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RESUMO

Nas ultimas décadas tem sido grande o interesse quanto a utilizagao
de células-tronco mesenquimais na engenharia de tecidos e na medicina
regenerativa como, por exemplo, em quadros poés-infarto. A laserterapia de
baixa intensidade tem demonstrado favorecer a proliferagcdo de varios tipos
celulares, inclusive células-tronco mesenquimais (do inglés, mesenchymal
stem cell - MSCs) em cultura. Entretanto mostra-se necessario o melhor
entendimento sobre o uso da laserterapia no pré-condicionamento de MSCs.
Neste estudo foram utilizadas MSCs extraidas de tecido adiposo humano
(hMSC) e de ratos (rMSC) em cultura. Para as analises do efeito da
laserterapia e da deficiéncia nutricional sobre o comportamento das células
foram verificados parametros de adeséo, proliferacado e expressao génica de
VEGF e VEGF-R2. A curva de dose-resposta foi realizada sendo as células
tratadas com laser de Ga-Al-As (660nm, 30mW) nas doses de 0.7J, 1.5J, 3J
e 9J. Ap6és 20, 40 e 60 minutos e 24, 72 e 120 horas de cultivo foi
quantificado sua adesao e proliferagdo, respectivamente. Também foi
verificado a expressédo génica, por RT-PCR apds 2 horas da irradiagdo. A
proliferacdo das MSCs humanas a 5% de soro fetal bovino (SFB) foi
estimulada significativamente na dose de 0,7J em 24h apods a irradiagcéo. A
expresséo génica de VEGF e do receptor 2 de VEGF humano foi maior em
condigdo deficitaria de SFB nas doses de 0.7J, 1.5J e 3J. Em condigao
padrao, apenas a dose de 0,7J resultou em aumento de RNA mensageiro de
VEGF e seu receptor. Em rMSC, a expressdo de VEGF, aumentou com a
dose de 1,5J em condigao de 5% de SFB e com a dose de 3J na condicéo
padrdo. Em relagdo ao receptor 2 de VEGF, a expressao génica foi
estimulada na dose de 3J em ambas condicdes. Neste estudo a proliferacéo
de hMSC mostrou-se aumentada em condicdo padrao, em dose de 0,7J e
apods 24h em células humanas. Soma-se a isto, a expressao de VEGF e de
seu receptor aumentaram com a laserterapia, especialmente em condi¢des

nutricionais deficientes.



PALAVRAS CHAVE: Laserterapia, células-tronco mesenquimais, VEGF,
proliferacéo celular

ABSTRACT

In recent years, mesenchymal stem cells have been largely used in
tissue engineering and regenerative medicine, for example, in post-
myocardial infarction. Low level lasertherapy has been shown to promote the
proliferation of several cell types, including mesenchymal stem cells (MSCs)
in culture. However, it appears necessary to better understanding the use of
laser therapy in preconditioning of MSCs. In this study, we used MSCs
extracted from human adipose tissue (hMSC) and rat (rMSC) in culture. To
analyze the effect of the low level lasertherapy and nutritional deficiency on
cell behavior were observed parameters such as adhesion, proliferation and
gene expression of VEGF and VEGF-R2. A dose-response curve was
performed with cells treated with laser Ga-Al-As (660 nm, 30 mW) at doses
of 0.7J, 1.5J, 3J and 9J. Cell adhesion and proliferation were quantified after
20, 40 and 60 minutes and 24, 72 and 120 hours of culture. Also the gene
expression was verified by RT-PCR after 2 hours of irradiation. Cell
proliferation of human stem cells in 5% FBS was stimulated significantly in a
dose of 0,7J at 24h after irradiation. The gene expression of VEGF and
VEGF receptor 2 human under 5% FBS condition was higher at doses of
0.7J, 1.5J and 3J. In the default condition, only the dose of 0.7J resulted in
an increase in VEGF mRNA and its receptor. In rat cells, the expression of
VEGF increased with the dose of 1.5J at condition in 5% FBS, and with the
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dose of 3J in standard condition. Regarding to the VEGF receptor, gene
expression was stimulated in a dose of 3J in both conditions. In this study
proliferation of human stem cells increased in 10% condition at a dose of
0.7J and after 24h. Added to this, the expression of VEGF and its receptor
increased with low level lasertherapy, especially in impaired nutritional

conditions.

KEYWORDS: Low level lasertherapy, mesenchymal stem cell, VEGF,

cell proliferation
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1. CONTEXTUALIZACAO
1.1. CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

As células-tronco mesenquimais (MSCs) representam um tipo de
célula-tronco adulta presente em diferentes tecidos, de facil isolamento e
expansao. Estudos tem demonstrado sua capacidade de auto-renovagao e
diferenciacdo em um ou mais tipos de células especializadas sobre
condigdes controladas in vitro' e suas possiveis aplicagdes clinicas. Com
isso, nas ultimas décadas, tem-se aumentado o interesse e expectativa
quanto ao uso das MSC como promissor recurso na engenharia de tecidos e
na medicina regenerativa podendo contribuir, por exemplo, em quadros pos-
infarto®>. Entretanto ainda existe um enorme esforco em se estabelecer
critérios solidos para a caracterizacdo das MSCs sendo atualmente utilizada
a associagao de fatores fisicos, fenotipicos, funcionais e moleculares em sua

classificagao.
1.1.1. Principais caracteristicas

Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular, as MSCs devem se
;s N e s . 1,4 .
enquadrar no minimo em trés critérios basicos™ conforme descrito no

Quadro 1.
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Quadro 1. Critérios minimos para caracterizacdo das MSCs

Caracteristicas Moleculares

Caracteristicas Morfoldgicas

2° Marcadores

Positivos Negativos
1° Ser plastico aderente
3° Capaz de diferenciar-se * CDO0 | e CD45
em osteoblastos, adipocitos | CD73 | e CD34
e condroblastos in vitro
o CD105 | o CD14

As células-tronco podem ser classificadas como totipotentes,
pluripotentes ou multipotentes. As células totipotentes sao responsaveis pela
origem de todas as células embrionarias através da fusdo do o6vulo e
espermatozoide. Derivadas das células totipotentes, as células pluripotentes
sdo capazes de originar células dos trés folhetos germinativos (ectoderma,
mesoderma e endoderma). As células multipotentes possuem poder de
diferenciagao limitada. As MSCs sao consideradas células multipotentes por
terem a capacidade de originar células de linhagem mesodermal como
osteoblastos, condroblastos, adipdcitos'?, todavia, estudos tem reportado
sua capacidade de diferenciacdo em células de origem ndo mesodermal

1678 Elas também

como midcitos, cardiomiocitos, hepatécitos e neurdnios
podem ser didaticamente divididas em embrionarias ou adultas. As
embrionarias sao células totipontes ou pluripotentes, entretanto, sua
utilizacao experimental ainda mostra-se mais limitada devido a dificuldade de
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controle sobre elas sendo frequente a formacdo de tumores quando

administradas em ratos e as questdes éticas envolvidas.
1.1.2. Isolamento das células-tronco

As MSCs possuem facil isolamento e cultivo podendo ser derivadas
de diversos tecidos tais como medula 6ssea®®, polpa dental’®'!, cordao

I'? e tecido adiposo'’®, sendo este Ultimo uma otima opcdo em

umbilica
relacdo aos demais por possuir abundancia de MSCs e por ser de facil
obtengao'. Diferentes protocolos tém sido utilizados com a finalidade de
extrair, isolar e cultivar as MSCs, todavia, as diferentes formas e condi¢des
adotadas podem ter implicagdes quanto a selecdo e composi¢cao das
subpopulagdes extraidas, favorecer a expansdo heterogénea das
populacdes celulares e ainda interferir em suas potencialidades e
consequentemente alterar seu comportamento em longo prazo quando em in

vitro'16.

Por esse motivo existe uma urgente necessidade quanto a
padronizagcao dos protocolos visto que a reprodutibilidade experimental

mostra-se necessaria nas praticas cientificas e clinicas.
1.1.3. Identificagéo e caracteristicas moleculares das MSCs

Em decorréncia da heterogeneidade de células plastico-aderentes e
potencialmente capazes em diferencia-se, como as células progenitoras
adultas e as células-tronco hematopoiéticas, a caracterizacdo das MSCs
mais aceita é realizada por meio da avaliacdo de seus marcadores de
superficies'’. Essas células sdo positivas para diversos antigenos de

superficie como CD105, CD73 e CD90, e ausentes na expressao de
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antigenos hematopoiéticos como CD45, por exemplo. Decorrente da
diversidade de marcadores presente nas MSCs e pela auséncia de um
marcador peculiar a esse tipo celular usualmente utiliza-se a validagao da
cultura pela associagao de dois ou mais marcadores positivos € um ou mais
marcadores negativos as MSCs, assim é possivel assegura-se que a cultura

€ homogénea.

