UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA

CAMILA SOARES MALTA

EFEITO DA BIOFOTOMODULAGCAO NA EXPRESSAO DE BIOMARCADO-

RES EM CELULAS HUVEC SUBMETIDAS A HIPOXIA EXPERIMENTAL

Sao Paulo, SP
2017



CAMILA SOARES MALTA

EFEITO DA BIOFOTOMODULAGCAO NA EXPRESSAO DE BIOMARCADO-

RES EM CELULAS HUVEC SUBMETIDAS A HIPOXIA EXPERIMENTAL

Dissertacao de Mestrado apresentada
a Universidade Nove de Julho para ob-
tencdo do titulo de Mestre em Medi-
cina.

Orientador: Prof°® Dr. José Antbnio

Silva Junior.

Sao Paulo, SP

2017



FICHA CATALOGRAFICA

Malta, Camila Soares.

Efeito da biofotomodulagdo na expressdo de biomarcadores em

células HUVEC submetidas a hipoxia experimental. / Camila Soa-
res Malta. 2017.

73 f.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Nove de Julho -
UNINOVE, Sao Paulo, 2017.

Orientador (a): Prof. Dr. José Antonio Silva Junior.
1. HUVEC. 2. Hipoxia. 3. Biofotomodulacao.
L Silva Janior, José Antonio. II. Titulo

CDU 616




AGRADECIMENTOS




Na impossibilidade de criar uma lista de importancia eu agradecerei em
ordem cronoldgica:

A minha familia que me apoia desde o inicio da caminhada. E com ela
que eu mais aprendo.

Ao Prof® Humberto Dellé que me deu a oportunidade de participar da Ini-
ciacao Cientifica. Além de um 6timo profissional, o Prof® Humberto € uma pessoa
admiravel.

Aos colegas de mestrado e amigos, Rodrigo Barbosa, Yves Matos, Diego
Souza, Luiz Matheus e Jacqueline Ferritto. Sem a participacao dessas pessoas
este trabalho n&o seria o mesmo.

Aos técnicos dos laboratérios, Angela Gomes, Giovanni, Alana Dias e
Marcio Chaves. Eles sempre estiveram prontos a ajudar e solucionar problemas
além de serem companheiros.

A Prof? Kristiane Porta pela gentileza em ceder o equipamento de laser.
Agradeco também os alunos Kaline Sousa, Agnelo Alves e Nadhia Costa, pois
estavam sempre disponiveis a ajudar.

Ao Yurik Jackow n&o so6 pela ajuda, mas também pela compreensao.

AGRADECIMENTO ESPECIAL

Ao meu orientador Prof® José Antdnio por ter me ensinado muito mais
que esta escrito neste trabalho. Eu assumo que com dificuldade sou uma pessoa
diferente daquela que iniciou o curso. Agradecgo por me desafiar a fazer o que
nunca fiz e agradego por me tirar de uma zona de conforto, de fato € assim que

mais crescemos.



Quem me dera ouvir de alguém a voz humana,

Quem confessasse ndo um pecado, mas uma infamia;

Que contasse, ndo uma violéncia, mas uma cobardia!

Né&o, sdo todos o Ideal, se os oigo e me falam.

Quem ha neste largo mundo que me confesse que uma vez foi vil?
o) principes, meus irmaos,

Arre, estou farto de semideuses!
Onde ha gente no mundo?

Entdo so6 eu que é vil e errbneo nesta terra?

Alvaro de Campos, heterénimo de Fernando Pessoa



RESUMO

INTRODUCAO: S3o crescentes os estudos sobre a aplicabilidade da biofotomodula-
cao, pois seus resultados sao satisfatérios tanto na pesquisa clinica quanto experi-
mental. Sabe-se que in vitro o laser é capaz de melhorar a viabilidade celular, aumen-
tar a proliferacdo e diminuir a morte. Entretanto, atualmente na literatura nao foi des-
crito ainda a utilizagdo do laser em células endoteliais como pré-tratamento. Estas
células tem potencial angiogénico promissor as terapias de revascularizagdo em ca-
sos de aterosclerose e isquemias. Sendo o laser capaz de modular o metabolismo
celular torna-se uma alternativa terapéutica nestes casos. OBJETIVO: O objetivo do
presente estudo foi analisar os efeitos da biofotomodulagdo em células endoteliais
submetidas & hipoxia experimental. MATERIAIS E METODOS: Grupos de células En-
doteliais de Corddao Umbilical Humano (HUVEC) foram irradiadas com laser de com-
primento de onda de 660nm, poténcia 10 mW, DE 1,5 J/cm? por 6 segundos (grupos
Laser e Laser + Hipdxia). Em seguida, grupos foram submetidas a hipdxia por 24h
(grupos Hipoxia e Laser + Hipdxia). Apos esse periodo foram realizadas as analises
para viabilidade celular para apoptose (lodeto de Propidio) e necrose (Anexina V),
molécula de adesao leucocitaria (CD11b) e espécies reativas de oxigénio (ROS) por
citometria de fluxo. As células e sobrenadantes foram coletados e processados para
analise da expressao de VEGF por PCR em tempo real e ELISA, respectivamente.
RESULTADOS: A hipdxia diminuiu a viabilidade das células HUVEC, porém, nao foi
possivel observar diferenga significativa quanto a viabilidade celular, expressao de
CD11b e valores de ROS nos grupos pré-tratados com laser submetidas a hipdxia. No
entanto, a expressdao do RNAm do VEGF aumentou significativamente apds a irradia-
cao com laser em células submetidas a hipdxia, entretanto este aumento da expres-
s&0 nao foi detectado por ELISA em meio de cultura deste grupo. CONCLUSAO: De-
monstramos que o pré-tratamento com laser foi eficaz em aumentar a expresséo de
RNAmM de VEGF em células HUVEC apds o protocolo de hipdxia.

Palavras chave: HUVEC, hipdxia, biofotomodulagao.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Studies about the applicability of laser therapy are increasing be-
cause their satisfactory results in clinical and experimental research. It is known that
in vitro laser irradiation is capable of improving cell viability, increasing proliferation and
decreasing death. However, there is no description in the literature about the use of
laser in endothelial cells as a pretreatment. These cells have promising angiogenic
potential for revascularization therapies in cases of atherosclerosis and ischemia.
Therefore, laser is able to modulate the cellular metabolism becomes a therapeutic
alternative in these cases. PURPOSE: The objective of the present study was to ana-
lyze the effects of photobiomodulation on endothelial cells submitted to experimental
hypoxia. MATERIALS AND METHODS: Human Umbilical Cord Endothelial Cell (HU-
VEC) groups were irradiated with a 660nm wavelength laser, 10 mW, 1.5 J/cm? DE for
6 seconds (Laser and Laser + Hypoxia groups). Subsequently, groups were submitted
to hypoxia for 24h (Hypoxia and Laser + Hypoxia groups). In sequence, cell viability
analyzes for apoptosis (Propidium lodide) and necrosis (Annexin V), leukocyte adhe-
sion molecule (CD11b) and reactive oxygen species (ROS) were performed by flow
cytometry. Cells and supernatants were collected and processed for analysis of VEGF
expression by real-time PCR and ELISA, respectively. RESULTS: Hypoxia decreased
cell viability in HUVEC cells. Therefore, laser-treated group submitted to hypoxia did
not show significant differences in cell viability, CD11b expression and ROS values.
However, VEGF mRNA expression increased significantly after laser irradiation in cells
submitted to hypoxia. Increased VEGF expression was not detected by ELISA in cul-
ture medium of this group. CONCLUSION: We demonstrated that laser pretreatment
was effective in increasing VEGF mRNA expression of HUVEC cells after hypoxia pro-
tocol.

