrial, 3) a producdo de oxigénio singlete, que é uma espécie
reativa de oxigénio capaz de causar danos aos sistemas vivos, uma vez que é um
potente agente oxidante e suas moléculas alvo sdo principalmente proteinas e 4) a
fotoativacdo dos canais de célcio, o que aumenta a proliferacao celular (5).

Dentre os beneficios da FBM estdo a modulacdo de processos inflamatérios
por estimular liberacdo de citocinas anti-inflamatorias; reducdo de marcadores do
estresse oxidativo pelo aumento de mecanismos antioxidantes; aumento da producao
de adenosina trifosfato (ATP), estimulacéo de cicatrizacdo, angiogénese e evita morte
de células e tecidos. Assim, possivelmente, na presenca de inflamacéo, a FBM exerce
uma acao anti-inflamatoria e na auséncia desta atua nos mediadores proé inflamatérios
que irdo remodelar os tecidos (6).

A FBM desencadeia através da luz alteracdes bioquimicas dentro das células,
onde os fétons sdo absorvidos por componentes da cadeia respiratéria da
mitocondria, sendo o citocromo c oxidase relatado como o principal fotorreceptor. O
citocromo c oxidase é um cromoforo capaz de absorver a luz e excitar seus elétrons
constituintes desencadeando uma cascata de reacdes bioquimicas. Tais reacdes
levam a mudanca no estado redox da célula desencadeando alteracdes que
promovem estimulo na producédo de ATP (Adenosina Trifosfato) e sintese de DNA e
RNA. Em resposta ao estimulo desses fatores, uma série de reacdes secundarias
ocorre através de novas cascatas de sinalizacao, resultando na modulacao de fatores
de crescimento como o TGF-f e VEGF; fator de transcricdo nuclear (NFk-B) e
interleucinas como IL-1, IL-6 e TNF-a. A modulacéo da expressao e secre¢ao destas
moléculas desenvolvem respostas macroscopicas no tecido irradiado, como por
exemplo, resposta anti-inflamatéria, promocéo de angiogénese e proliferacdo celular,
proporcionando beneficios na modulacdo da inflamacédo, cicatrizacdo tecidual e
regeneracao muscular (2,7). A FBM pode agir diretamente nas células epiteliais para
estimular a proliferacdo celular e melhora na reparacédo tecidual, alterando a
organizagéo do citoesqueleto endotelial apos irradiacéo (8).

Varios grupos de pesquisa tém investigado o efeito da FBM em células
endoteliais (Ecs). Em geral, o espectro de luz visivel (vermelho 600 a 700nm)
apresenta resultados benéficos na bioestimulacéo celular (5,9). E estudos sugerem
que a terapia de FBM em células HUVECs aumenta a viabilidade e concentracdo de

proteinas totais (10).
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1.2 CELULAS ENDOTELIAIS E ENDOTELIO

As células endoteliais séo células planas, de formato eliptico ou alongado, que
se organizam de maneira continua, formando uma camada que recobre o interior dos
vasos sanguineos e linfaticos. Estas estédo dispostas em uma configuracédo adjacente
umas as outras, com um espaco extracelular reduzido, seguindo a direcédo do fluxo
sanguineo (11). As células endoteliais formam o endotélio vascular e sdo a interface
entre a parede do vaso e o0 sangue circulante. As células mantém a homeostase e o
tbnus vascular, regulam a permeabilidade, produzem fatores de crescimento para o
reparo tecidual, inibem a formacdo de trombos e participam da formacédo de novos
vasos sanguineos. Essas células também podem formar novos vasos sanguineos in
situ em locais onde ndo havia vasos anteriormente em um processo denominado
vasculogénese. Em adultos os processos dependem da proliferacdo, migracéo e
diferenciacéo celular e ocorrem em resposta a vias de sinalizacao especificas. Esses
processos Sao cruciais para 0s processos de reparacao tecidual como também para
a promogéo do crescimento celular e vascularizacdo tecidual em casos de injuria (10).

O endotélio é um o6rgao dinamico, metabolicamente ativo e mecanicamente
adaptavel, separando a parede do vaso do sangue e seus componentes e € central
no processo de angiogénese, que é a formacao de novos vasos sanguineos a partir
de vasos existentes. Esse processo é regulado por uma rede complexa de sinais
moleculares, incluindo fatores de crescimento como o VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular), que estimula a proliferacdo e a migracdo das células endoteliais
(12). A angiogénese, processo fisioldgico 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 embrionério, a
organogénese e a cicatrizacao de feridas, mas também esta envolvido em condicdes
patoldgicas, incluindo carcinogénese, retinopatia diabética e poliartrite cronica (13).

O sistema hemostatico mantém um equilibrio ténue entre a caracteristica pro-
coagulante e a anticoagulante, em condicbes normais, as ceélulas endoteliais
permanecem ativas metabolicamente (Mesmo aparentando estar inerte) promovendo
uma superficie ativa anticoagulada, proporcionando a passagem de hemacias,
leucdcitos e plaquetas um trajeto livre para todo o corpo. Qualquer alteracdo deste

equilibrio como processo inflamatorio ou tensao de cisalhamento levando a uma leséo
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endotelial, induz as células endoteliais a alterar o microambiente pro-trombético e
antifibrinolitico (4).