1.1.4. Cultivo In vitro

A padronizacdo de protocolos de isolamento e cultivo mostra-se
necessario, pois estes exercem enorme impacto na populagdo das células
geradas podendo apresentar-se fenotipicamente semelhante, porém com
potenciais funcionais distintos''®. Essa variedade de protocolos adotados
podem ter implicacdes sobre a selecado celular e o favorecimento de sub-
populagdes bem como na indugdo de instabilidade genética. Essa
heterogeneidade experimental também torna dificil a reprodutibilidade e

comparacao de resultados.

Além dos impactos resultantes dos protolocos adotados devemos levar
em consideragao a influéncia de variaveis como espécie, tecido de origem e

condigdes de cultura sobre o potencial genotipico e fenotipico das MSCs.
Espécie

O isolamento das MSCs pode ocorrer de diferentes espécies como

18.21 entre outros.

camundongos'®, ratos'®, coelhos?, humanos
Isolamento de diferentes tecidos e condi¢cdes de cultura
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Estudos relatam a extragdo das MSCs em diferentes tecidos '%'""> '

22.23 A diferenciagdo, potencialidades e implicagdes funcionalidades podem
ser alteradas por essas diferentes origens. As condi¢gbes de cultura em que
as MSCs sao submetidas também possuem grande impacto sobre seu
comportamento. Prévios estudos, por exemplo, utilizam a adicdo de
proteinas como fribronectiva, gelatina ou colageno para favorecer sua

ades&o'®?42°

, citocinas ou hormdnios para induzir diferenciacdo celular®,
hipéxia em seu pré-condicionamento?” ou alteracdo de soro fetal bovino
(SFB)' no aumento ou diminuicdo de seu metabolismo. O soro fetal bovino
possui grande influéncia no metabolismo das MSCs. Sua concentrag&o varia
muito em cada protocolo, porém a concentragdo mais dotada como condigao

padrao € a de 10% e com sua redugao pela metade o perfil de proliferagéao e

adeséo ja demonstra ser alterado.
Densidade de passagem, confluéncia e criopreservacao

A passagem pode ser conceitualmente definida pela quantidade de
vezes que as células sdo manipuladas in vitro e consequentemente sofrem
divisdo e envelhecimento celular’. As MSCs possuem numero limitado de
passagens podendo ser manipuladas até a passagem 4 antes de entrar em
senescéncia. Além do numero de passagens outro fator que pode interferir
em seu poder de diferenciagdo é a confluéncia celular, ou seja, o espago
existente entre as células?®. Quando a células mantém contato célula-célula
€ iniciado estimulos para que entrem em processo de diferenciagcdo, por
esse motivo a cultura deve ser mantida em um ambiente semi-confluente. A

criopreservagao também pode ter influéncia sobre as MSCs, ja que no
24



processo € utilizado dimetilsulfoxido (DMSOQO), substancia importante no
impedimento da formagédo de cristais intra-celulares. Aparentemente esse
processo nao interfere no potencial funcional porém uma alteragéo biolégica

nao pode descartada®. #
Variabilidade do doador

Ao trabalhamos com MSCs de origem humana (hMSC), outras
variaveis inerentes a condicdo do doador devem ser consideradas como a
condigdo genética individual e possiveis doengas pré-existentes que podem

interferir no potencial terapéutico dessas células.
1.2. LASERTERAPIA DE BAIXA INTENSIDADE
1.2.1. Fundamentos do Laser

De origem inglesa, a palavra LASER é um acrénimo de “Light
Amplification by the Stimulated Emission of Radiation”, que traduzido ao

portugués significa luz amplificada pela emissao de radiagdo estimulada.

Essa luz ou radiacdo ¢é produzida artificialmente a partir da
estimulacdo de elétrons em repouso presentes em alguma fonte de
energia®®. De propriedades peculiares, o laser se difere da luz comum ou

fluorescente. Suas principais caracteristicas s30°;
Radiacao eletromagnética n&o ionizante,

Fluxo luminoso de alta intensidade de energia,
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. Luz monocromatica: unico comprimento de onda e mesmas fases
ondulatérias somando energia, vital para os efeitos na célula que absorvem

comprimentos de onda em estreita faixa do espectro da luz.

. Focalizacdo ou colimacgao: direcionalidade dos feixes de luz o que

permite que uma grande quantidade de energia atinja um alvo preciso.
. Coeréncia: sincronizagéo das ondas de luz no espaco e no tempo.

Por suas caracteristicas fisicas os laseres de baixa intensidade
também s&o conhecidos como “cold laser”, “soft laser”, “bioestimulacéo” ou
“fotobiomodulagdo”. O termo bioestimulagcdo é utilizado para designar
qualquer estimulo que proporcione um aumento da atividade funcional na
resposta fisiologica. Entretanto, esse termo atualmente ndo tem sido mais
utilizado, pois, foi verificado que altas doses de laser podem desencadear
um efeito inibitério das atividades celulares. Por esse motivo o termo tem

sido substituido por biomodulagéo®.

Os sistemas de laser se dividem de acordo com seu regime, continuo
ou pulsado, e de acordo com sua intensidade, de baixa poténcia
(terapéutico) ou de alta poténcia (cirurgico). Também podem ser divididos de
acordo com sua propriedade em gerar ou nao calor em térmico e nao-

térmico, respectivamente®'.

No tecido bioldgico, a luz laser ndo é totalmente transmitida por toda
sua extensdo, parte dessa luz é refletida, parte espalhada e parte

absorvida®'. A luz efetivamente transmitida ao decorrer do tecido, desde que
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respeite seu limiar de sobrevivéncia, agira estimulando a membrana e
mitocondrias da célula, induzindo entdo sua biomodulagdo (busca de um
estado de normalizagdo). Esse fenbmeno € denominado laserterapia. A
terapia com laser € nao-térmica, ou seja, ndo se baseia em aquecimento,
pois os fotons absorvidos tém efeitos fotoquimicos e fotobiologicos nas

células ndo sendo transformados em calor 3132,

Entretanto a lasercirurgia utiliza-se de laseres de alta poténcia, com
efeitos térmicos, para a realizagdo de cortes, vaporizagdo, coagulagao e
hemostasia do tecido em cirurgias®' oferecendo um campo cirtirgico sem

sangramento e com certo grau de esterilizacdo™®.
1.2.2. Caracteristicas técnicas

Por meio de estudos® foi possivel verificar que os tecidos possuem
diferente grau de absorgdo para cada comprimento de onda (distancia
medida entre dois picos consecutivos de uma trajetéria ondulatérios). Os
lasers de baixa poténcia emitem luz em varios comprimentos de onda.
Quanto maior o comprimento de onda, maior sera sua penetragao no tecido,
por sofrerem menor efeito de espalhamento. Por esse motivo, a escolha do
comprimento de onda adequada ao tecido alvo, é de extrema importancia ja

que ela determinara a profundidade de penetragao®.

Karu (1989), observou que radiagdes na regido do ultravioleta e regido
do infravermelho médio, apresentavam alta absorcdo na superficie, sendo
que na regiao do infravermelho préximo a penetragao no tecido era maxima.

Os laseres que trabalham com espectro de luz vermelha possuem melhor

27



eficacia na cicatrizacdo e os dentro de espectro de luz préoximo ao

infravermelho nas analgesias®.

A porgéao optica do espectro, ou seja, porgao utilizada na laserterapia do
qual desenvolve papel bioestimulador nos tecidos consistem da regiao do

espectro de 200nm até 1400nm, abrangendo entao trés porgodes:
- ultravioleta (UV) 200nm — 400nm;

- visivel 400nm — 780nm;

- infravermelho (IR) 780nm — 1400nm.