Key words: HUVEC, hypoxia, photobiomodulation.
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INTRODUCAO

Infarto do miocardio

As doencas cardiovasculares sao a principal causa de mortalidade no Bra-
sil e no mundo (Rosamond et al., 2007). Apesar do crescente numero de pesqui-
sas para melhorar os métodos diagndsticos e tratamentos da insuficiéncia cardi-
aca congestiva, esta tem sido uma das doencgas cardiovasculares com maior in-
cidéncia, prevaléncia e grande mortalidade, e o infarto agudo do miocardio € sua
principal causa (Francis, 2001).

O infarto do miocardio possui alto indice de causa de morte, e leva a gran-
des custos no sistema de saude, sendo as doencgas isquémicas do coracao re-
presentadas por 30% do total das mortes por doencgas cardiovasculares nos pa-
ises ocidentais (Rosamond et al., 2007). Seu crescimento acelerado nos paises
em desenvolvimento, como o Brasil, representa uma questio importante de sa-
ude publica.

Por isso, tanto o infarto do miocardio (IM) e a insuficiéncia cardiaca (IC)
sdo doencas de significantes implicagdes sociais de interesse as pesquisas para
elucidar a fisiopatologia e desta forma desenvolver estratégias terapéuticas mais
eficazes.

Como tratamento para a isquemia do IM, para restabelecer o fluxo san-
guineo, é realizada uma desobstrugédo coronariana (farmacoldgica ou cirurgica).
Entretanto, essa técnica apresenta menor grau de eficiéncia podendo causar

complicagbes (Abbate et al., 2007).



Devido a necrose isquémica causada pelo IM, tanto no homem quanto no
animal de experimentagado, ocorre uma resposta inflamatéria aguda com infiltra-
¢ao leucocitaria, fagocitose das células necroticas e reabsor¢édo dos componen-
tes celulares e matriz extracelular comprometida, iniciando um processo de re-
paracao tecidual (Frangogiannis et al., 2002). Em seguida ha estruturagdo da
nova matriz extracelular, em especial o colageno, e formagéo da cicatriz do in-
farto (Sun et al., 2000).

Um grande numero de métodos terapéuticos tem sido desenvolvidos para
modular estes aspectos de disfuncao tecidual visando melhora da fung¢ao, redu-
cao de sintomas, melhora da qualidade de vida e aumento da sobrevida. Para
tais estudos, o modelo mais utilizado € o modelo experimental de IM em animais
ja descrito ha décadas por Johns e Olson (1954) para o qual é realizada uma

cirurgia de ocluséo da artéria coronaria (Johns; Olson, 1954).

Células endoteliais

As células endoteliais revestem a superficie interna dos vasos sanguineos. E
através dos vasos que o oxigénio e os nutrientes sao transportados pelo sangue para
todos os tecidos, assim como outras moléculas, ions, compostos proteicos ou lipidi-
cos, restos celulares, células do sistema imune e até mesmo células tumorais em pro-
cesso de metastase, entre outros, circulam na corrente sanguinea. O endotélio esta
em contato direto com o sangue que transporta essas moléculas e componentes, por
esse motivo pode sofrer alteracdes quando existe o contato. Essas alteracdes podem
afetar gravemente o endotélio e reduzir suas chances de recuperagao ou restringir

mecanismos auxiliares, como a angiogénese, ou seja, a formagao de novos vasos, e



também a neoangiogénese que se trata da formagao de novos vasos a partir de um
vaso pré-existente. Estes dois mecanismos sdo essenciais ao crescimento tecidual e
situagdes de patologicas de isquemia (Carmeliet & Jain, 2011; Folkman, 2007). Por-
tanto, um endotélio prejudicado pode acarretar em maus progndsticos futuros.

Em um adulto saudavel, é rara a formacéo de novos vasos. Entretanto, é pos-
sivel que ocorra um remodelamento dos vasos (Adams & Alitalo, 2007; Augustin et al,
2009) e o metabolismo celular é acionado para a secregao de substancias proangio-
génicas até que as alteracdes fenotipicas celulares favoregam a formag¢ao de um novo
vaso ramificado (Carmeliet, 2003; Carmeliet & Jain, 2011; Eilken & Adams, 2010;
Phng & Gerhardt, 2009). Uma das principais moléculas que medeiam o processo de
angiogénese é o fator de crescimento endotelial (VEGF) (Arroyo & lIruela-Arispe,
2010). Altos niveis de VEGF tem relacdo direta com o aumento da biogénese mito-
condrial, pois no processo de angiogénese ha maior demanda de energia pelas célu-
las vasculares (Hagberg et al, 2010).

Além de proporcionar uma barreira fisica sobre a parede vascular e lumen, o
endotélio é considerado um 6rgao pertencente ao sistema neuroenddécrino, cujas cé-
lulas exercem fungdes pré-inflamatérias e vasodilatadores, anticoagulantes, vaso-
constritoras proliferativas e anti-proliferativas, angiogénicas e anti-angiogénicas, imu-
nolégicas e autoimunes, autécrinas, paracrinas e enddcrinas; o endotélio é capaz de
sintetizar moléculas com diferentes fun¢des vasoativas e hormonais, neurotransmis-
sores, citocinas, fatores de crescimento, fatores quimiotacticos, moléculas de adesao
celular e receptores de membrana. Devido a sintese e secreg¢ao de diversas molécu-
las, o endotélio pode ser chamado de o 6rgao mais versatil do corpo humano (Avogaro

et al, 2011; Moreira et al, 2009; De La Veja et al, 2007).



As disfungdes endoteliais implicam no prejuizo funcional que pode evoluir e
tornar-se estrutural fazendo o endotélio perder propriedades fisioldgicas, tais como,
capacidade de vasodilatacao, fibrindlise e antiagregacéo plaquetaria. E diferencia-se
a disfuncao endotelial do termo ativagao endotelial, sendo a ativacdo endotelial uma
resposta fisioldgica para minimizar ou anular os efeitos nocivos de um estimulo preju-
dicial para o tecido vascular (Morales et al, 2010).

A aterosclerose foi descrita por Gomes (2012) como uma das disfungdes endo-
teliais significativas a populagao brasileira com uma prevaléncia de 68,7 % na popu-
lacdo com histérico familiar para hipertenséo arterial e 46,7 % para diabetes, sendo
uma doenga de inicio ainda na adolescéncia e até mesmo na infancia.

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2013), a aterosclerose
€ uma doenca inflamatéria crénica de causa multifatorial que ocorre em resposta a
agressao endotelial. Inicia-se com a agressao do endotélio vascular por diversos fa-
tores como dislipidemia, hipertensao arterial e tabagismo até a consolidagao da placa
aterosclerdtica. Por consequéncia, a disfuncdo endotelial aumenta a permeabilidade
do tecido vascular as lipoproteinas plasmaticas possibilitando o acumulo de lipideos
no endotélio. Estes lipideos sofrem oxidagcado e assim expdem epitopos provocando
assim uma resposta imunoldégica.

Outro sinal da disfungdo endotelial € o surgimento de moléculas de adesao
leucocitaria no endotélio pela oxidacdo de lipoproteinas. As moléculas de adesao
atraem mondcitos e linfécitos. Nesta situacdo, os mondcitos diferenciam-se em ma-
crofagos e capturam as lipoproteinas oxidadas. Os macréfagos ativados secretam ci-
tocinas que aumentam o processo inflamatério. Linfécitos T, em menor quantidade
que os macrofagos, também podem produzir citocinas que modulam o processo infla-

matorio local. Alguns mediadores da inflamagao estimulam a produgao de citocinas e



fatores de crescimento. Nas placas estaveis predominam colageno espesso, células
inflamatorias e nucleo lipidico e necrético. Nas instaveis ha atividade inflamataria in-
tensa e atividade proteolitica, nucleo lipidico e necrético com capa fibrética. A ruptura
desta capa libera esse material lipidico que pode levar a formacdo de um trombo na
circulacédo (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2013).