O aparecimento na corrente sanguinea das IL-13, TNF-a, Proteina C Reativa
(PCR) e (LDL-o0x), sao consideradas marcadores precoces de ativacado endotelial e
inflamacao sistémica (14).

Em condicdes fisiologicas, as ECs desempenham um papel fundamental na
regulacdo da homeostase vascular e do crescimento dos vasos sanguineos, atuando
como mediadoras na comunicacao entre o tecido e o sangue. 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. A adeséo das plaquetas
aos leucdcitos é um estagio inicial que leva a exsudacdo dos leucécitos em areas
inflamadas ou infectadas, seguida pela interacdo e agregacdo de plaquetas-
leucdcitos e, por fim, pela obstrucdo dos vasos sanguineos. As células endoteliais
desempenham um papel antitrombético por meio da producéo de vérias substancias
vasoativas, como endotelina, angiotensina, NO e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF). A dinamica das células endoteliais pode afetar a producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e adenosina trifosfato (ATP). Essa dinamica
também pode depender de alteracées na concentracéo intracelular de célcio (Ca?*), do
esgotamento dos estoques de Ca?* e de eventos de sinalizacédo de entrada e saida
de Ca? (12,15).

O endotélio desempenha papel protetor do sistema cardiovascular, liberando
substancias que modulam a contracdo do musculo liso vascular, a sua proliferacéo, a
adesdo e agregacao plaguetaria e controlam a hemostasia. Portanto, em condi¢cdes
de disfuncéo ou lesdo desse tecido, ha repercusséo sobre a estrutura vascular, tecido

adjacente e, por fim, sobre o sistema cardiovascular (16).

1.3 HIPOXIA

A hipoxia, que € uma condicdo caracterizada pela reducéo do fornecimento de
oxigénio para as células, pode desencadear respostas adaptativas celulares e ter
efeitos prejudiciais se persistir por periodos prolongados ou em situacdes graves. A
diminuicao dos niveis de O2 pode influenciar a regulacéo da expressao génica, bem

como causar modificacbes poés-traducionais, resultando em alteracdes do
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metabolismo celular (17). 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 diminuicdo da disponibilidade de oxigénio nos tecidos (hipdxia) (11,18).
Essa disfuncéo € 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. A adaptacdo a baixas
tensdes de oxigénio em células e tecidos envolve a indugdo da expressao de varios
genes relacionados a angiogénese, metabolismo do ferro, metabolismo da glicose,
proliferacéo e sobrevivéncia celular.

O principal mediador dessa resposta adaptativa € o fator induzivel por hipoxia-
1 (HIF-1), um fator de transcrigdo sensivel ao oxigénio. Dentre as multiplas isoformas
do fator induzivel por hipoxia (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-1 (também
conhecido como ARNT - Nucleo Translocador Nuclear do Receptor de Hidrocarboneto
Aromético). Enquanto a subunidade HIF-13 é expressa de forma constante, a
estabilidade e atividade da subunidade HIF-1a sé@o reguladas pelos niveis de oxigénio.
Em condi¢cdes normoxicas (nivel normal de oxigénio), o HIF-1a é rapidamente
degradado, porém, em condi¢cdes hipoxicas, sua estabilidade aumenta, permitindo
gue ele forme um complexo com a subunidade HIF-1B, o que resulta na ativacao
transcricional de genes-alvo. O HIF-1 desempenha um papel essencial em varias
respostas fisiolégicas a hipoxia, como eritropoiese, glicélise e angiogénese, que

ajudam a compensar rapidamente a deficiéncia de oxigénio (19-21).

1.4 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A fotobiomodulacdo (FBM) é uma terapia que utiliza luz em comprimentos de
onda especificos para induzir respostas bioldgicas em células e tecidos, promovendo
regeneracao, alivio da dor, e controle de inflama¢cdes. Estudos recentes tém
evidenciado o potencial da FBM em modular vias de sinalizagdo celular,
especialmente aquelas relacionadas ao estresse e a adaptacao celular sob condi¢des
adversas. Contudo, ainda existem lacunas significativas no entendimento dos
mecanismos especificos pelos quais a FBM influencia a transducdo de sinais
hipoxicos, particularmente em células endoteliais, que desempenham um papel crucial

na regulacdo da homeostase vascular e no desenvolvimento de diversas patologias.
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As células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS) sdo amplamente
utilizadas como modelo de estudo para investigar respostas celulares e moleculares
em situagcbes de hipdxia, condicdo comumente observada em doengas
cardiovasculares, complicacdes gestacionais e outras patologias sistémicas. Em
ambientes hipdxicos, essas células ativam vias de transducao de sinais mediadas por
fatores como HIF-1 (fator induzido por hipoxia), que regulam a expressao de genes
associados a sobrevivéncia celular e a adaptacdo ao baixo nivel de oxigénio.
Compreender como a FBM afeta essas vias pode abrir novas possibilidades
terapéuticas para condicdes relacionadas a hipoxia.