Dentro das porgdes ultravioleta e infravermelho também podemos

subdividi-las em proximo e longinquo conforme demonstragéo a abaixo;

Ultravioletas

C Bzl

290 315 400 200 aoi

200 315 400 v 10— um

Longinguo Proximo Visivel Priximo Longingquo
o _—
—
PORGAD OPTICA DO ESPECTRO

Figura 1. Comprimentos de Ondas. Extraido e modificado de http://www.anf.net.br

A acao dos lasers ocorre no espectro de luz com comprimento de onda

de 600 a 900nm. Ja o intervalo de 500 a 1200nm é conhecido como “janela
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optica” devido a auséncia de moléculas especificas que absorvem esses

comprimentos de onda® %',

Grande tem sido a utilizagao do laser e seus beneficios terapéuticos,
entretanto, para que ocorra o sucesso do tratamento além do comprimento

de onda (nm) outros parametros também devem ser analisados, como:

- Poténcia (mW), que é a quantidade de energia (em watt — W) por unidade

de tempo (t) e consequente quantidade de fotons;

- Densidade de poténcia (DP) ou irradiancia, que € a poténcia 6ptica do laser

por area irradiada dada em W/cm?;

- Densidade de energia (DE) ou fluéncia, sendo a irradiancia pelo tempo de
exposi¢cao (em segundos), ou seja, quantidade de energia em uma superficie
determinada (J/cm?). A escolha da dose de irradiagdo é de grande
importancia, pois, se ela for inferior a 0,1 J/cm? ndo se tera resultados, em
contraposicao, doses demasiadamente altas podem desencadear resultados

negativos, ndo estimuladores ou até mesmo inibitérios.
- Modo de operagéo (pulsado ou continuo);
- Técnica de tratamento;

- Intervalo de tratamento.

1.2.3. Acao do Laser
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A luz laser possui propriedades fotoquimicas, onde sua absorgcdo €
realizada por cromoéforos no tecido alvo. Essa luz entdo é convertida em
energia para a célula ja que os citocromos, enzimas da cadeia respiratéria
presentes nas mitocondrias, sdo fotossensiveis. Como a principal fungao dos
citocromos € a conversdo de ADP (adenosina difosfato) em ATP (adenosina
trifosfato), essencial para todo metabolismo celular como sintese protéica,
replicagdo, tradugcdo e manutengdo do potencial da membrana celular, a
energia do laser & convertida em energia para as fungdes vitais da célula. A
energia luminosa da laserterapia, depois de transformada em energia vital e
depositada no tecido, produz efeitos que podem ser divididos em primarios

ou diretos e secundarios ou indiretos34%¢3"

Efeitos Primarios

Karu (1989) foi a primeira a descrever os mecanismos do laser a nivel
molecular. A energia absorvida, além de contribuir com a liberacdo de
substancias mediadoras de inflamacdo como a histamina, nociceptiveis
(serotonina e bradicinina), inibir ou excitar rea¢gdes enzimaticas, também
atua nas mitocéndrias celulares favorecendo a maior produgdo de ATP
(adenosina trifosfato). Essa elevagao na producao de ATP acelera a diviséo
mitética e por consequéncia o consumo de oxigénio. Em tecidos com
inflamac&o naturalmente se desenvolve processos anaerobios, aumento da
concentracdo de ions H* e entdo a acidose local. A respiracdo celular diminui
0 processo anaerobio favorecendo a recuperacdo do tecido. Também é

induzida a liberagdo de fatores de crescimento por macrofagos e aumento
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da proliferacéo, além da degranulagdo de mastdcitos o que auxilia na melhor

resposta imunoldgica contra infecgdes.
Efeitos indiretos ou secundérios

Os efeitos indiretos ou secundarios sdo consequéncias dos efeitos
primarios que promovem a elevacdo do fluxo sanguineo e da drenagem
linfatica. Por meio de mediadores quimicos o laser pode atuar indiretamente
no esfincter pré-capilar estimulando a microcirculacdo. 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.
1.2.4. Potenciais aplicacOes terapéuticas das MSCs e laserterapia

Estudos tem demonstrado que a utilizacido de células-tronco adultas

possui importantes aplicacdes na medicina regenerativa®®**. De acordo com

o Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (http://www.ClinicalTrials.gov),
que fornece informacdes sobre os atuais ensaios clinicos, diversos sao os
quadros patolégicos que as MSCs podem ser utilizadas como tratamento,
tais como, diabetes mellitus tipo I, infarto de miocardio, fraturas distais de
tibia, cirrose hepatica descompensada, esclerose multipla, doencgas
autoimunes, doenga de crohn entre outras. O tratamento de regeneragao
cardiaca tem prosseguido com promissores resultados. Este feito pode ser
atribuido ndao somente a capacidade de diferenciacdo das células
administradas, mas também decorrente da liberagao de fatores sinalizadores

paracrinos, fusdo das células administradas a outras fibras musculares,
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estimulacdo da reparagdo endogena por seu efeito anti-apoptotico e
angiogénico ja que ha aumento da secregdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF)40 apo6s implantacdo. As MSCs secretam diversas
citocinas e fatores de crescimento com acdo paracrina e autécrina. Tal
potencial pode justificar os efeitos terapéuticos sem ser observado

evidéncias de transdiferenciacdo das MSCs.

Embora o uso das células-tronco mostre-se um recurso promissor o
sucesso de sua utilizagao depende de inumeros fatores, tais como; correta
escolha do tipo celular e numero de células administradas, vias de
administragdo, desenvolvimento de estratégias para sua melhor retencao e
sobrevida no local administrado e compreensao dos mecanismos envolvidos
em seus efeitos. Técnicas tém sido desenvolvidas na tentativa de melhorar
sua adesdo e sobrevida no momento da transplantacdo como sua
associagao a biomateriais injetaveis representados, por exemplo, pela fibrina

ou colageno™.

A laserterapia de baixa intensidade (LBI) tem demonstrado capacidade
de modular varios processos bioldgicos®®. Os mecanismos envolvidos na
biomodulacdo celular promovidos pela laserterapia foram bem descrito por
Karu, 1989 sendo postulado sua capacidade de elevar a fungao mitocondrial,
sintese de proteinas, concentragdo de ATP, aumento de calcio intracelular e

consequente aumento na taxa de proliferagdo celular*®4' 4243,

Estudos demonstraram que a laserterapia € capaz de promover a

producao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em cultura de

32



células endoteliais** e 0 aumento de angiogénese em areas isquémicas®*.
Também tem sido reportado que a LBl promove significante crescimento de
MSC e células-tronco cardiacas em cultura*® e sua maior sobrevida apds
implantagdo em area infartada? além de induzir células-tronco mesenquimais
autdlogas na atenuagdo do processo cicatricial apos infarto de miocardio em
ratos*’. Diante desses resultados mostra-se necessario o melhor
entendimento sobre o uso da laserterapia no pré-condicionamento de MSCs
e a comparagao entre o comportamento hMSCs com rMSCs ja que muitas
vezes resultados obtidos com modelo experimental animal sdo extrapolados

para comparagdes com humanos.

2. OBJETIVO
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2.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi analisar o efeito da laserterapia de baixa
intensidade sobre o comportamento de células-tronco mesenquimais,
provenientes de tecido adiposo humano (hMSC) e de ratos (rMSC),

cultivadas em condicao de deficiéncia nutricional.

2.2. Objetivo especifico

Avaliar os parametros de adesdo apds 20, 40 e 60 minutos de
incubacgao, proliferacdo apos 24, 72 e 120 horas de cultivo e a modulacao da
expresséo génica do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e do
seu receptor R2 de hMSC e rMSC mantidas sobre condigdo de deficiéncia

nutricional e irradiadas com laser de baixa intensidade.