A fase inicial de uma disfuncao endotelial consiste, portanto, no recrutamento
de células inflamatorias e a sua migragao através do endotélio. Este processo é regu-
lado por moléculas de adesao celular que sao expressas na superficie de leucécitos
e células endoteliais. Entre as moléculas de adeséo estdo as selectinas (E-selectina
e P-selectina), moléculas de adeséo intracelular (ICAM-1) e de ades&o celular vascu-
lar-molecular (VCAM-1). As selectinas sdo expressas somente em células endoteliais
ativadas em resposta a citocinas inflamatoérias, como a interleucina-1 beta (IL-1B) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Velarde et al, 2007).

A molécula CD11b (Mac-1, aMB2) é a subunidade a da molécula de adeséo de
integrina B2 (CD18) que é expressa na superficie de células mieloides. Nas células
mieloides do sistema imune, o CD11b é responsavel por facilitar a adesao celular e a
transmigracéo através do endotélio e o trafego para as regides de inflamagéo medi-
ando a resposta inflamatéria (Schmid & Varner, 2012; Anderson et al, 1990; Barthel
et al, 2006).

Segundo Schmid & Varner (2012), a inibicdo de CD11b em um ambiente tumo-
ral reduz o recrutamento de células mieloides para a regido e assim aumenta a res-
posta do tumor a radiagéo (Schmid & Varner, 2012). Sendo assim, o CD11b tem par-
ticipacdo na tumorigénese e pode ser util como biomarcador para a terapia de trata-

mento tumoral (Zhang et al, 2015).



Figura 1. Representag&o do processo de inflamagao e biomarcadores vasoativos.
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Fonte: adaptado de Yadira et al, 2008.

Algumas dessas interagdes entre o endotélio e 0 meio resultam na produgao
de radicais superéxido, especialmente oxigénio, e estas moléculas sdo um indicador
de lesao extracelular e intracelular. O oxigénio citoplasmatico aumentado reage com
o 6xido nitrico transforma-se em peroxinitrito capaz de induzir a protedlise, e ubiquiti-
nacao da proteina IkB (Glezer et al, 2000). A degradacao dessa proteina resulta na
ativagao do fator de transcrigdo NF-kB (do inglés, factor nuclear kappa B) iniciando a
sintese e expressao de moléculas inflamatérias. As células endoteliais ativadas irao
produzir dezenas de moléculas inflamatdrias cujo efeito biologico ira refletir em um

fendtipo de disfungao endotelial (Morales et al, 2010).

Figura 2. Representagao de possiveis agdes do TNF-a na célula. Apds ligar-se ao
receptor, o TNF-a estimula a ativacdo do NF-kB que atuara na sintese e liberacao de
moléculas envolvidas no processo inflamatorio e imune.
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Fonte: adaptado de Vitale RF, Ribeiro FAQ, 2007.

Diante da demanda energética de uma disfungdo endotelial, espécies deriva-
das da oxidagao de glicose podem gerar uma maior quantidade de espécies reativas
de oxigénio (ROS, do inglés, reactive oxygen species) e diminuicdo nos niveis do an-
tioxidante hidrossoluvel glutationa reduzida (GSH) intracelular (Cruz et al, 2011; La-
polla et al, 2005).

Velarde et al (2007) realizaram um estudo que relacionou os niveis de selecti-
nas em diabéticos tipo 2 com a possivel associagao destas moléculas a outros fatores
de risco cardiovascular. Eles mostraram que estes pacientes apresentavam niveis ele-
vados de SE-S (formas soluveis de selectinas) e ET-1 (endolectina-1 que se trata de
uma molécula vasoconstritora), assim como moléculas marcadoras de ativacéo do
endotélio. Diabéticos com elevado indice de massa corporal apresentaram aumento
significativo na SE-S e ET-1, o que melhorou a disfungao endotelial nestes. O grau de
controle glicémico foi associado a niveis elevados de ET-1, confirmando que a hiper-
glicemia crénica pode afetar a vasodilatagdo dependente do endotélio. Estes resulta-

dos sugerem que a identificagdo precoce de marcadores bioquimicos de disfungéo



endotelial contribui para a prevencdo de doengas cardiovasculares (Storino et al,
2014).

A angiogénese pode ser um alvo terapéutico para o tratamento de doen-
cas cardiovasculares e cicatrizagao de feridas. Sabe-se que a biofotomodulacéo ativa
a via ERK/Sp1 (proteina quinase, enzima que catalisa fosforilagdo/especificidade de
sinal extracelular regulado 1) para promover a expressao de VEGF e proliferagao das
células endoteliais do vaso. Feng et al (2012) demonstraram que a biofotomodulagéo
aumenta a atividade da via Sp1 nas células endoteliais dependente de ERK resultando
na regulagao positiva da expressao de VEGF. Além disso, a inibigdo dessas vias reduz
a progressao e proliferagdo do ciclo celular na biofotomodulagdo. Estes resultados
destacam a eficiéncia da biofotomodulagdo no processo terapéutico as doencgas do
sistema circulatério.

Na impossibilidade de estudar o tecido endotelial humano in vivo séo utilizadas
in vitro a linhagem de células endoteliais de corddo umbilical humana (HUVEC, do
inglés Human Umbilical Vein Endothelial Cells). Sendo células saudaveis, expressao
naturalmente as moléculas ja citadas e estas células sdo capazes de se diferenciar
para formagéo de estruturas tubulares semelhantes a vasos sanguineos mesmo em
cultura celular se estiverem sob estimulo, sendo assim bem representativas a um or-

ganismo dinamico (Sun et al, 2015).



Figura 3. Fotomicrografia de células endoteliais de cordao umbilical humano (HUVEC)
em cultura em baixa e alta densidade de células.
Fonte: adaptado do site comercial ATCC.
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Hipéxia

Estudos realizados in vitro concluem que a situacao de hipoxia celular
nestes ambientes fechados reduz a diferenciacdo espontanea das células o que
aumenta a igualdade de complexidade celular por homogeneidade genética
(Forristal et al, 2010; Forsyth et al, 2006; Mathieu et al, 2011; Narva et al, 2013).
Esse dado é relevante a industria da medicina regenerativa e terapias celulares,
para as quais é necessaria a padronizagao celular. Sendo assim, 0 mecanismo
de hipdxia pode ser utilizado de forma benéfica modulando o fenétipo e gendétipo
celular. De tal forma, é fundamental o entendimento da condi¢cao de hipdxia ce-
lular podendo ser util ao aumento de terapias do género (Agrawal et al, 2016) ja

sendo documentado o aumento de sobrevivéncia de células tronco



mesenquimais transplantadas se houver pré-condicionamento em situagéao de
hipoxia (Muscari et al, 2013).

No organismo a hipdxia por ter origem na redugao do aporte de oxigénio
gerando asfixia no organismo, ou em menor escala, pode ser uma isquemia
pontual que interrompe o fluxo sanguineo de um microambiente. Durante esse
estado de hipdxia, a presséo parcial de oxigénio esta reduzida, abaixo do limiar
aceitavel, sendo assim o funcionamento dos 6rgaos, tecidos e metabolismo ce-
lular pode ser prejudicado. Em niveis normais de pressao parcial de oxigénio
encontra-se de 150mmHg nas vias superiores a aproximadamente 5mmHg na
retina, por exemplo, enquanto um valor menor que 40mmHg no sangue arterial
representa hipdxia (Koh et al, 2008).

A formacédo de microambientes hipdxicos pode ocorrer em neoplasias,
arteriosclerose, artrites e inclusive em reacdes inflamatorias em geral (Brown,
2002; Kaufman et al, 2004; Lewis et al, 1999). Contudo, a privagéo de oxigénio
participa de uma via de sinalizagado de estimulo fisiolégico para o crescimento
tecidual natural dos mamiferos e também na embriogénese (Semenza, 2001;).