Portanto, o presente estudo buscou investigar o impacto da fotobiomodulagéo
na expressao de RNA mensageiro associados a hipdxia e inflamacdo em células
endoteliais da veia umbilical humana fornecendo evidéncias experimentais que
puderam elucidar os mecanismos pelos quais a FBM pode ser utilizada para mitigar
os efeitos de ambientes hipoxicos em células endoteliais. Esses achados poderao
contribuir para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais eficazes, nao

invasivas e com potencial de aplicacao clinica ampla.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da fotobiomodulacdo na expressdao de RNA mensageiro
associados a hipdxia e a inflamacéo em células endoteliais da veia umbilical humana
(HUVEC).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em células HUVEC submetidas a hipoxia e irradiadas com a FBM avaliamos:

- Alteracdes na expressao de RNA mensageiro envolvidos na hipoxia (genes HIF-
1, EGLN1 e EGLN3).

- Alteragdes da expressdo de RNA mensageiro envolvidos no processo
inflamatorio (genes e-NOS, iNOS, IL-1b, IL-6, IL-10 e TNF).



18

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 do Mestrado em Medicina 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 expressao de
CD31 APC e CD146 APC pelo método de citometria de fluxo (Figura 1).

Figura 1 - Caracterizagéo das células HUVECSs por citometria de fluxo e marcadores celulares
especificos
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3.4 CULTIVO DE CELULAS

As células foram descongeladas em agua aquecida a 37° C sob agitacao 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 uyg/mL de estreptomicina (Gibco, BRL, Life
Technologies, USA), 10 % de soro fetal bovino (Vitrocell) e centrifugadas 125 g por 5
minutos. ApOs a centrifugacdo, foi desprezado o sobrenadante e as células
sedimentadas seréo ressuspensas em 12 mL de meio de cultura, e mantidas a 37° C
com 5 % de CO2.

O meio de cultura foi trocado a cada 72 horas até que as concentracbes de
células atinginssem confluéncia. Apos proliferacdo as células foram tratadas com 5
mL de tripsina (0,5%) por 5 minutos e apos 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, em seguida foi realizado teste de viabilidade celular utilizando o

corante Azul de Tripan e feita a contagem das células. As células foram mantidas em
garrafas de 75 cm? e, para os experimentos de hipdxia, foram soltas da garrafa e

transferidas para garrafas de 25 cm?,
3.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO

As células HUVEC, mantidas em cultura, foram soltas de uma garrafa matriz de
75cm? e semeadas em garrafas de 25 cm? na quantidade 1x10° células cada uma nos
seguintes grupos e conforme figura 2:

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

e Hipdxia: células cultivadas em meio RPMI com 10% de SFB submetidas
ao procedimento de hipoxia por anaerobiose.

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

por anaerobiose.



Figura 2 — Protocolo experimental
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3.6 PROTOCOLO DE FOTOBIOMODULACAO

A FBM foi conduzida por meio de um aparelho Twin FLEX-LASER (MMOptics
Ltda, S&o Carlos, SP, Brasil; Figura 3), com os parametros apresentados a seguir:

Figura 3 - Aparelho Twin FLEX-LASER, MMOptics Ltd (S&o Carlos, SP, Brasil).

Tl

!

Tabela 1 - Protocolo de fotobiomodulacéao

Comprimento de onda 660 nm

Intensidade 10 mwW
Densidade de energia 1,5 J/cm?2
Tempo de aplicacdo 6 segundos
Area irradiada 0,04 cm2

Foi realizada Unica aplicacdo no grupo FBM + Hipdxia apés centrifugacdo em
meio de cultura RPMI e SFB a 125 x g por 5 minutos. A aplicagdo da FBM ocorreu

pela parte de cima dos tubos conicos. Os grupos controle e Hipdxia nao receberam a
irradiacao do laser.

3.7 INDUCAO DE HIPOXIA
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A inducdo de hipoxia foi realizada artificialmente com a utlizacdo de
anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid, Cambridge, Reino Unido). Para tal, ap6s um periodo
de 24 horas para aderéncia das células, 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 4). Dentro desse sistema, as
garrafas permaneceram com as tampas semiabertas por 24 horas, periodo este

designado adequado para efetividade da hipéxia sem grande perda celular.

Figura 4 - AnaeroGen, Oxoid, Cambridge, Reino Unido)

)

-

3.8 CITOMETRIA DE FLUXO PARA DETECCAO DE CD11B, ANEXINA V E IODE-
TO DE PROPIDIO

Apbs o periodo de incubacédo de 24 horas de hipoxia (grupos Hipoxia e FBM +
Hipodxia), as células foram incubadas com 4 mL de tripsina a 0,5% por 5 minutos a 37°
C. As células foram desaderidas (tripsina 0,5% durante 5 minutos a 37°C). A
contagem de células foi executada com auxilio da camera de Neubauer usando
corante azul de Tripan (0,4%). Apés a contagem, foram calculadas 5x10° células para

cada um dos grupos e acomodadas em tubos 12x75 mm. Na sequéncia foram
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centrifugados a 500 g por 10 minutos e foi descartado seus sobrenadante ao final.