3. MATERIAL E METODOS
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Os experimentos foram realizados no laboratoério de cultivo celular do
curso de Mestrado em Ciéncias da Reabilitagdo da Universidade Nove de
Julho (UNINOVE). As células utilizadas no estudo foram células-tronco
mesenquimais extraidas do tecido adiposo de ratos isogénicos, linhagem
Fisher 344 e provenientes do processo de lipoaspiracdo de humanos,
gentilmente doadas pelo laboratério de genética e biologia molecular do

Instituto do coracgao.
3.1. Extracdo do tecido e células
3.1.1. Extracao do tecido adiposo de ratos

O tecido adiposo subcutaneo foi extraido sob condi¢gdes estéreis de 2
ratos isogénicos machos, linhagem Fisher 344, e delicadamente lavado com
tampao fosfato salino (PBS). O tecido entao foi enzimaticamente dissociado
por digestdo com colagenase IA e centrifugado. As células peletizadas foram
recuperadas e plaqueadas em placa de cultura de 10cm?. Apés 24 horas, a
cultura foi lavada com tampao PBS1X (NaCl 140mM; KCI 2,5mM; Na,HPO,4
8mM; KH,PO4 1,4mM; pH 7.4) para remover os eritrocitos contaminantes e
outras células ndo acopladas e realimentadas com meio cultura Dulbecco
modificado por Eagle (DMEM, Invitrogen, EUA) com baixa glicose fresco.
Este processo foi repetido diariamente. Quando as células atingiram a
confluéncia de 80%, usualmente 5-7 dias apdés o plaquamento inicial
(passagem 0), foram desaderidas com solugéo de tripsina-EDTA 0,25% e re-

plaqueadas a 1X10* células/cm?, de acordo com protocolos previamente
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descristos 182148,

C D

Figura 2: Extracdo das rMSC: (A) Extragdo do tecido adiposo. (B) Adicdo em tampao
fosfato (PBS). (C) Incubagdo em solugéo de digestdo (colagenase 1 A, Sigma EUA)
por 1h a 37°C, com agitacao. (D) Cultivo em meio de cultura “DMEM baixa glicose”
(Invitrogen, EUA) suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de
Penicilina/ Streptomicina (Invitrogen, EUA)

3.1.2. Extracdo do tecido adiposo de humanos
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As MSCs humanas sao provenientes de tecido adiposo obtido em
procedimento de lipoaspiragdo e foram extraidas, cultivadas e validadas no
laboratorio de genética e biologia molecular do Instituto do coragao (Incor/
USP) e posteriormente doadas congeladas para os procedimentos

experimentais.

3.2. Cultivo

O cultivo ocorreu em meio de cultura Dulbecco modificado por Eagle
(DMEM, Invitrogen, EUA) baixa glicose suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS, Invitrogen, EUA) e 1% de penicilina-estreptomicina (1000Ul/ml-
1000mg/ml; GIBCO BRL, Gaithersburg). As culturas foram mantidas em
estufa (HEPA class 3110, Thermo Electron Corporation, Marietta, OH, EUA)
a 37°C, numa atmosfera umida contendo 5% de CO,. A monitorizagdo do
crescimento celular foi feita a cada 24 horas, utilizando-se microscopio
invertido de fase (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA).

O subcultivo (Figura 3) foi realizado quando a monocamada celular se
tornava subconfluente (até 90% de confluéncia) para a perpetuagdo das
linhagens celulares, sempre em fluxo laminar (Linha 400, Pachane,
Piracicaba, SP, Brasil). Para tanto, sobrenadante foi removido, as células
lavadas com tampao PBS1X (NaCl 140mM; KCI 2,5mM; Na;HPO4 8mM;
KH,PO4 1,4mM; pH 7.4) e tratadas com solugao de tripsina-EDTA 0,25%
durante 3 minutos a 37°C. Apds incubagdo com solugdo de tripsina, cuja
funcdo era o desprendimento das células aderidas a garrafa, foi realizada

uma nova lavagem com meio para a inativagdo dessa enzima e
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posteriormente sua centrifugagao a 1200xg a 20°C por 5 minutos (Centrifuga
Excelsa 4-280R, Fanem, Sao Paulo, SP, Brasil). Apds a centrifugagao, o

sobrenadante foi desprezado, o precipitado celular desfeito e as células

ressuspensas em 1ml de meio DMEM a 10% SFB.

Figura 3: Cultivo das células: (A) Estufa CO?. (B) Analise da confluéncia com auxilio de
microscopio invertido. (C) Morfologia das células utilizadas no estudo (MSC).

3.2.1. Viabilidade celular pela técnica de Trypan

A viabilidade das células foi verificada por contagem em cémera de
neubauer com corante vital azul de Trypan (0,4%) e foram utilizadas nos
ensaios as culturas com viabilidade maior que 95%. Para contagem 20uL da
suspensao celular foi corada na mesma propor¢gdao com azul de Trypan

(0,4%) e entéo as células foram contadas em camera de Neubauer.
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Figura 4: Verificacdo da viabilidade celular: (A) Adicao de Trypan as células. (B)
Observagao em Camara de Neubauer.

3.2.2. Descongelamento

A linhagem, antes mantida em nitrogénio liquido (Figura 5), foi
descongelada com a adi¢ao de meio de cultura, transferida a um tubo cénico
contendo 10ml de meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, Invitrogen, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen, EUA) e entao centrifugada a 1200xg por 5 minutos. Apos a
centrifugagcédo, o sobrenadante foi desprezado, o precipitado desfeito, as
células ressuspensas em 1ml desse meio, transferidas para garrafa de
75cm? (TPP, Suiga) e mantidas em estufa (HEPA class 3110, Thermo
Electron Corporation, Marietta, OH, EUA) a 37°C, numa atmosfera umida

contendo 5% de CO..
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Figura 5: Retirada das linhagens celulares do nitrogénio liquido.

3.3. Validacéao por citometria de fluxo

Apébs extracao das rMSCs as células isoladas foram analisadas pela
caracterizagao de sua superficie celular por citometria de fluxo. As células
foram colhidas apdés serem desaderidas usando tripsina-EDTA 0,25% e
1X10° de células por condicdo (CD90, CD29, CD45 e CD90 mais CD29)
foram incubadas com 1mg de isotiocianato de fluoresceina e ficoeritrina (PE)
conjugados com anticorpos durante 30min a 7°C e, em seguida, foram
lavadas trés vezes em PBS contendo 2% de soro fetal bovino e 0,1% de
azida de sodio. Os anticorpos utilizados foram CD90 e CD29 (BD
Biociéncias), como controle possitivo ja que as MSCs de ratos apresentam
esse marcador de superficie em grande quantidade e CD45 (BD
Biociéncias), como controle negativo afim de se averiguar a homogenidade e
possiveis contaminantes celulares, como as células endotelias'®?". Foi

utilizado citometro de fluxo (FACSCalibur; Becton Dickinson) para leitura e
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os dados foram analisados utilizando Software Cell Quest (Becton

Dickinson).

3.4. Irradiacdo Laser

A irradiacéo laser das células foi realizada com o aparelho INnGAIP mm
optica Photon Laser Ill DMC (S&o Carlos, SP, Brasil) A aplicagéo foi unica e

os parametros utilizados estéo listados no quadro abaixo:

Quadro 2. Parametros para irradiacao

Parametros

Comprimento de onda: 660nm
Area do feixe: 0,028cm?
Area irradiada: 1cm?
Poténcia de saida: 30mW

Energia Total Tempo Irradiacéo
0,75J 25seg.
1,5J 50seqg.
3J 100 seg.
9J 300seg.

As células-tronco foram mantidas por 24 horas em meio de cultura
suplementado com 10% de SFB (grupo suplementagao padréao) ou a 5% de
SFB (grupo deficiéncia nutricional). Ap6s o periodo de incubacgao as células
foram desaderidas, centrifugadas e entdo irradiadas conforme grupo
experimental (Quadro 2). Posteriormente 1X10° e 1X10* células/pogo foram
plagueadas em placa de 96 pogos (TPP, Suica) para analise da proliferagcéo
e adesao, respectivamente. Sabendo-se que a distancia entre a fonte do
laser e a superficie de aplicacao é critica, a distancia entre o feixe laser e as
células foi constante sendo aplicado de baixo para cima, para que a

irradiacao atingisse diretamente as células com o minimo de interferéncia do
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meio de cultivo em um unico ponto do lado de fora do tubo cbnico. O
ambiente foi mantido com obscuridade parcial para ndo haver interferéncia

da luz externa®. Os grupos controle ndo receberam a irradiacéo laser.

A 4

Figura 6: Realizacao da irradiacao das células com laser de baixa intensidade.

Quadro 3. Grupos experimentais

Suplementacédo Padrao Privacdo Nutricional
Controle 10% néo irradiado Controle 5% né&o irradiado
0,75J 0,75J
1,5J 1,5J
3J 3J
9J 9J

3.5. Ensaio de adeséo e proliferacao celular [método MTT - (3-(4, 5-

dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide)]
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A metodologia se baseia na habilidade da enzima mitocondrial
desidrogenase, encontrada somente em células viaveis, em clivar os anéis
de tetrazdlio do MTT, formando cristais azuis escuros de formazana, os
quais sao impermeaveis as membranas celulares, ficando entdo retidos no
interior das células viaveis***°. A posterior lise celular, utilizando isopropanol,
faz com que estes sais de formazana sejam liberados. O numero de células
viaveis & diretamente proporcional ao nivel de cristais de azul de formazana
formados.