As células em hipoxia sofrem modificagdes que podem inviabilizar ou di-
ficultar a recuperacgao tecidual e também tornar o tecido nao funcional. Depen-
dendo das condicdes e periodo de hipdxia esse tecido lesado nao podera recu-
perar a funcionalidade mesmo sendo aplicadas terapias de reconstrugao (Burke
et al, 2002; Griffiths et al, 2000). Sendo assim, a avaliagdo das adaptagdes ce-
lulares a hipdxia pode contribuir para melhorias de tratamentos que minimizem
estes prejuizos.

Em neoplasias, a hipéxia pode acontecer de duas formas, pelo cresci-

mento descontrolado de células que demandam aporte sanguineo, gerando
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uma massa celular sem vasos sanguineos ao redor; ou a hipdxia pode ter inicio
em um processo de oclusdo de uma vaso sanguineo devido a células metasta-
ticas utilizarem o sangue como meio de transporte para se estabeleceram em
outro local, sendo assim a hipoxia € em parte responsavel pelo mal prognéstico
do paciente com cancer (Brown 2002; Feldmeier et al, 2003). Entretanto, a hi-
poxia também é nociva as células tumorais. Estudos demonstraram que a hipo-
xia induz morte celular por apoptose em linhagem de linfoma, células de adeno-
carcinoma e em fibroblastos transformados e sem mitocondrias (Lewis et al,
1999). Também foi observado um grau de selegao e resisténcia celular a hipoxia
para tal ambiente as células tumorais diminuem a morte por apoptose (Graeber
et al, 1996).

O processo de hipdxia esta envolvido na indugao de varias citocinas pro-
duzidas pelas células tais como, por exemplo, a IL-6, o TNF-a e o VEGF (Crow-
ther et al. 2001). O processo de hipdxia também é capaz de induzir a expressao
de enzimas do metabolismo da glicose como tentativa de sobrevivéncia e ma-
nutencgéo das células na area de lesao tecidual aumentando a sintese de ener-
gia (Haroon et al, 2000). Todas essas alteragdes sdo decorrentes do ambiente
hipdxico o qual as células estao presentes, como alteracdes adaptativas as cé-

lulas mudam o fenétipo e o gendtipo (Koh et al, 2008).

Biofotomodulagao

A biofotomodulagdo tem se mostrado uma alternativa terapéutica efici-
ente a modular varios processos biolégicos dependendo de determinados crité-

rios caracteristicos a luz do laser e condi¢des do tecido irradiado, sendo capaz
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de efeitos anti-inflamatorios, analgésicos e estimulador da cicatrizagdo por pro-
liferagdo celular (Lopes-Martins et al, 2006; Albertini et al, 2007; Aimbire et al,
2008; Bortone et al, 2007; Mafra de Lima et al, 2009; Xavier et al, 2010; Silva et
al, 2011; Pires et al, 2011; Huang et al, 2010; Mesquita-Ferrari et al, 2011; Pe-

plow et al, 2011).

Conceitos do laser e biofotomodulacao

A palavra LASER € uma sigla do inglés “Light Amplification by the Stimu-
lated Emission of Radiation”, que em portugués foi traduzido para “luz amplifi-
cada pela emissédo de radiagdo estimulada”. Tal emissdo de luz é de origem
artificial e produzida pela excitagao de elétrons presentes em inatividade numa
determinada fonte de energia. Suas principais caracteristicas (Mesquita-Ferrari

et al, 2011) sao:

o Radiacao eletromagnética nao ionizante;
o Fluxo luminoso de alta intensidade de energia;
. Luz monocromatica, ou seja, um unico comprimento de onda, den-

tro de uma pequena faixa do espectro de luz cujos efeitos as células que rece-
bem tal emissao sejam de grande importancia, se nao essenciais, aos proces-
sos celulares e ativacdo de determinadas vias do metabolismo;

o Focalizacao: direcionalidade dos feixes de luz que, sendo assim,
conduzam grande quantidade de energia para um ponto especifico como alvo
da radiagao;

° Coeréncia: sincronicidade das ondas de luz no espaco e tempo.

12



De tal maneira, devido as suas caracteristicas, os laseres de baixa inten-
sidade também podem ser chamados de bioestimulantes ou fotobiomodulado-
res, pois com seu estimulo, as células que o recebem sio capazes de aumentar
sua resposta fisiologica. Contudo, essa resposta positiva aos mecanismos celu-
lares é totalmente dependente da dosagem utilizada, podendo entdo ser nociva
em altas quantidades com um efeito inibitério dessas atividades (Mesquita-Fer-
rari et al, 2011). Os laseres ainda podem ser térmicos ou n&o térmicos quando
a sua emissao de calor, de irradiacdo continua ou pulsada, e sendo os de baixa

poténcia terapéuticos e alta poténcia de carater cirurgico (Pereira et al, 2012).

Acao do laser

No tecido biolégico, parte da luz laser é espalhada e outra parte é absor-
vida agindo sobre a membrana das mitocéndrias, assim, estimulando a biomo-
dulagao.

Ja em cirurgias, o laser nao é terapéutico. Sendo assim, usado em alta
poténcia com agao térmica com a finalidade de corte, coagulagéo, vaporizacgéo,
evitando sangramentos de forma precisa ao mesmo tempo em que se mantém
seguro e livre de contaminagao (Pereira et al, 2012; Anwer et al, 2012).

A biofotomodulacdo é absorvida por croméforos no tecido irradiado. Tal
luz é convertida em energia para as células por meio de enzimas no processo
de cadeia respiratéria no interior das mitocondrias. Essa cadeia respiratéria se
trata da cadeia de transporte de elétrons, na qual participam quatro complexos
enzimaticos e citocromos. Estes ultimos tém a como principal fungdo nessa ca-

deia a conversao de ADP (adenosina difosfato) em ATP (adenosina trifosfato),
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molécula energética vital ao nosso metabolismo celular como sintese proteica,
replicacao, traducdo e manutencédo do potencial da membrana celular, sendo
assim a luz do laser convertida em energia as células. Toda essa energia trans-
formada produz efeitos ditos como primarios e secundarios, ou diretos e indire-

tos, respectivamente (Kim et al, 2012, Wagner & Ho, 2007; Tuby et al, 2009).

Efeitos primarios ou diretos do laser

Primeiramente, a energia produzida, € capaz de agir sobre substancias
mediadoras do processo inflamatério na sua liberagao, tais como, a histamina,
bradicinina e serotonina, também atua na excitagao e inibigdo de reagdes enzi-
maticas, e nas mitocdndrias celulares aumentando a sintese de ATP. Esse au-
mento acelera a divisédo celular e por consequéncia o consumo de oxigénio. Em
tecidos inflamados se desenvolve, naturalmente, um processo de anaerobiose,
aumento do pH por aumento da concentragdo de ions H* e por conseguinte a
acidose local. De tal maneira que a respiragao celular reduz esse processo de
anaerobio de privacéo de oxigénio e corrobora a recuperagéo deste tecido, tam-
bém induz a liberagao de fatores de crescimento através de macrofagos e au-
mento da proliferagcédo juntamente a degranulagdo de mastdcitos, o que auxilia

numa melhor resposta imunolégica as infecgdes (Karu, 1989).

Efeitos secundarios ou indiretos do laser

Estes sdo consequéncias dos primarios e colaboram com a elevacao do

fluxo sanguineo e da drenagem linfatica atuando até mesma em
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microcirculagdo. O aumento da circulagdo sanguinea na regido tem efeito anti-
inflamatorio, por aumentar a oferta de nutrientes e oxigénio, células sanguineas
de defesa e aumentar a eliminagdo de catabdlitos nocivos ao tecido (Kim et al,
2012).

Para que o efeito do laser ocorra € muito importante se atentar a seu
comprimento de onda, pois quanto maior esse comprimento, menor sera a quan-
tidade de energia que se espalha, sendo esse espalhamento uma dispersao de
energia, o efeito biolégico seria reduzido comparado a um comprimento menor
(Mesquita-Ferrari et al, 2011).