Foi acrescentado 100 pyL de tampéo fosfato-salino (PBS, phosphate buffered
saline, BD Pharmingen) com a finalidade de lavagem e novamente centrifugadas nas
mesmas condigdes. Posteriormente, foram acrescentados 100 uL de albumina de soro
bovino (BSA, bovine serum albumin, BD Pharmingen). A seguir, foram adicionados os
anticorpos CD11b (deteccdo de moléculas para adesdo de leucocitos), Anexina V
(marcador de apoptose) e lodeto de Propidio (Pl, marcador de necrose).

Todos os tubos foram incubados por 20 minutos a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Apés incubacéo, os tubos foram centrifugados a 500 g por 10 minutos,
e 0s sobrenadantes foram descartados. Adicionou-se 200 uL de solugdo de PBS 1%
AZIDA e a deteccéo da expressao destes receptores foram realizadas no citbmetro de
fluxo (Accuri C6, BD) imediatamente com o término do procedimento de marcagao.

3.9 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

As células dos grupos experimentais, ap0s desaderidas, foram centrifugadas e
aos precipitados foi adicionado Trizol®Reagent para extracdo do RNA total, conforme
instrucdes do fabricante. Apés rapida mistura, 200 ul de cloroférmio foram adicionados
ao homogenato, e a mistura foi agitada vigorosamente por 15 seg. Em seguida, a
mistura foi mantida 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 precipitacdo do RNA.

As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 10min, e foram
novamente centrifugadas (12000 x g/4° 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 entéo ressuspensos com 50 ul de agua DEPC.

3.9.1 Tratamento do RNA total e Integridade das amostras

As quantificagdes das amostras de RNA total foram feitas utilizando o aparelho

NanoDrop ND-2000 espectrofotdbmetro (NanoDrop Products, Wilmington, USA) sendo
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gue 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). A
integridade do RNA total foi avaliada pela observacdo da proporcdo 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
gendmico 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 solugcéo contendo 20
mM Tris-HCI, pH 8.4 e 2 mM MgCIz por 15 min a 37° C, seguido de incubacédo a 65°
C durante 10 minutos para inativacdo da DNAse |. Apés este procedimento, as

amostras foram armazenadas a -80° C até realiza¢do da Transcricdo Reversa.

3.9.2 Sintese de DNA complementar (cDNA) - Transcri¢cdo Reversa

Em 1 ug de RNA total tratado foram adicionados 2 ul de tampéao de incubacao
(KCI 50 mM, Tris-HCI pH 8,4, 20 mM e MgCl2 2,5 mM), 1 unidade de transcriptase
reversa (1ul) (Invitrogen), 2ul de Randon Primer (Invitrogen) 0,8 ul de
oligonucleotideos (DNTPs, 100 mM) e 4,2 ul de H20 DEPC para uma reacéo final de
20 ul. As amostras foram entdo submetidas as seguintes incubacdes: 25° C por 10
min, 37° C por 120 min, 85° C por 5 min. Apés a reacédo, as amostras de cDNA foram

mantidas a -20° C para realizagdo da PCR em tempo Real.

3.9.3 Reacéo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR) em tempo real — qPCR

A reacdao 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 deteccédo da sequéncia. A amplificacdo e aquisi¢cdo dos dados
foram realizadas com o corante SYBR Green em equipamento Abi Prism 7500 Fast
(Applied Biosystems). Neste processo de excitacdo, a captacéo de fluorescéncia das
fitas duplas é realizada em cada ciclo de amplificacdo do PCR, fornecendo
quantificacdo em tempo real das sequéncias do gene de interesse. O protocolo
utilizado para a reacédo de PCR em tempo real foi o seguinte: em 1,0 pl de cDNA, foram
adicionados 5 ul de Solucéo Fast Master Mix 2X (Applied Biosystems, EUA) e agua
suficiente para 10 pl de reagdo em cada tubo conico. As amostras aplicadas em

duplicata e entédo incubadas a 95° C por 20s, e passaram por 40 ciclos térmicos a 95°C
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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 sédio), 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 deteccédo. A
expressao dos genes foi normalizada pelo nivel de expressao do gene housekeeping
18S RNA ribossOmico, cuja expressdao se mostrou inalterada nas condicOes
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 subtracdo 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 dados

de expressao relativos.

3.10 Anélise 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 padrdo da média (EPM). Para testar as diferencas
entre os 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

Neste estudo avaliamos, por meio de PCR quantitativo a expressédo de RNAmM
de 9 genes envolvidos na inflamacédo e hipoxia em 3 grupos experimentais. Como
diferencial, testamos a hipotese que o pré-condicionamento com FBM poderia alterar
a transcricdo de genes adaptativos a baixa concentracdo de O2.

A expressdo de RNAm de HIF-1 foi fortemente aumentada no grupo hipoxia
comparando com o grupo controle. O pré-condicionamento com FBM diminuiu os
niveis de RNAm de HIF1 em relacdo ao grupo hipoxia. Nao foi observada diferenca

entre o grupo FBM+Hipdxia e o grupo controle (Fig. 5).