3.5.1. Plagueamento

Para avaliar o efeito da deficiéncia nutricional e da irradiacido laser sobre
a adesao e proliferagdo das linhagens celulares, apos a aplicagdo da
laserterapia nos tubos contendo as células dos grupos experimentais, as
MSCs foram incubadas em placas de cultura de fundo chato de 96 pocgos
(TPP, Suica) e mantidas em DMEM (10% ou 5% de SFB), conforme grupo
experimental). A proliferacdo foi avaliada apdés 24, 72 e 120 horas e a
adeséo apos 20, 40 e 60 minutos de cultivo.

Apos o respectivo periodo de cultivo, a retirada do meio de cultura por
inversao da placa e sua lavagem com 100ul de PBS 1X foi realizada. Entao
foram adicionados 50ul de MTT (0,5mg/ml em tamp&o) e a incubacgéao por 3h
a 37°C***°. Posteriormente foram adicionados 100pul de isopropanol para
solubilizar o precipitado e por fim a leitura da placa com auxilio de um leitor

de placas (2020, Anthos, Eugendorf, Austria) a uma absorbancia de 620nm.
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Figura 7: Etapas do método de MTT: (A) MSC incubadas em placa de cultura de 96
pogos (TPP/ Suiga), mantidas em DMEM. (B) Placa ap6s retirada do meio de cultura,
lavagem com PBS e aplicagdo de 50uL do MTT (0,5uL/mL). (C) Visdo macroscopica
dos cristais formados apds a metabolizagdo do MTT. (D) Visdo microscopica dos
cristais formados. (E) Adigdo de 100uL de isopropanol por pogo para ressuspender e
solubilizar o precipitado. (F) Leitura da absorbancia a 620nm com leitor de placas
(2020,. Anthos, Eugendorf, Austria).
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3.6. Extracdo de RNA

Imediatamente apds serem irradiadas, as células foram cultivadas por
duas horas e posteriormente misturadas com 1ml de TRIzol Reagent (Gibco
BRL, Gaithersburg, EUA) para isolamento do RNA total de acordo com as
orientacdes do fabricante. Em seguida, 200ul 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, 12000xg a 4°C. A fase aquosa
resultante de cada amostra foi transferida para um tubo Eppendorf de 1,5ml
estéril, e foram adicionados 500ul de isopropanol para a precipitagdo do
RNA. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 10min, e
foram novamente centrifugadas (12000xg/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 (12000xg/4°C/5 min), e os
sobrenadantes foram descartados. Os pellets secaram ao ar livre, sendo

entdo ressuspensos com 50ul de agua DEPC.

3.7. RT-PCR quantitativo em tempo real (Real-Time RT-PCR)
3.7.1. Tratamento do RNA total

Para a quantificacdo da expressdao do RNAm de VEGF e VEGFR2,
foram utilizados os RNAs totais extraidos de hMSC e rMSC. Para eliminacao
da contaminacdo de DNA genbmico das amostras, 1ug de RNA total foi

incubado com 1 unidade de DNAse I/RNase Free (Invitrogen, EUA), 0,5
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unidade de RNase OUT (Invitrogen, EUA), 0,5ul de MgCl, (60 mM) e agua
DEPC, em uma reacgao de 13,5ul. As amostras foram incubadas a 37°C por

15min, e a 95°C por 5min, para inativacdo da DNAse |.

3.7.2. Transcrigao reversa (RT)

Logo apos o tratamento acima descrito, foi realizada a reagédo de
transcricdo reversa (RT), para sintese do cDNA. Ao RNA tratado foram
adicionados 2,0ul de tampao de incubagédo (KCI 50mM, Tris-HCI pH 8,4,
20mM e MgCl, 2,5mM), 1,0 unidade de transcriptase reversa MULV-RT
(Invitrogen, EUA), 0,5 unidade de RNase-OUT (Invitrogen, EUA), 1,0ul de
dideoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP (DNTPs, 10 mM, Amersham
Biosciences, EUA), 50ng de uma mistura de iniciadores (Random Hexamer
Primer, RH, Amersham Biosciences, EUA) e 1,0ul de ditiotreitol (DTT,
10mM, LGC Biotecnologia, Brasil) em uma reacao de volume final de 200pl.
As amostras foram entdo submetidas as seguintes incubagbes: 20°C por
10min, 42°C por 45min, 95°C por 5min. Apods reagcdo, as amostras de DNA
complementar (cDNA) foram mantidas a -20°C.

Para garantir a efetividade do tratamento com DNAsel, foram
realizadas reagcbes de RT sem a enzima transcriptase reversa, como
controle negativo, de RNAs tratados como anteriormente descrito. Todas as

amostras foram submetidas a este controle.

3.7.3. Reacao de Polimerizacdo em Cadeia (PCR) em tempo real (Real-

Time PCR)
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A reacdo de polimerizagcdo em cadeia em tempo real (Real-Time
PCR) combina a amplificacdo do PCR com detecgcdo fluorescente
automatizada, realizada como auxilio do aparelho de deteccdo de sequéncia
ABI 7000 (Applied Biosystems, EUA). O sistema de detecgao utilizado para
quantificacdo da expressdo de RNAm de VEGF e VEGFR2 foi o SYBR
Green (Applied Biosystems, EUA). Neste sistema, a molécula de SYBR
Green interage com a fita dupla de DNA amplificada pelo PCR, e emite uma
fluorescéncia quando excitada por lampada de tungsténio-halogénio, e esta
fluorescéncia é captada pelo sistema de deteccdo. Este processo de
excitagdo-captacdao de fluorescéncia é realizado em cada ciclo de
amplificacdo do PCR, fornecendo uma quantificacdo em tempo real das
sequencias dos genes de interesse.

A reagado de PCR em tempo real foi realizada da seguinte maneira: a
1,0ul de cDNA, foram adicionados 0,5ul de oligonucleotideo iniciador senso
(10uM), 0,5ul de oligonucleotideo iniciador antissenso (10uM), 7,5ul de
tampao Master Mix 2x (Applied Biosystems, EUA) e agua suficiente para
15ul de reagdo. As amostras foram entdo incubadas a 95°C por 10min, e
passaram por 40 ciclos térmicos a 95°C por 15 s, 60°C por 30 s e 72°C por
90s.

Os oligonucleotideos utilizados (Applied Biosystems, Brasil) para o
PCR foram: VEGF rato (acesso n° AF_222779.1, GenBank™)
oligonucleotideo senso 5" - ACAGAAGGGGAGCAGAAAGCCCAT - 3/,
oligonucleotideo antissenso 5" - CGCTCTGACCAAGGCTCACAGT - 37
VEGFR2 rato (acesso n® NM_002253, GenBank™) oligonucleotideo senso
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5 - TGGGGGAGCGTGTCAGAAT — 3°, oligonucleotideo antissenso 5" -
CCGCTTTAATTGTGTGATTGAC - 3 VEGF humano (acesso n°
NG_008732.1, GenBank™) oligonucleotideo senso 5'-GAA GTG GTG AAG
TTC ATG GAT GTC-3', oligonucleotideo antissenso 5-CGA TCG TTC TGT
ATC AGT CTT TCC-3; VEGFR2 humano (acesso n°AF_063658.1,
GenBank™) oligonucleotideo senso 5'-CAC TGA GCA GGA GAG CGT GT-
3', oligonucleotideo antissenso 5'-CTC ACT CTG CGG ATA GTG AGG TT-
3" GAPDH (acesso n°NM 017008, GenBank™) oligonucleotideo senso 5'-
TGCACCACCAACTGCTTAGC -3, oligonucleotideo antissenso 5'-
GCCCCACGGCCATCA -3'.

A detecgao de fluorescéncia se deu automaticamente pelos filtros do
aparelho, e foi imediatamente transferida para o software de analise. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

Como controles de especificidade de reagao foram utilizados dois
parametros: presenga de apenas um pico de fluorescéncia no protocolo de
dissociacao; e auséncia de qualquer tipo de amplificagdo nas reagbes com

os controles negativos de transcrigao reversa.

3.7.4. Quantificacao de expressdo do RNAm de VEGF e VEGFR2

A quantificacdo de RNAm de VEGF e VEGFR2 foi feita como um valor
relativo a uma referéncia interna, o RNAm de GAPDH (Desidrogenase de
Gliceraldeido-fosfato), cuja expressdo mostrou-se inalterada nas condi¢des
experimentais. Os valores quantitativos de expressdo do RNAm de VEGF e

VEGFR2 e GAPDH foram obtidos de um limiar arbitrario de fluorescéncia,
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analisado na fase exponencial da curva de amplificagao, sendo o ciclo limiar
(Ct) calculado.