Sendo assim, é possivel afirmar que a escolha do comprimento de onda
€ de suma importancia a determinacédo da penetrabilidade do laser no tecido
irradiado (Hou et al, 2008), e cada tecido, devido as suas especificidades, pos-
suem graus diferentes de absorg¢ao para cada comprimento de onda (Kim et al,
2012). Sabe-se que os laseres de espectro de luz vermelha trabalham melhor
0s processos de cicatrizacao dos tecidos e os dentro de um espectro de luz
chegando ao infravermelho sdo capazes de atuar de forma analgésica (Kim et
al, 2012).

A porcgao utilizada para biofotomodulagéo, apresentada na figura 1 como
“porcao oOptica do espectro”, a qual promove bioestimulacdo dos tecidos irradia-
dos, esta na faixa de 200nm até 1400nm, o que inclui, portanto, as seguintes
porgdes:

- ultravioleta (UV) 200nm — 400nm,;

- visivel 400nm — 780nm,;

- infravermelho (IR) 780nm — 1400nm.
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A acéo dos lasers acontece no intervalo de comprimento de onda de 600
a 900nm (Wagner & Ho AD, 2007; Tuby et al, 2009). Ainda sim, dentro dos tre-
chos ultravioleta e infravermelho existem subdivisbes de proximo e longinquo

apresentadas na figura abaixo;

Figura 4. Representagcéo do espectro visivel e respectivos comprimentos de ondas.
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Fonte: adaptado de http://www.anf.net.br

Com a finalidade terapéutica, além da escolha do tipo de irradiacao, pul-
sada ou continua e comprimento de onda, deve-se notar outros parametros im-
portantes a fim de obter sucesso no tratamento, tais como:
Poténcia (mW), que é a quantidade de energia (em watt — W) por
unidade de tempo (t) e sua quantidade de fétons emitidos;
Densidade de poténcia (DP) ou irradiancia, que é a poténcia optica
do laser por area irradiada dada em W/cm2;
Densidade de energia (DE) ou fluéncia, sendo a densidade de po-
téncia pelo tempo de exposi¢cao (em segundos), ou seja, trata-se da quantidade
de energia em uma superficie especifica (J/cm?). Sendo essa uma escolha de-

terminante a efetividade do tratamento, pois, se ela for menor que 0,1 J/cm? ndo
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se obtém resultados, porém, doses muito altas podem promover resultados ne-
gativos, nao estimuladores e até mesmo inibitérios (Wagner & Ho, 2007 e Tuby
et al, 2009).

Assim, o presente trabalho foi delineado com o objetivo de analisar se o
pré-tratamento com biofotomodulagéo (pré-condicionamento) de células endote-
liais pode resultar em uma linhagem com maiores predicados em relagéo as cé-
lulas sem estimulos em uma possivel terapia celular apos o infarto do miocardio.
Para tal, foram realizadas analises referentes a viabilidade, estresse oxidativo e

morte celular de células HUVEC apés a irradiagao laser e hipoxia experimental.

OBJETIVO
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Analisar os efeitos da biofotomodulacdo as células endoteliais submeti-

das a hipdxia experimental.

Objetivos especificos

Analisar a expressao de Anexina V (marcador de apoptose) e lo-
deto de Propidio (marcador de necrose) por citometria de fluxo em células en-
doteliais pré-tratadas com biofotomodulagao;

Analisar a produgéo de ROS em células endoteliais submetidas a
hipdxia pré-tratadas com biofotomodulagao;

Analisar a expressao de CD11b (marcador de molécula de adeséao
de leucdcitos) nas células HUVEC submetidas a hipdxia pré-tratadas com bio-
fotomodulagao;

Analisar a expressao génica e proteica de VEGF apds biofotomo-

dulagao e hipdxia experimental.

MATERIAL E METODOS

Cultura celular

Foram utilizadas células imortalizadas da linhagem endotelial de cordao
umbilical humano (HUVEC, do inglés Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Maria Aparecida Dalboni. As células foram
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caracterizadas pela expressao de CD31 APC e CD146 APC pelo método de ci-
tometria de fluxo.

Figura 5. Caracterizagao das células HUVEC por citometria de fluxo com marcadores
especificos de células endoteliais.
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Todo o cultivo celular foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Celular
e Molecular do Mestrado em Medicinada Universidade Nove de Julho
(UNINOVE). As células foram descongeladas em agua aquecida a 37° C sob agi-
tacao por 2 minutos, o conteudo celular foi transferido para um tubo cénico con-
tendo 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-Gluta-
mine (Merck, Darmstadt, Germany), 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de es-
treptomicina (Gibco, BRL, Life Technologies, USA), 10 % de soro fetal bovino

(Vitrocell) e centrifugadas 125 g por 5 minutos. Apds a centrifugacao, foi
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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 concentracao de
células atingisse confluéncia. Apds proliferagdo as células foram tratadas com 5
mL de tripsina (0,5%) por 5 minutos e apos o desprendimento celular foi acres-
centado 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 hipo-

xia, foram soltas da garrafa e transferidas para garrafas de 25 cm?.

Figura 6. Fotomicrografia de células HUVEC em cultura em confluéncia. Aumento de
10x.
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Indugédo de hipoxia

A inducao de hipéxia foi realizada artificialmente com a utilizagdo de ana-
erobiose (AnaeroGen, Oxoid, Cambridge, Reino Unido). Para tal, as células HU-
VEC, mantidas em cultura, foram soltas de uma garrafa matriz e semeadas em
garrafas de 25 cm? na quantidade 1x108 células cada uma nos seguintes grupos:

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

LASER (L): células cultivadas em meio RPMI com 10 % de SFB subme-
tidas ao pré-tratamento com laser.

HIPOXIA (H): células cultivadas em meio RPMI com 10 % de SFB sub-
metidas ao procedimento de hipdxia por anaerobiose.

LASER-HIPOXIA (LH): células cultivadas em meio RPMI com 10 % de
SFB submetidas ao pré-tratamento com laser e ao procedimento de hipdxia por

anaerobiose.
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Figura 7. Fotografia de garrafas de cultivo de células HUVEC mostradas nos quatro
grupos experimentais.

Apo6s um periodo de 24 horas para aderéncia das células, ao atingirem
confluéncia de aproximadamente 80% e o grupo especifico passar pelo pré-tra-
tamento com laser, os grupos H e LH foram colocadas em sacos plasticos de
fecho com o saquete capturador de oxigénio AnaeroGen. Dentro desse sistema,
as garrafas permaneceram com as tampas semiabertas por 24 horas, periodo
este designado adequado para efetividade da hipdxia sem grande perda celular
(Cesario et al, 2016).

Com o término das 24 horas, as células foram desaderidas (tripsina 0,5%
durante 5 minutos a 37°C). Apds a contagem de células na camera de Neubauer
com corante vital azul de Trypan (0,4%), parte das células e seu sobrenadante
foram congelados a -80°C, enquanto a outra parte das células foi usada para os
ensaios de citometria de fluxo. O cultivo de células foi mantido até o encerra-

mento dos experimentos.

Figura 8. Fotografia de garrafas de células HUVEC em cultura (grupos HIPOXIA e
LASER HIPOXIA) em anaerobiose com kit AnaeroGen Compact.
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Irradiacao laser

O equipamento de laser usado na irradiagao das células foi o aparelho
Twin FLEX-LASER, MMOptics Ltd (Sao Carlos, SP, Brasil). Foi realizada unica
aplicacao nos respectivos grupos, L e HL, apds centrifugagcao em meio de cultura
RPMI mais SFB a 125 x g por 5 minutos. Os parametros utilizados para a irradi-
acao foram os mesmos utilizados por de Oliveira et al., 2015:

Comprimento de onda: 660nm

Poténcia: 10 mW

Densidade de energia: 1,5 J/cm?

Tempo de aplicagéo: 6 segundos

Area irradiada: 0,04 cm?