Figura 5 - Expressdo de RNA mensageiro de HIF-1 em células HUVEC nos grupos Controle, Hipoxia
e FBM e Hipoxia. A letra a representa diferenca entre o grupo Controle, a letra b representa diferenca
entre o grupo Hipdxia. A diferenga estatistica foi considerada significativa.
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Os genes EGLN1 e EGLN3 codificam enzimas chamadas prolil-hidroxilases
(PHD), que estdo envolvidas na regulacdo da degradacdo do fator induzivel por
hipéxia (HIF). Quando os niveis de oxigénio sdo normais, as PHDs hidroxilam o HIF,
marcando-o para degradacdo. Em condi¢cBes de hipdxia, essa hidroxilacao € inibida,
permitindo que o HIF se acumule e ative a expressao de genes que ajudam a célula
a se adaptar a baixa disponibilidade de oxigénio. Em nosso estudo, a expressao de
RNA mensageiro de EGLN1 diminuiu com hipoxia em relagdo ao grupo controle. No
entanto, quando a FBM foi aplicada, os niveis de RNAmM de EGLN1 foram maiores em
relacdo ao grupo hipoxia, sendo restabelecidos para valores semelhantes ao grupo

controle (Fig. 6).
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Figura 6 - Expressdo de RNA mensageiro de EGLN1 em células HUVEC nos grupos Controle,
Hipdxia e FBM e Hipodxia. A letra a representa diferenga entre o grupo Controle, a letra b representa
diferenca entre o grupo Hipodxia. A diferenca estatistica foi considerada si
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Em relacdo a expressdo de EGLN3, o grupo hipdxia apresentou niveis de
RNAmM menores que o grupo controle. Entretanto, ndo foi observada diferenca
significativa entre o grupo que recebeu a FBM e os demais grupos experimentais (Fig.
7).

Figura 7 - Expressdo de RNA mensageiro de EGLN3 em células HUVEC nos grupos Controle,
Hipdxia e FBM e HipOxia. A letra a representa diferenca entre o grupo controle. A diferenca estatistica
foi considerada significativa caso p<0,05.
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As enzimas sintetases de 6xido nitrico (NOS) séo responséaveis pela producéo
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de o6xido nitrico (NO), um gas enddgeno que possui acao vasodilatadora. Na hipoxia,
a regulacdo do NO é crucial para a adaptacdo celular a baixa disponibilidade de
oxigénio.

A expressdo de RNAm de NOS endotelial e induzida foi avaliada em nosso
estudo. A NOS endotelial apresentou aumento de expressdo de RNAmM em condicao
de hipoxia (grupo Hipdxia) em relagdo ao grupo controle. Entretanto, a FBM resultou
em aumento significativo de RNAmM de eNOS em comparagdo com os demais grupos

experimentais (Fig. 8).

Figura 8 - Expressdo de RNA mensageiro de eNOS em células HUVEC nos grupos Controle, Hipdxia

e FBM e Hipoxia. A letra a representa diferenca entre o grupo Controle, a letra b representa diferenca

entre o grupo Hipdxia e a letra c representa diferenca entre o grupo FBM+Hipoxia e o grupo controle.
A diferenca estatistica foi considerada significativa caso p<0,05.
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Da mesma forma, a expresséo de iNOS foi aumentada nos grupos que foram
submetidos a inducéo de hipoxia em relacédo ao grupo controle. Entretanto, a aplicacéo
de FBM néo resultou em alteracéo na expressdo de RNAm de iNOS em relacao ao

grupo hipoxia (Fig. 9).

Figura 9 - Expressédo de RNA mensageiro de iNOS em células HUVEC nos grupos Controle, Hipéxia
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e FBM e Hipdxia. A letra a representa diferenca entre o grupo Controle, a letra b representa diferenca
entre o grupo Hipdxia. A diferenga estatistica foi considerada significativa caso p<0,05.
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A expressdo de RNAm de citocinas inflamatérias (IL1 beta, IL6 e TNF alfa) e
antiinflamatdrias (IL10) também foi avaliada em nosso estudo. A expressao de IL1
beta mostrou-se aumentada significativamente apds a inducdo de hipdxia (Fig. 10 A).
O mesmo comportamento foi observado em relacdo a expressao de IL6 e TNF alfa
(Fig. 10 B e C, respectivamente). O pré-condicionamento com FBM resultou em niveis
mais baixos destas citocinas em relacdo ao grupo hipéxia. O tratamento prévio com
FBM diminuiu os niveis de RNAm das citocinas pré-inflamatérias a niveis semelhantes
aos observados no grupo controle (Fig.10 A, B e C). Por outro lado, a expresséo de
IL10 mostrou-se diminuida apds a hipoxia, entretanto, o pré-condicionamento com
FBM elevou a expressdo de RNAmM de IL10 no grupo FBM+Hipdxia em relacédo ao

grupo hipoxia (Fig. 10 D).
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Figura 10 - Expressdo de RNA mensageiro de IL1 beta (A), TNF alfa (B), IL6 (C) e IL10 (D) em
células HUVEC nos grupos Controle, Hipdxia, e FBM e Hipoxia. A letra a representa diferenga entre o
grupo Controle, a letra b representa diferenca entre o grupo Hipoxia. A diferenga estatistica foi
considerada significativa caso p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos a expressdo de RNA mensageiro de genes chave
envolvidos nas respostas celulares a hipoxia e a inflamacao em células endoteliais da
veia umbilical humana (HUVECS) expostas a condicbes de hipoxia e ao pré-
condicionamento com terapia de fotobiomodulacdo antes da hipdxia. Nossos
resultados revelaram importantes dados em relagéo a interagao entre vias adaptativas
a baixa oxigenacdo e a potencial modulacdo desses mecanismos pelo pré-
condicionamento com a terapia de fotobiomodulacao.