Foram calculados os Cts de cada amostra, em cada reagao, para os
dois genes. Foi calculado o Ct médio de cada amostra, e o calculo de
expresséo relativa foi feito através da subtragdo deste Ct médio do gene da
VEGF e VEGFR2 do Ct médio do gene GAPDH, obtendo-se o ACt. Como
nao é usual a utilizagado da expressao relativa de um determinado gene em
valores de ACt, devido as suas caracteristicas logaritmicas, foi utilizado o
parametro 2% para andlise de expressao relativa do RNAm de VEGF e

VEGFR2.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos dados foram utilizados a média, o desvio padrao e
a analise de variancia (ANOVA) com auxilio do software “GraphPad Prism-
5". Nos casos em que foram detectados diferengcas estatisticamente
significantes, aplicamos o pods-teste Bonferroni. Considero-se diferenga

estatisticamente significante quando p<0.05.

4. RESULTADOS

4.1. Validagéo das rMSC
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Conforme apresentado na Figura 8, as células ndo marcadas com

nenhum tipo de anticorpo (Branco) representaram 1%, as positivas ao

anticorpo CD29 99,51%, ao CD90 99,52% e ao CD45 1,49%.
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Figura 8: Analise do perfil de receptores CD90, CD29 e CD45.

4.2.

ADESAO hMSC — Tecido adiposo humano

800 1000

400 600
Forward Scatter

Observamos na Figura 9 que em 20 minutos os grupos com perfil

nutricional padrao, porém irradiados com 3J e 9J, tiveram maior adeséao
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quando comparados ao controle ndo irradiado na mesma condigido
nutricional. Ja os grupos com privagdo nutricional tiveram semelhante
adesdo independente da dose irradiada. Quanto ao efeito da deficiéncia
nutricional sobre o perfil de adeséo, o grupo controle e o grupo irradiado com
0,7J, porém mantidos a 5% de SFB, nao tiveram diferengas estatisticamente
significante aos seus respectivos controles (10% SFB), os demais

apresentaram menor ades3o.

Adesédo hMSC apo6s 20 minutos
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Figura 9. Dados referentes a adesdo de células-tronco cultivadas em meio de cultura a 10% e 5%
de SFB. Letras diferentes indicam diferengas significantes na adesao de células expostas a
diferentes intensidades de LBI para as respectivas condigdes nutricionais. # p<0,05 vs. respectivas
células expostas a mesma intensidade de LBI sob cultivo a 10% de SFB.

De acordo com a Figura 10, a LBI, nas doses de 1,5J e 3J, resultou
em menor adesdo celular nos grupos com suplementagédo regular. Ja os
grupos submetidos a deficiéncia nutricional apresentaram semelhante

adesdo frente as diferentes doses de irradiacido, porém o controle ndo
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irradiado e o grupo irradiado com 9J tiveram menor adesdo que 0s grupos

com suplementacéao padrao.

Adesdo hMSC apd6s 40 minutos
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Figura 10. Dados referentes a adeséo de células-tronco cultivadas em meio de cultura a 10% e
5% de SFB. Letras diferentes indicam diferencas significantes na ades&o de células expostas a
diferentes intensidades de LBI para as respectivas condi¢gdes nutricionais. # p<0,05 vs.
respectivas células expostas a mesma intensidade de LBl sob cultivo a 10% de SFB.

Ao final de 60 minutos, as células mantidas em condi¢ao regular de
suplementagao apresentaram menor adesao apos irradiadas nas doses de
0.7J, 3J e 9J quando comparadas ao controle n&o irradiado. Ja os grupos
mantidos a 5% de SFB se comportaram de maneira semelhante entre si,
somente o irradiado a 1.5J apresentou menor proliferagcdo quando

comparado ao grupo controle 5%. Também verificou-se que o0s grupos
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controles e 9J na condicdo de 5% SFB nao tiveram diferencas
estatisticamente  significantes aos seus respectivos grupos com

suplementacgao regular (Figura 11).
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Figura 11. Dados referentes a ades&o de células-tronco cultivadas em meio de cultura a 10% e 5%
de SFB. Letras diferentes indicam diferengas significantes na adesao de células expostas a
diferentes intensidades de LBI para as respectivas condi¢bes nutricionais. # p<0,05 vs. respectivas
células expostas a mesma intensidade de LBI sob cultivo a 10% de SFB.

4.3. ADESAO rMSC — Tecido adiposo de ratos

Em 20 minutos de cultivo, os grupos irradiados nas doses de 1.5J, 3J
e 9J, condicao nutricional padrao, e na dose de 3J e 9J, condigao de
privagdo nutricional, apresentaram menor adesdo que seus controles. A
privagao nutricional também acarretou menor adesdo nas células, quando

comparadas aos grupos com perfil nutricional de 10% SFB (Figura 12).
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Adesédo rMSC apo6s 20 minutos
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Figura 12. Dados referentes a ades&o de células-tronco cultivadas em meio de cultura a 10% e 5%
de SFB. Letras diferentes indicam diferengas significantes na adesdo de células expostas a

diferentes intensidades de LBI para as respectivas condigdes nutricionais. # p<0,05 vs. respectivas
células expostas a mesma intensidade de LBI sob cultivo a 10% de SFB.

De acordo com a Figura 13, apos 40 minutos de cultivo, os grupos
com condigdo nutricional padrao n&o apresentaram diferengas significantes
e aqueles com suplementacao privada mantiveram menor adeséo nas doses
de 3J e 9J quando comparados ao seu controle nio irradiado. A privacao
nutricional manteve a diminuicdo da ades&o celular em todos os grupos,
irradiados ou n&o, quando comparados aos grupos com suplementacéo

regular.
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Adesédo rMSC apés 40 minutos
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Figura 13. Dados referentes a adesdo de células-tronco cultivadas em meio de cultura a 10% e 5%
de SFB. Letras diferentes indicam diferencas significantes na ades&o de células expostas a
diferentes intensidades de LBI para as respectivas condigdes nutricionais. # p<0,05 vs. respectivas
células expostas a mesma intensidade de LBI sob cultivo a 10% de SFB.

As células irradiadas na dose de 3 e 9J, cultivadas a 10% de SFB, e
na dose 9J/cm?, cultivadas a 5% de SFB, apresentaram menor adesao
quando comparadas aos seus controles nao irradiados ao final de 60
minutos. A privagao nutricional manteve um efeito inibitério da adeséao

celular em todos os grupos (Figura 14).
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Adesédo rMSC ap6s 60 minutos
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Figura 14. Dados referentes a ades&o de células-tronco cultivadas em meio de cultura a 10% e 5%
de SFB. Letras diferentes indicam diferengas significantes na ades&o de células expostas a
diferentes intensidades de LBl para as respectivas condigdes nutricionais. # p<0,05 vs. respectivas
células expostas a mesma intensidade de LBI sob cultivo a 10% de SFB.

4.4. PROLIFERACAO hMSC — Tecido adiposo humano

Com 24 horas de cultivo, o grupo irradiado na dose 0,7J € mantido em
condicdo padrdao de nutricdo apresentou maior proliferagcdo quando
comparado aos demais grupos. O grupo em privagao nutricional, irradiado a
9J, apresentou menor proliferagdo que o0s demais grupos na mesma
condigdo nutricional. Os grupos submetidos a privagdo nutricional
apresentaram menor proliferagdo quando comparados aos grupos com

suplementacao padrao no mesmo periodo (Figura 15).
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Proliferacdo hMSC ap6s 24 horas
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Figura 15. Dados referentes a proliferagdo de células-tronco cultivadas em meio de cultura a 10% e
5% de SFB. Letras diferentes indicam diferencas significantes na proliferagdo de células expostas a
diferentes intensidades de LBI para as respectivas condigdes nutricionais. # p<0,05 vs. respectivas
células expostas a mesma intensidade de LBI sob cultivo a 10% de SFB.

Ao terceiro dia, a dose de 9J promoveu inibigdo da proliferagcdo no
grupo com condigdo nutricional padrdo enquanto os grupos com
suplementacao reduzida tiveram semelhante proliferacdo independente da
dose irradiada (Figura 16). Entretanto, a taxa de proliferacdo manteve-se

menor NOs grupos com privagao nutricional.
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Proliferacdo hMSC ap6s 72 horas
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Figura 16. Dados referentes a proliferagdo de células-tronco cultivadas em meio de cultura a 10% e

5% de SFB. Letras diferentes indicam diferengas significantes na proliferagdo de células expostas a
diferentes intensidades de LBI para as respectivas condi¢des nutricionais. # p<0,05 vs. respectivas

células expostas a mesma intensidade de LBI sob cultivo a 10% de SFB.