Figura 9. Fotografia do aparelho Twin FLEX-LASER (MMOptics Ltda, Sao Carlos, SP,
Brasil) utilizado neste estudo.
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As células HUVECS tripsinizadas foram centrifugadas no préprio meio de cul-
tura em tubos plasticos de acondicionamento. A caneta do laser foi posicionada na

extremidade preeminente do tubo onde se concentraram as células, e assim, iniciada

a irradiagdo. Os grupos C e H ndo receberam a irradiagao do laser.

Figura 10. Representacéo da irradiagao laser nas células HUVEC precipitadas
por centrifugagédo no fundo do tubo conico de polipropileno.
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Citometria de fluxo para deteccao de CD11B, Anexina V e lodeto

de Propidio

Apos o periodo de incubagao de 24 horas de hipdxia para os grupos H e LH,
enquanto os grupos C e L permaneceram na estufa de cultura, todas as células foram
soltas separadamente com 4 mL de tripsina a 0,5 % por 5 minutos a 37°C. Os grupos
foram distribuidos em tubos e centrifugados a 125 g por 10 minutos. Todos os grupos
forma contados separadamente com auxilio da camera de Neubauer usando corante
azul de Trypan (0,4%). Apos a contagem, foram calculadas 5x10° células para cada
um dos grupos e acomodadas em tubos 12x75 mm. Na sequéncia foram centrifugados
a 500 g por 10 minutos tendo sido descartado seus sobrenadantes ao final. Acrescen-
tou-se 100 L de tampao fosfato-salino (PBS, do inglés phosphate buffered saline, BD
Pharmingen, Cat 349202) com a finalidade de lavagem e novamente centrifugadas
nas mesmas condicdes. Posteriormente, foram acrescentados 100 uL de albumina de

soro bovino (BSA, do inglés bovine serum albumin, BD Pharmingen, Cat 349202). A
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seguir, foram adicionados os anticorpos CD11b (deteccdo de moléculas para adeséo
de leucécitos), Anexina V (marcador de apoptose) e lodeto de Propidio (PI, marcador
de necrose), todos os tubos foram incubados por 20 minutos a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz.

Ap0s a incubacéo, os tubos foram centrifugados a 500 g por 10 minutos, e seus
sobrenadantes foram descartados. Adicionou-se 200 pL de solugdo de PBS 1%
AZIDA e a deteccdo da expressao destes receptores foram realizadas no citbmetro

de fluxo (Accuri C6, BD) imediatamente com o término do procedimento de marcacao.

Quadro 1: Descricdo dos anticorpos utilizados para analises de citometria de fluxo.

MARCA- QUANTI- FLUORO- FIL- FABRI-
ALAEL e DOR DADE CROMO TRO CANTE
NAO
MAR-
CADO
CD11b 20 uL PE FL2 Santa Crug/
TUBO 1 C Anexina V 5 uL FITC FL1 Invitrogem
PI 5 UL : FL3 9
CD11b 20 uL PE FL2 Santa Cruz/
TUBO 2 L Anexina V 5 uL FITC FL1 Invitrogem
PI 5 UL - FL3 9
CD11b 20 uL PE FL2 Santa Cruz/
TUBO 3 H |AnexinaV |5l FITC FL1 e
PI 5 uL - FL3 9
CD11b 20 pL PE FL2 Santa Cruz
TUBO 4 LH |AnexinaV  |5pL FITC FL1 e o
PI 5 uL - FL3 9

O equipamento de citometria escolhido possibilitou a inclusdo de todos os an-
ticorpos no mesmo microambiente, pois cada marcador possui sua leitura realizada
em um filtro diferente. Assim, inviabiliza a sobreposi¢cédo de marcagdes, o0 que origina-
ria resultados dubios e, confere um microambiente mais proximo de um organismo
dindmico, para o qual, as células que expressam varios antigenos simultaneamente

podem ser identificadas e submetidas a essa analise diferenciada.
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Citometria de fluxo para detec¢ao de producao de Espécies Reativas

de Oxigénio (ROS)

Foram transferidas 3x10° células para um tubo de 12x75 mm. Os tubos
foram centrifugados a 500 g por 10 min a 4°C e descartado o sobrenadante.
Acrescentou-se 900 pL de PBS. A seguir, foram adicionados 100 pL de solugéo
contendo reagente 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) na concentra-
¢ao de 0,3 mM (Sigma, St. Louis, MO, USA). As amostras foram incubadas por
30 minutos em agua aquecida a 37°C ao abrigo da luz. Em seguida os tubos
foram centrifugados e o sobrenadante desprezado. Adicionou-se 500 uL de PBS
(Sigma, Cat P3744-1PAK). A deteccdo da produgdo de ROS foi realizada no

citbmetro de fluxo imediatamente apds a marcacao.

Quadro 2: Descricdo do ensaio para avaliagdo de ROS.

DCFH-DA CATA-
PAINEL |GRUPO PBS (0,3 MM) FABRICANTE LOGO
NAO
MAR- 1000 pL
CADO

Sigma, St. Louis,

TUBO 5 C 900 pL | 100 pL MO, USA D6883
TUBO 6 L 900 yL | 100 L SigTAa(’)’SLthL:“iS’ D6883
TUBO 7 H 900 yL | 100 L SigTAa(’)’SLthL:“iS’ D6883
TUBOS8 | LH 900 uL | 100 L SigTAa(’)’SLthL:“iS’ D6883
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Analise da expressao génica

As células dos grupos experimentais, apos desadesao, foram coletadas e

centrifugadas e os precipitados foram misturados em TrizoI®Reagent para extra-
¢ao do RNA total conforme instrugdes do fabricante. Em seguida, 200 pl de clo-
roférmio foram adicionados ao homogenato, e a mistura foi agitada vigorosa-
mente por 15 seg. Em seguida, a mistura foi mantida em temperatura ambiente
por 5min. As amostras foram centrifugadas por 15min, 12000g 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 (12000g/4°C/10 min). Os sobrenadantes foram retira-
dos, e os pellets de RNA foram lavados com 1ml de etanol 75% (preparado com
agua tratada com dietilpirocarbonato, DEPC, 0,01%). As amostras foram nova-
mente centrifugadas (12000g/4°C/10 min), e os sobrenadantes foram descarta-
dos. Os pellets secaram ao ar livre, sendo entdo ressuspensos com 50 pl de

agua DEPC, e armazenado a -80 ° C até a realizagdo da Trascrigao Reversa.

Tratamento do RNA total e Integridade das amostras

As quantificagdes das amostras de RNA total foram feitas utilizando o apa-
relho NanoDrop ND-2000 espectrofotdmetro (NanoDrop Products, Wilmington,

DE, USA) sendo que 1U A260 corresponde a 40ug de RNA/mL. Foram utilizadas
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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 observacéo
da proporcao das bandas referentes aos rRNA 18S e 28S em eletroforese em
gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe (Life technologies). Para elimina-
¢éo da contaminagdo 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 presenga 1 ul de solugdo contendo 20 mM Tris-HCI, pH 8.4 e 2 mM MgClI2
por 15 min a 37 °C, seguido de incubacéo a 65°C durante 10 minutos para inati-

vacao da DNAse |.

Sintese de cDNA - Transcrigao Reversa

Logo apds o tratamento acima descrito, foi realizada a reacao de transcri-
cao reversa (RTqPCR), para sintese do cDNA. Em 1 uyg de RNA total tratado
foram adicionados 2 pl de tampé&o de incubagéo (KCI 50 mM, Tris-HCI pH 8,4,
20 mM e MgCI2 2,5 mM), 1 unidade de transcriptase reversa (1pl) (Invitrogen),
2ul de Randon Primer (Invitrogen) 0,8 ul de oligonucleotideos (DNTPs, 100 mM)
e 4,2 ul de H20 ultra pura para uma reacao final de 20 pl. As amostras foram
entdo submetidas as seguintes incubagdes: 25°C por 10 min, 37°C por 120 min,
85°C por 5 min. Apds a reacao, as amostras de cDNA foram mantidas a -20°C

para futura realizagcdo da PCR em tempo Real.