Na hipoxia, o fluxo sanguineo é interrompido, limitando a formacéao de trifosfato
de adenosina (ATP) devido a alteracdes mitocondriais na cadeia de transporte de
elétrons e a falha de bombas i6nicas, iniciando vias metabdlicas anaerébicas (22).
Consequentemente, ha uma diminuicdo nas defesas antioxidantes, pH e troca ibnica.
Essas alteracGes tornam os transportadores dependentes de ATP inviaveis, levando
potencialmente a disfun¢éo mitocondrial e & morte celular. O HIF-1 € um dos principais
reguladores da resposta celular a hipéxia. Como esperado, a expressdo de RNAm de
HIF-1 foi significativamente aumentada no grupo exposto a hipoxia, indicando a
ativacdo dessa via adaptativa em resposta a deficiéncia de oxigénio. Esse aumento é
consistente com a literatura, que descreve o papel do HIF-1 na mediacao de respostas
celulares essenciais a adaptacao a condicfes de oxigénio limitado, como a inducao
da angiogénese e a modulacdo do metabolismo celular. De maneira estaticamente
significativa o pré-condicionamento com FBM reduziu a expressao de HIF-1 no grupo
FBM+Hipoxia em comparacdo ao grupo Hipdxia, sugerindo um efeito de
fotobiomodulacéo sobre a ativacdo de HIF-1, possivelmente atenuando a resposta
adaptativa exagerada a hipoxia (3,17,20). Semelhante ao nosso estudo, em
fibroblastos de esclera humana sob hipoxia, o tratamento com a fotobiomodulacao a
660 nm promoveu a sintese de colageno por meio da regulacédo negativa da expressao
de HIF-1a sem fotodano as células (23). Ainda, foi demonstrado que o acumulo de
HIF-la em tecidos nervosos danificados foi suprimido apds tratamento com
fotobiomodulag&o a 660 nm. No mesmo estudo, o tratamento com a fotobiomodulac&o
também reduziu a expresséo de HIF-1a em macrofagos, que coordenam a inflamacéo
cronica e as respostas imunes melhorando a hipoxia/isquemia tecidual na neuropatia
por aprisionamento nervoso (24).

Nossa andlise revelou que a expressao de EGLN1 diminuiu no grupo hipéxia
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em comparacdo ao controle, o que € consistente com a reducdo da atividade das
prolil-hidroxilases sob baixos niveis de oxigénio (17,20). A aplicacdo da FBM foi capaz
de restaurar os niveis de EGLN1 para valores semelhantes aos observados no grupo
controle, indicando que o pré-condicionamento com FBM pode influenciar a regulacéo
das prolil-hidroxilases, possivelmente por meio de alteracdes na sinalizacéo celular
gue afetam a homeostase do oxigénio. Por outro lado, a expressao de EGLN3 néo
apresentou diferencas significativas entre os grupos, sugerindo que a regulacao de
EGLNL1 pode ser mais sensivel ao pré-condicionamento com FBM em comparacgéo a
EGLNS3. Até o momento, ndo foram encontrados dados na literatura sobre os efeitos
da FBM na expresséao dos genes EGLN1 E EGLNS.

A expressdo de eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) foi significativamente
aumentada no grupo exposto a hipoxia, refletindo a importancia da producao de 6xido
nitrico (NO) em processos adaptativos a hipoxia, como a vasodilatacdo e a melhora
do fornecimento de oxigénio aos tecidos. A FBM, por sua vez, foi capaz de promover
um aumento ainda maior na expresséo de eNOS no grupo FBM+Hipoxia, sugerindo
que o pré-condicionamento com FBM pode potencializar a producdo de NO,
possivelmente como uma estratégia de adaptacéo para otimizar o fluxo sanguineo e
a oxigenacdao tecidual em condicdes de estresse e deficiéncia de oxigénio (10). No
entanto, a expressdo de INOS (6xido nitrico sintase induzida) ndo foi
significativamente alterada pela FBM, o que pode indicar que a producdo de NO via
INOS é menos sensivel a modulacdo por FBM. Ja esta bem descrito que a
fotobiomodulac&do aumenta a expressao génica de eNOS em células HUVEC (25). Em
contraste com nosso estudo, num modelo de privacédo de oxigénio e glicose em células
HUVEC por 30 min seguido da aplicacdo da fotobiomodulagédo no comprimento de
onda 808 nm, foi observado aumento das proteinas iINOS e COX-2, demonstrando
mecanismos proterores da FBM para o tratamento de isquemia cerebral (26).