Ao final do quinto dia, os grupos irradiados na dose 3J, com
suplementagao padrao ou privativa, tiveram menor proliferagcdo aos demais
grupos e aqueles cultivadas a 5% de SFB com menor proliferagdo aos

cultivados a 10% de SFB (Figura 17).

58



Proliferacdo hMSC apds 120 horas
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Figura 17. Dados referentes a proliferagao de células-tronco cultivadas em meio de cultura a 10% e
5% de SFB. Letras diferentes indicam diferencgas significantes na proliferagdo de células expostas a
diferentes intensidades de LBI para as respectivas condigdes nutricionais. # p<0,05 vs. respectivas
células expostas a mesma intensidade de LBI sob cultivo a 10% de SFB.

4.5. PROLIFERACAO rMSC - Tecido adiposo de ratos

Apobs 24 horas de cultivo todos os grupos irradiados com doses acima
ou igual a 1,5J apresentaram menor proliferagdo quando comparados seus

controles nao irradiados. No mesmo periodo 0s grupos com privagao
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nutricional apresentaram menor proliferagao celular quando comparados aos

seus respectivos controles (nutricdo padr&o) (Figura 18).
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Figura 18. Dados referentes a proliferagédo de células-tronco cultivadas em meio de cultura a 10%
e 5% de SFB. Letras diferentes indicam diferencgas significantes na proliferagéo de células
expostas a diferentes intensidades de LBI para as respectivas condigdes nutricionais. # p<0,05
vs. respectivas células expostas a mesma intensidade de LBI sob cultivo a 10% de SFB.

Ao terceiro dia de cultivo, o grupo irradiado com 9J, suplementagao
padrao, apresentou menor proliferagdo que seu respectivo controle nao
irradiado enquanto os grupos com suplementagéo privativa apresentaram

semelhante comportamento entre si. A privagao nutricional promoveu menor
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proliferagdo celular os grupos quando comparados aos seus respectivos

controles com perfil nutricional padrao (Figura 19).
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Figura 19. Dados referentes a proliferagdo de células-tronco cultivadas em meio de cultura a 10%
e 5% de SFB. Letras diferentes indicam diferengas significantes na proliferagéo de células
expostas a diferentes intensidades de LBI para as respectivas condigées nutricionais. # p<0,05
vs. respectivas células expostas a mesma intensidade de LBI sob cultivo a 10% de SFB.

Como exposto na Figura 20, ao quinto dia, os grupos com

suplementacéao padrao, irradiados com dose acima ou igual a 1,5J, voltaram

apresentar menor proliferagdo celular. Os grupos privados nutricionalmente

mantiveram-se com proliferacdo semelhante, independente da dose
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irradiada, e com menor proliferagdo aos grupos com suplementagéo de 10%

de SFB.
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Figura 20. Dados referentes a proliferagdo de células-tronco cultivadas em meio de cultura a 10% e
5% de SFB. Letras diferentes indicam diferengas significantes na proliferagdo de células expostas a
diferentes intensidades de LBI para as respectivas condigdes nutricionais. # p<0,05 vs. respectivas
células expostas a mesma intensidade de LBI sob cultivo a 10% de SFB.

4.6. EXPRESSAO GENICA hMSC

A laserterapia promoveu aumento significativo da expressao de RNA

mensageiro do hormdnio de crescimento endotelial vascular (VEGF) em
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hMSC apos irradiagdo com dose de 1,5J e 3J apds cultivo a 5% de SFB
(Tabela 1). Em condigdo padrdo de cultivo, a laserterapia promoveu um
aumento significativo do conteudo de RNA mensageiro nas hMSC na dose
de 0,7J, ndo havendo diferengas significativas entre os demais grupos

experimentais e o controle (Tabela 1).

Neste estudo também foi analisado a expressao génica do receptor 2
do VEGF (VEGFR2) ap6s irradiagdo com laser em diferentes condi¢des de
cultivo e os resultados sdo mostrados na Tabela 1. Em condigcao deficiente
de SFB, a expressdao de RNA mensageiro em hMSC aumentou de forma
significativa com as doses de 0.7J, 1.5J e 3J. Em condi¢cdo padréo, a
expressao do receptor 2 de VEGF apresentou aumento significativo na dose

de 0,7J (Tabela 1).

Tabela 1. Expressao génica do fator de crescimento endotelial vascular
(WEGF) e doreceptor 2 de VEGF em hM3C irradiadas com laser.

SFB Controle 0,7J 1.5 3] gJ

VEGF 5% 029+0,03 030003 0,51+0,15% 0,49:0,04* 0,27+0,05
VEGF  10% 0,26+0,04 0,35:0,03* 0,24:004 0,25:0,01 0,21+0,02
VEGFR2 5% 0,41:0,03 0501005 0,71+0,15° 0,61:0,07° 0,37+0,08
VEGFR2 10% 0,34+0,03 0,40:0,04* 033001 0,37:0,01 0,34+0,01

_"pﬁl:l,l:lﬁ 1.5 contrale, 0,7, 34 e 8J; *p=0,001 3):cantrale, 0,7J e 9, *p=005
0,7J:controle, 1,5, 3J e 9J; *p=0,01 0,7), 158 e 3:controle e 9.

4.7. EXPRESSAO GENICA rMSC

A laserterapia promoveu um aumento significativo da expressédo de

RNA mensageiro do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em
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rMSC cultivadas a 5% de SFB na dose de 1,5J, ndo havendo diferencas
significativas entre o controle e os demais grupos experimentais. Em
condicdes de cultivo a 10% de SFB, as rMSC apresentaram expressao de
VEGF aumentada significativamente apenas com a dose de 3J, sendo que

as demais nao foram diferentes do controle (Tabela 2).

A expressdao génica do receptor 2 do VEGF (VEGFR2) apds
irradiacdo com laser em diferentes condigdes de cultivo foi avaliada. Em
condicao deficiente de SFB, as rMSC apresentaram expressao de receptor 2
de VEGF significantemente aumentada somente no grupo irradiado com a
dose de 3J (Tabela 2). Quando cultivadas em condigdo padrao, as rMSC
apresentaram aumento significativo da expressédo do receptor 2 de VEGF
apo6s irradiacdo com dose de 3J (Tabela 2), ndo havendo diferencas

significativas entre os demais grupos experimentais e o grupo controle.

Tabela 2. Expressio génica do fator de cresdmento endotelial vascular (VEGF)
e do receptor 2 de VEGF em células-tronco mesenquimais de ratos irradiadas
Ccom laser.

SFB Controle 0,7J 1,54 3 Q)

VEGF 5% 0,20+0,02 0,35:0,15 0,550,060 041006 0,35:0,07
VEGF 10% 0,25+0,02 0,26+004 0214004  0,46+0,06% 027+0,05
VEGFR2 5% 0,37=0,02 033003 0239004 0,67+0,09* 037001
VEGFR2 10% 0,40+0,05 0,3%9:002 0237012 0,70x0,03* 0,38+011

Tp=0,05 1,5J0:contrale, 0,7], 3J e 9J; *p=0,001 3):controle, 0,7J, 1,5J e 94,

4.8. Artigo submetido para publicacao
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expression of VEGF and VEGF-R2 of mesenchymal stem cells
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Running title: Laser irradiation and stem cell

ABSTRACT

In recent years, mesenchymal stem cells have been largely used in tissue
engineering and regenerative medicine, for example, in post-myocardial
infarction. Low level lasertherapy (LLLT) has been shown to promote the
proliferation of several cell types, including mesenchymal stem cells (MSCs)

in culture. However, it appears necessary to better understanding the use of

65



laser therapy in preconditioning of MSCs. In this study, we used MSCs
extracted from human adipose tissue (hMSC) and rat (rMSC) in culture. To
analyze the effect of the low level lasertherapy and nutritional deficiency on
cell behavior were observed parameters such as adhesion, proliferation and
gene expression of VEGF and VEGF-R2. A dose-response curve was
performed with cells treated with laser Ga-Al-As (660nm, 30mW) at doses of
0.7J, 1.5J, 3J and 9J. Cell adhesion and proliferation were quantified after
20, 40 and 60 minutes and 24, 72 and 120 hours of culture. Also the gene
expression was verified by RT-PCR after 2 hours of irradiation. We conclude
that regarding to the parameters used in this study, stem cells derived from
human adipose tissue showed higher rates of proliferation and cell adhesion
in standard condition and nutritional deficiency when compared with stem
cells extracted from adipose tissue of rats. The mRNA expression of VEGF
and VEGFR2 was increased with the laser action in both cell types, however,
human cells grown in nutritional deprivation presented higher expression of
VEGF and its receptor after irradiation with other laser doses. The
importance of the results of this work, especially in relation to nutritional
deprivation, is that this condition mimics the one found in tissue shortly after
ischemia, and prior to stem cells transplantation, indeed an environment
lacking nutrients and oxygen, which increased cell adhesion and
angiogenesis induced by laser therapy would be extremely beneficial to the

regenerative medicine.