Reacao de Polimerizagao em Cadeia (PCR) em tempo real — qPCR

A reacéo de polimerizagdo em cadeia em tempo real (Real-Time PCR)

combina a amplificagdo do PCR com detecgdo fluorescente automatizada,
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realizada como auxilio do aparelho de deteccédo da sequéncia. A amplificacéo e
aquisi¢ao dos dados foram realizadas com o corante SYBR Green em equipa-
mento Abi Prism 7500 Fast (Applied Biosystems) como descrito previamente
(Santana et al. 2016). Neste processo de excitagéo, a captagao de fluorescéncia
das fitas duplas é realizada em cada ciclo de amplificacdo do PCR, fornecendo
uma quantificagdo em tempo real das sequencias do gene de interesse. O pro-
tocolo utilizado para a reagdo de PCR em tempo real foi o seguinte: em 1,0 ul de
cDNA, foram adicionados 5 pl de Solugédo Fast Master Mix 2X (Applied Biosys-
tems, EUA) e agua suficiente para 10 pl de reagdo em cada pogo da placa com
96 pocos. 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 inicia-
dores (primers) utilizados para a reagédo de PCR foram: VEGF (5-GCTCTACTT-
CCCCAAATCACTG-3/ 5-CTCTGACCCCGTCTCTCTCTT-3') e B-actina (5-
AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-31 5-GGGCACGAAGGCTCATCATT-3)).

O resultado, expresso em valor de CT, se refere ao numero de ciclos de
PCR necessarios para que o sinal o fluorescente atinja o limiar de detecg¢ao. A
expressao de VEGF foi normalizada pelo nivel de expressao do gene housekee-
ping B-actina, cuja expressao mostra-se inalterada nas condi¢des experimentais.
O “software” SDS 1.4 Software for the 7500 Fast System (Applied Biosystems)
foi utilizado para o processamento dos dados.

Os valores de ACt das amostras foram determinados pela subtracédo do
valor de Ct médio do mRNA do gene VEGF a partir do valor médio de Ct do gene
housekeeping B-actina. O paradmetro 2-22Ct foj utilizado para expressar os dados

de expressao relativos.
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Analise da expressao proteica

A quantidade de VEGF em sobrenadantes de culturas de células HUVEC
foi determinada pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA). Resumidamente, o sobre-
nadante foi sujeito a precipitacao de proteina com acetona. As proteinas foram
secas e ressuspensas em tampao RIPA modificado e 100 ug foram usados para
revestir uma placa de poliestireno de microtitulagdo (NUNC, Dinamarca). A ana-
lise de cada amostra foi realizada em triplicada. O VEGF recombinante (200 ng)
foi utilizado como controlo positivo. O anticorpo anti-VEGF monoclonal humano
(Santa Cruz Biotechnology, EUA) foi usado como anticorpo primario. Apés 20
min da adicdo de solugao de substrato (BM azul POD, Roche, Alemanha), a ab-
sorvancia dos poc¢os da placa foi analisada para determinar a presenca e a quan-
tidade de VEGF, utilizando espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 405

nm.

ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk para todas as variaveis resul-
tando em dados paramétricos para todos os grupos. Os resultados foram expressos
em valores relativos para melhor compreensao. Para testar as diferengas 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 SPSS (Statistical Package Social Sciences) versao

18.0 para Windows.
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RESULTADOS

Nao foi possivel observar modulacao significativa da acao do laser sobre as
células HUVEC com relacao a apoptose, a expressao de CD11b, dupla marcacao a
apoptose e CD11b ou auséncia de ambas na mesma célula (Tabela 1, Figura 11,

Figura 12 e Figura 13).

Tabela 1. Valores relativos a apoptose, CD11b e dupla marcacdo de CD11b e apop-
tose. (n=13)

CONTROLE LASER HIPOXIA LASER HIPOXIA
Apoptose (%) 0,00 +0,0 0,00 =0,0 0,00 +0,0 0,00 +0,0
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CD11b (%) 82,83 =199 87,55 48 79,5 =224 85,45 +7,8
CD11b+Apoptose (%) 0,75 =14 0,83 2,0 1,25 *18 1,0 =1,0

Figura 11. Expressdo de CD11b das células HUVEC dos grupos Controle, Laser, Hi-
poxia e Laser + Hipoxia. (n=13)
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Quanto aos processos de necrose, apoptose e apoptose tardia ndo foi possivel
observar modulacgédo significativa do laser. Porém, houve significancia estatistica do
grupo Hipoxia comparado ao grupo Controle, onde o processo de hipoxia significati-

vamente reduziu a viabilidade celular (Tabela 2, Figura 14, Figura15 e Figura16).

Tabela 2. Valores relativos a apoptose, necrose, apoptose tardia e viabilidade. (n=13)

CONTROLE LASER HIPOXIA LASER HIPOXIA
Apoptose (%) 0,00 +0,0 0,00 +0,0 0,08 0,2 0,15 +0,55
Necrose (%) 22,36 £9,6 23,17 +10,8 30,75 £13,3 28,67 +12,2
Apoptose Tardia (%) 0,25 +0,6 0,42 +0,9 0,25 +0,4 0,42 +0,9
Viabilidade (%) 83,4 £8,6 79,83 £7,7 68,62 +16,2 77,7 +8,4*

*p<0,01 vs. todos os grupos.

Figura 12. Expressao de marcador de necrose nas células HUVEC dos grupos Con-
trole, Laser, Hipdxia e Laser + Hipdxia. (n=13)
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Figura 13. Dupla marcacao de apoptose e necrose caracterizando apoptose tardia das
células HUVEC dos grupos Controle, Laser, Hipoxia e Laser + Hipdxia. (n=13)
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Figura 14. Viabilidade das células HUVEC dos grupos Controle, Laser, Hipoxia e Laser
+ Hipoxia. (n=13)
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Nao foi possivel observar diferenga estatistica quanto a correlacdo de CD11b
e necrose celular, tanto a expresséao isoladamente quanto em conjunto e auséncia de
ambas as marcagdes.Os valores de ROS também n&o apresentaram significancia es-
tatistica entre os grupos. (Tabela 3, Figura 17, Figura 18, Figura 19 e Figura 20).

Tabela 3. Valores relativos a expressdao de CD11b, necrose e dupla marcagao de
CD11b e necrose (n=13) e ROS (n=5).

CONTROLE LASER HIPOXIA LASER HIPOXIA
CD11b (%) 70,0 =15,1 65,55 +16,1 54,36 +16,8 53,83 £22,2
Necrose (%) 1,17 £0,9 0,92 0,9 1,46 +0,9 1,92 1,7
CD11b+Necrose (%) 28,36 +18,5 27,33 £14,8 34,83 £154 31,0 £155
ROS (MIF) 3742 £1386 3441 =1112 3901 =1797 3930 =1635

Figura 15. Expressdo de CD11b nas células HUVEC dos grupos Controle, Laser, Hi-
poxia e Laser + Hipoxia na correlagao a necrose. (n=13)
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Figura 16. Expressao de marcacao referente a necrose nas células HUVEC dos gru-

pos Controle, Laser, Hipdxia e Laser + Hipoxia na correlacéo a expressao de CD11b.
(n=13)

Necrose (%)

Figura 17. Auséncia de marcagao para CD11b e necrose nas células HUVEC dos

grupos Controle, Laser, Hipdxia e Laser + Hipdxia na correlacido a expressao de
CD11b. (n=13)
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Figura 18. Analise de ROS nas células HUVEC dos grupos Controle, Laser, Hipdxia e
Laser + Hipdxia na correlagdo a expressao de CD11b. (n=5)
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A expressao de RNAm de VEGF foi determinada por PCR em tempo real. A
biofotomodulagdo aumentou significativamente a expressdo de VEGF apos 24 horas
da irradiagdo. No grupo em hipoxia, os niveis de RNAm de VEGF permaneceram au-

mentados em relag&o ao controle, entretanto, sem diferencga significativa entre o grupo
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apenas irradiado. Os niveis de VEGF apds fotobioestimulagao e hipdxia apresentaram

maiores em relagédo a todos os grupos experimentais.