A expressao de IL1 beta, IL6, e TNF alfa foram significativamente aumentadas
no grupo hipoxia, o que € indicativo de uma ativagdo inflamatéria associada ao
estresse de hipoxia (2,4,8). Este aumento nas citocinas inflamatoérias € um reflexo das
respostas de defesa do organismo a condicdo de hipdxia, que muitas vezes esta
associada a danos teciduais e a uma resposta imune. Em nosso modelo experimental,
o pré-condicionamento com FBM reduziu de forma significativa a expressao dessas
citocinas inflamatorias, restabelecendo os niveis de IL1 beta, IL6, e TNF alfa para

valores semelhantes aos observados no grupo controle. Isso sugere que a FBM
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exerce um efeito modulador na resposta inflamatéria associada a hipoxia,
possivelmente por meio de vias anti-inflamatorias. Essa hipotese pode ser explicada
pelo aumento da expresséo de IL10, uma citocina anti-inflamatoria, que foi diminuida
no grupo hipéxia, mas foi aumentada no grupo FBM+Hipdxia, o que sugere que o pré-
condicionamento com FBM pode ter um efeito positivo ha modulacéo da inflamacéao,
ajudando a restaurar a expressao de IL10. Resultado semelhante ao nosso foi obtido
em um estudo com linhagem de células de fibroblastos de pele humana (WS1) que
foram expostas a ambiente hipdxico, e foram expostas a fotobiomodulacdo numa
densidade de energia de 5 J/cm? usando um laser de diodo de onda continua de 636
nm. Os resultados demonstraram que em células com hipéxia a FBM causou em uma
reducdo na citocina inflamatoria IL-6 (27).

Com o0 exposto acima, nossos resultados fornecem evidéncias importantes
sobre o impacto do pré-condicionamento com fotobiomodulacdo na modulacdo da
expressao génica em células HUVEC submetidas a hipdxia. A partir da analise de
expressdo de RNAmM de genes envolvidos em processos de inflamacéo e adaptacao
a hipoxia, observamos que o pré-condicionamento com FBM foi capaz de atenuar a
resposta inflamatéria induzida pela hipoxia, evidenciada pela reducéo significativa das
citocinas proé-inflamatorias (IL1 beta, IL6 e TNF alfa) e pelo aumento nos niveis de
IL10, uma citocina anti-inflamatéria. Além disso, o tratamento com FBM também foi
capaz de modular a expressao de genes reguladores da hipdxia, como HIF1 e EGLN1,
sugerindo que o pré-condicionamento pode influenciar a resposta celular a baixa
concentracdo de oxigénio.

Embora o efeito da fotobiomodulagéo tenha sido expressivo para alguns genes,
como HIF1 e EGLN1, a expressdo de outros genes, como EGLN3 e iNOS, nao
mostrou modulacgao significativa pelo tratamento. Isso indica que o efeito da FBM pode
ser especifico para certos mecanismos moleculares e destaca a complexidade da
regulacédo génica em condi¢cBes de hipoxia.

Nossos achados reforcam o potencial terapéutico do pré-condicionamento com
FBM para melhorar a resposta celular a hipoxia, principalmente em células endoteliais,
com possiveis implicagbes em estratégias de tratamento para doengas relacionadas
a insuficiéncia de oxigénio. Contudo, mais estudos sao necessarios para aprofundar
o entendimento dos mecanismos subjacentes e avaliar a eficacia clinica dessa

abordagem.
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6 CONCLUSAO

O pré condicionamento com a fotobiomodulacdo em células HUVEC foi capaz
de modular a expressdo de genes reguladores da hipoxia, como HIF1 e EGLNL1,
sugerindo que o pré-condicionamento pode influenciar a resposta celular a baixa
concentracdo de oxigénio. Ainda, o pré-condicionamento com FBM foi capaz de
atenuar a resposta inflamatéria induzida pela hipoxia, evidenciada pela reducéo
significativa das citocinas pro-inflamatorias (IL1 beta, IL6 e TNF alfa) e pelo aumento

nos niveis de IL10, uma citocina anti-inflamatoria.
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ANEXO 1 - CHECKLIST

Recomendacéo

o Descreva os grupos experimentais, incluindo
grupocontrole.

+  Descreva a procedéncia das células: cultura
priméria oulinhagem celular.

o Para cultura priméaria: Incluir os dados do
Comité de Etica em Humanos ou do Comité
de ExperimentagdoAnimal dependendo de
quem foi o doador

o Expligue como serdo distribuidas as
células nosdiferentes grupos
experimentais.

Especifigue o numero de células em cada grupo e o
ndmero total em cada experimento. Indique no
fluxograma o numerototal de células por experimento
e por amostra.

Pag. que

consta
esse
itemno
seu
projeto

Linhagem comercial de células

Células endoteliais da veia
umbilical humana (HUVECS)

16 e 17
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?




Expligue como o numero de células foi definido
para seu experimento/analise.
(sugerido incluir a escolha do nimero de células com base

nasanalises a serem realizadas).

CONTROLE

Em garrafa

De 25cm?

Quantidade

1x108
18
células

HIPOXIA
Em garrafa
De 25cm?

Quantidade

1x106
células

FBM +
HIPOXIA
Em garrafa
De 25cm?