Figura 19. Expressdo de RNAm de VEGF nas células HUVEC dos grupos Controle,
Laser, Hipdxia e Laser + Hipdxia na correlagdo a expressao de CD11b. (n=3) *0,01
em relagdo ao Controle; #0,05 em relagédo ao Controle, Laser e Hipoxia.

#

2.5+
© |
d 2.0 A
°
<
o 1.5 *
<
=
o 1.0 -
£
(1
() 0.5 -
w
>
0.0 -
< >
o\z ’bee. s
o'é v
c"O

A analise de expressao proteica nos sobrenadantes dos grupos experi-
mentais ndo mostrou diferengas significativos entre os grupos.

Figura 20. Concentracdo de VEGF no sobrenadante de células HUVEC dos grupos
Controle, Laser, Hipoxia e Laser + Hipdxia na correlagao a expressao de CD11b. (n=3)
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DISCUSSAO

Células de origem mesenquimal podem ser usadas no tratamento de do-
encas isquémicas quando nao ha a possibilidade de outros tipos de revasculari-
zagao. Entretanto, a técnica tem baixa eficacia devido aos baixos indices de so-
brevivéncia das células transplantadas. Uma das estratégias para aumentar a
viabilidade celular é realizar um pré-condicionamento destas células em choque
térmico, estresse oxidativo ou hipoxia (Sart et al, 2014). Este pré-condiciona-
mento hipdxico € capaz de proteger cardiomiécitos e células endoteliais dos da-
nos causados pela hipoxia (Bellis et al, 2009). Espécies reativas de oxigénio
como superoxido e o peroxido de hidrogénio induzem a expressao de ICAM-1 e
VCAM-1em células endoteliais ativadas. Esse processo € comum na aterogé-
nese onde ha inflamacao crénica iniciada pela ativacdo das células endoteliais
(Nakahara et al, 2016).

Bader et al (2015) desenvolveram um protocolo de hipéxia capaz de au-
mentar a tolerancia isquémica e melhorar o perfil angiogénico de células mesen-
quimais do cordao umbilical humano in vitro. Diferentemente do presente estudo,
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Bader usou uma incubadora de gas controlado mantendo as concentragdes de
0O2e COz2em 1% e 5%, respectivamente. A técnica de anaerobiose utilizada no
presente estudo foi um saquete de captura de O2 em um saco plastico selado. O
fabricante do produto garante a absorgdo do O2 com a geragéo simultanea de
COz2, em estudos anteriores observamos a efetividade do método de hipdxia em
linhagem humana de cancer de bexiga (Cesario et al, 2016). O saquete reduz o
nivel de O2 para menos de 1% em 30 minutos e o nivel de COz2 resultante sera
entre 9% e 13%. As células de Bader foram mantidas em meio de cultura sem
glicose e sem SFB, entretanto, corroborando trabalho de Cesario et al (2016),
observamos que para a linhagem celular HUVEC é inviavel a auséncia de SFB,
pois a viabilidade celular ¢ insuficiente para a continuidade dos experimentos.
Segundo Mavroeidis et al (2015), o processo de hipdxia grave com 0,1%
de O2 confere resisténcia a agdo antiproliferativa de tratamentos antiangiogéni-
cos em células HUVEC por modulagao do ciclo celular, estacionando-o em G1,
e modulagao de apoptose intrinseca via Akt. Portanto, células de potencial an-
giogénico néo respondem a um tratamento antiproliferativo quando submetidas
a hipoxia grave. E possivel que para o presente estudo os niveis de O2 estives-
sem entre 0,9% e 0,1%, semelhante ao estudo de Mavroeidis et al (2015). Este
dado corrobora com o resultado nao significativo da agao do pré-tratamento com
laser a hipdxia, no qual as células nao apresentaram melhora de viabilidade
quando comparadas ao grupo hipoxia. Porém, o processo de apoptose intrin-
seca exige a participagao da mitocdndria, esta organela também é essencial a
acao do laser. A mitocdndria tendo sofrido alteracdo no seu metabolismo pela

hipéxia pode ter ocasionado o resultado nao significativo do laser. Entretanto,
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nao observamos eficiéncia do pré-tratamento do grupo que ndo passou por hi-
poxia.

Em um ensaio in vivo, Cury et al (2013) observaram aumento da angiogé-
nese, da expresséo de HIF-1a, de VEGF e diminuicdo na atividade de um mar-
cador de remodelacédo de tecido (metaloproteinase de matriz do tipo 2, MMP-2),
todos estes foram dependentes dos comprimentos de onda do laser utilizado,
660 nm e 780 nm em 30 e 40 J/cm?. Na literatura, dois trabalhos analisaram o
efeito da irradiacédo de laser em células HUVEC (Géralczyk et al, 2016; Chen et
al, 2008). O primeiro mostrou a reversédo de biomarcadores inflamatérios pela
biofotomodulagdo em células HUVEC submetidas a hiperglicemia. Ja Chen et al
(2008) mostraram que a biofotomodulagdo aumenta a migragao e secrecao de
oxido nitrico de células HUVEC irradiadas. Nenhum deles, porém mostrou o
efeito da biofotomodulagdo na expressdo de VEGF. Diante dos resultados do
presente estudo é necessaria uma caracterizacdo mais completa do comporta-
mento das células HUVEC a agao do laser e normatizacao dos parametros de
irradiagédo nesta linhagem.

A angiogénese € um processo descrito por varios autores apés a biofoto-
modulagao. Em trabalho prévio, a irradiacao de laser em células tronco deriva-
das de tecido adiposo humano e de rato mostramos a eficacia em estimular a
transcricdo do gene de VEGF e de seu receptor (de Oliveira et al., 2015). Em
nosso estudo, também observamos o0 aumento do conteudo de RNA mensageiro
de VEGF em células HUVEC irradiadas. A prépria inducédo de hipdxia também
aumentou a quantidade de RNAm para VEGF, corroborando estudo de Yang et
al (2009), onde foi observado um aumento da expressao de VEGF apds 24h da

inducao de hipodxia.
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Mais interessante, porém, foi o aumento da expressdo de RNAm de VEGF
no grupo irradiado e submetido a hipoxia experimental. Neste grupo, os niveis
de RNAm para VEGF aumentaram de forma significativa em relagdo a todos os
grupos experimentais. Este resultado indica uma somatdéria de efeitos indutores
de produgao da mensagem para a producédo de VEGF. Entretanto, ndo detecta-
mos aumento da secregao de VEGF pelas células HUVEC nos grupos experi-
mentais, diferentemente de Yang et al. (2009), que observaram um aumento da
concentracdo de VEGF no sobrenadante de células epiteliais de retina humana
submetidas a hipdxia. Acreditamos que um aumento de tempo de analise pode-

ria evidenciar este achado em nosso estudo.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O protocolo de pré-tratamento com laser nao foi efetivo para aumentar a
viabilidade celular diante de uma situacao de hipdxia, ndo foi possivel observar
resultados significativos com relagéo a morte celular, molécula de adesao leuco-
citaria e ROS em células HUVEC. Observamos, porém, um aumento da expres-
sdo de RNAm para VEGF nas amostras irradiadas e ou submetidas a hipoxia.
Este aumento nao foi seguido pelo aumento de VEGF secretado no meio de
cultura das células HUVEC. Esta linhagem celular, apesar de ainda precisar de
padronizagao para a utilizagcao do laser de forma efetiva, apresentou potencial
para a melhora da condi¢ao celular em cultura apés irradiagao\hipdxia, possivel-

mente contribuindo para os processos de angiogénese e migragao celular.
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CONCLUSAO

A biofotomodulacdo aumentou a produgdo de RNAm para VEGF em si-

nergia com o pré- condicionamento hipoxico.
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