Quantidade
1x10°

células
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Critérios de

controle

Descreva os critérios de controle utilizados para o
experimento, incluindo percentual de células
viaveis, condicao de confluéncia (nUmero de

células/area).

16
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As células foram descongeladas em agua aquecida a 37° C sob agitacéo 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 pg/mL de
estreptomicina (Gibco, BRL, Life Technologies, USA), 10 % de soro fetal bovino
(Vitrocell) e centrifugadas 125 g por 5 minutos. Apés a centrifugacao, foi
desprezado o sobrenadante e as células sedimentadas serédo ressuspensas
em 12 mL de meio de cultura, e mantidas a 37° C com 5 % de CO2.

O meio de cultura foi trocado a cada 72 horas até que as concentragdes de células
atinginssem confluéncia. Apés proliferacé@o as células foram tratadas com 5 mL
de tripsina (0,5%) por 5 minutos e apds 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, em seguida foi 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 analise 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.
Defina claramente todos os desfechos que serdo avaliados
(ex: morte celular, proliferacdo, marcadores celulares e
Desfechos
5 moleculares)
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N&o se aplica

Em células endoteliais humanas (HUVEC) submetidas a hipoxia e irradiadas
com a FBM avaliamos:
- Alteracdes na expressdo de RNA mensageiro envolvidos na hipoxia (genes
14 HIF-1, EGLN1 e EGLNS3).
- Alteracdes da expressé@o de RNA mensageiro envolvidos no processo
inflamatorio (genes e-NOS, iNOS, IL-1b, IL-6, IL-10 e TNF).



Procedimentos

experimentais

6a

Condicdes de cultivo: temperatura, tipo de meio,
suplementagdes (soro, fatores de crescimento, antifiingicos,

antibiéticos entre outros).

As células foram
descongeladas em agua

aquecida a 37°C sob
agitagao.

O conteudo foi
tranferido para um tubo

conico

Ap0s a centrifugacdo, foi
desprezado o
sobrenadante

Foi centrifugadoa 125 g
por 5 minutos

As células sedimentadas
foram ressuspensas em 12

O meio de cultura foi
trocado a cada 72 horas

16 mL de meio de cultura, e até que a concentragdo de
mantidas a 372 Ccom 5 % de células chega-se a
Cco2 énci
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Tubo conico contendo 9mL de meio de cultura (RPMI Medium 1964, 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 pg/mL de estreptomicina (Gibco, BRL, Life

Technologies, USA), 10 % de soro fetal bovino (Vitrocell).



Para cada analise, relate o nimero de células em cada
grupoexperimental e nimero de replicatas.

Incluir detalhadamente a condi¢@o experimental
(placa, quantidade de pogos/placas, frascos de cultivo)
e distribuicdodos grupos experimentais.
6b Intervencao realizada (tratamento): quando e com que

frequéncia.
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Apo6s proliferacdo as células foram tratadas com:

) A
O meio de 4 Apc;s. °
. esprendimento celular serd
cultura sera celular sera |
5mLde trocado a cada transferido para
tripsina 72 horas até airzscent'ad; > um tubo
(0,5%) que a m el melo de graduado para
por 5 concentragao CT turat d 50 mL e
. . suplementado .
minutos de células plO°/ d centrifugado a
. com 10% de soro
antiga a fetal bovino 125 gpor>5
\_ confluéncia. ) \ ) minutos
‘ —
. ( ) ( )
( ) ( O meio de )

17,18,19 | Emseguidasera cultura sera Para os
T realizado teste de trocado a cada As células experimentos
e 20 iabili . ~ ipoxi

viabilidade 72 horas até serdo de hipdxia,
celular utilizando que a mantidas serdo soltas
o corante Azul de . dagarrafae
Tripan e feita a concerlltrat;ao em garrafas transferidas
contagem das de células de 75 cm? para garrafas
células. a?ltiga a de 25 cm2.
L ) confluéncia. ) L ) L )

Fotobiomodulacéo (FBM)
Comprimento de onda: 660 nm FBM 4t
Poténcia: 10 mW H|POX|A

Densidade de energia: 1,5 J/cm2

Tempo de aplicagdo: 6 segundos
Area irradiada; 0,04 cm2

FBM + HIPOXIA

Inducéo de Hipoxia

realizada artificialmente (Hipoxia pos aplicacd
com a utilizacdo de de FBM)




Métodos

estatisticos

7

Descreva em detalhes os métodos estatisticos utilizados

em cada andlise, incluindo o software utilizado.
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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 compreenséo. Os dados
foram apresentados com média e erro padrdo da média (EPM). Para testar
as diferencas entre os grupos estudados, foi utilizado o Teste ANOVA One-
22 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, versado 10.0 para Windows.



Resultados

Para cada experimento conduzido, incluindo
replicagbesindependentes, relate:

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

- Estatisticas resumidas/descritivas para cada
grupo experimental, com uma medida de variabilidade,
quando aplicdvel (ex: média e desvio- padrdo, ou
mediana e amplitude)

Se aplicavel, o tamanho de efeito com um intervalo de

confianga

23, 24, 25,
26 e 27
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