KEYWORDS: Low level lasertherapy, mesenchymal stem cell, VEGF, cell

proliferation
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INTRODUCTION

The use of mesenchymal stem cells (MSCs) has been shown to be a
promising resource in tissue engineering and regenerative medicine, which
may be very useful, for instance, in post-infarction™?. This is due to its
capacity for self-renewal and differentiation into one or more types of
specialized cells under in vitro® controlled conditions. Besides these
properties, the MSCs represent an easy to be isolated and cultivated type of

adult stem cell.

MSCs are considered to be multipotent cells due to their capacity to
originate different mesodermal lineage cells, such as osteoblasts,
chondroblasts, adipocytes, myocytes and cardiomyocytes®*°. MSCs can be
obtained from various tissues, such as the bone marrow®, the dental pulp’?,
the umbilical cord® and the adipose tissue', the last mentioned being a great
option when compared to the others, especially due to the easy manner to

obtain these MSCs"".

Studies have reported that the use of adult stem cells has important

applications in regenerative medicine'*".

However, the mechanisms
involved in its beneficial effects come not only from their ability to
differentiate, but mainly by its anti-apoptotic and angiogenic effect, mainly

due to an increased secretion of vascular endothelial growth factor (VEGF)'.

Though a promising resource, the use of stem depends on many
factors, such as correct choice of cell type and number of cells used,

administration routes, the development of strategies to improve their
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retention and lifespan and the understanding of the mechanisms involved in

its beneficial effects.

Several techniques have been developed in a way to improve MSCs
adhesion and lifespan at the time of transplantation, such as their association

with injectable biomaterials represented, for example, by collagen™.

On the other hand, low level lasertherapy (LLLT) is already a
successful methodology to cell proliferation of many cell types. The
mechanism that LLLT induces cell modifications remains unclear. One of the
most acceptable pathway that LLLT elicit its action is the induction of
vascular endothelial growth factor (VEGF) production, mainly in the
endothelial cell in culture'™. Also, the LLLT is noticed to increase of
angiogenesis in schemic areas'’, promoting significant growth of MSC and of
cardiac stem cells in culture'®. A longer lifespan is also observed when
irradiated MSCs are implanted in infarcted area', mainly attenuating the

healing process after myocardial infarction in rats'®.

The main objective of this study was to analyze the effect of low level
lasertherapy irradiated toward mesenchymal stem cell under deficient (5%
FBS) and standard condition (10% SFB). The parameters quantified were the
cell adhesion, the cell proliferation and gene expression of VEGF and VEGF

receptor 2 in human and rat mesenchymal stem cell.
MATERIAL AND METHODS

Tissue and cell extraction
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The subcutaneous adipose tissue was extracted under sterile
conditions from four inbred male rate, Fisher 344 strain, and gently washed
with phosphate buffered saline (PBS). The tissue was then enzymatically

dissociated by collagenase IA digestion and centrifuged.

The pelleted cells were recovered and plated on a 10 centimeter-
square culture plate. After 24 hours, the culture was washed with PBS to
remove contaminating erythrocytes and other unattached and refilled with
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Invitrogen, EUA) containing low
glucose, cells. This process was daily repeated. When the cells reached a
confluence of 80%, usually 5-7 days after the initial plating (passage 0), they
were detached with trypsin solution -EDTA 0,25% and re-plated at 1X10*

cells/cm?®. Such procedures have been previously described®®?"?%,

Cultivation

Mesenchymal stem cells were kept in Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM, Invitrogen, EUA), supplemented with 10% fetal bovine
serum (FCS) and 1% streptomycin penicillin (1000UI/mI-1000mg/ml; GIBCO
BRL, Gaithersburg). The cell incubation took place in an oven (HEPA class
3110, Thermo Electron Corporation, Marietta, OH, EUA) at 37°C in a humid
atmosphere with 5% CO,. The monitoring of the cell growth was performed
every 24 hours by using an inverted phase microscope (Eclipse TE 2000U,
Nikon, Melville, NY, USA). The cells were kept semi-confluent in order to
avoid differentiation and/or inhibition of proliferation by cell-cell contact. In
order to count and check the viability of the 20uL cells of cell suspension, the

MSCs were stained with the same amount of Trypan blue (0,4%) and then,
69



stained cells were counted in a Neubauer chamber. Cultures with viability

greater than 95% were used in the tests.

Validation by flow cytometry

A flow cytometry analysis was performed to characterize the specific
stem cell receptors on cell surface. Cells were incubated with 1mg of
fluorescein isothiocyanate and phycoerythrin (PE), mixed with the specific
antibodies for 30 min at 37°C and then washed three times in PBS containing
2% fetal bovine serum and 0.1% sodium azide. The antibodies used were the
following: CD90 and CD29 (BD Biosciences, USA). They were utilized as a
positive control since MSCs present this surface marker in large amount. The
antibody CD45 (BD Biosciences, USA) was used as a negative control in
order to ascertain that the culture was homogeneous, and free from

contaminating cells, such as the endothelial cells*"?%.

Flow cytometer characterization was performed in a FACSCalibur
(Becton Dickinson, USA) and the data was analyzed by Cell Quest Software
(Becton Dickinson, USA). This study employed 92% positive cultures for the

CD90 and CD29 markers. Validation data are expressed at Figure 1.

Laser irradiation

Laser irradiation of the cells was performed with the InGAIP Photon
Laser IlIl device (DMC, S&o Carlos, Brazil). The irradiation was performed
one single time in each experimental group during each assay. The

parameters applied are listed in the chart below.
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Chart 1. Irradiation Parameters

Parameters
Wave-length: 660nm
Head area: 0,028cm?
Irradiated area: 1cm?
Output power: 30mW

Total energy Time
0,75J 25seg.
1,5J 50seg.

3J 100 seq.

9J 300seg.

The stem cells were maintained for 24 hours in a culture medium
supplemented with 10% FBS (standard supplementation group) or 5% FBS
(nutritional deficiency group). After the incubation period, the cells were

detached, centrifuged and then irradiated according to the experimental

group.

Subsequently 1X10° and 1X10* cells were plated in 96-well plate
(TPP, Switzerland) for cell proliferation and adhesion analysis, respectively.
The cell adhesion was evaluated after 20, 40 and 60 minutes of cultivation,
the proliferation after 1, 3 and 5 days and gene expression after 2 hours of
cultivation. Given that the distance between the laser source and the surface
of application is critical, the laser beam was applied constantly upwards from
the same distance. This procedure was performed to ensure that radiation
directly reached the cells with minimal interference from the culture medium
at a single point on the outside of the conical tube. The room environment
was kept partially dark not to have external light interference®. Control

groups received no laser irradiation.
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Cell adhesion and proliferation assay [MTT method - (3 - (4, 5-
dimethylthiazol-2-yl) -2, 5-diphenyltetrazolium bromide)]

This methodology relies on the ability of the mitochondrial enzyme
dehydrogenase, found only in viable cells, to cleave the MTT tetrazolium ring,
forming dark blue formazan crystals, which are impermeable to cell
membranes, being then retained within the viable cells?*%.

The subsequent cell lysis, by using isopropanol, causes the formazan
salts to be released. The number of viable cells is directly proportional to the
level of blue formazan crystals formed. Following the cultivation period, the
removal of the culture medium was performed by inverting the plate and
washing with 100mL of 1X PBS. Then was added 50mL of MTT (0.5 mg / ml
in buffer) (3 - [4,5-Dimethylthiazol-2yl] -2,5-diphenyltetrazolium bromide,
Thiazolyl blue - SIGMA) and followed by a 3h incubation at 37°C%>2*, Al

experiments were repeated three times independently, and each sample was

analyzed in triplicate.

RNA Extraction

The cells cultured during the experimental times (one and two hours)
immediately after irradiation were mixed with 1ml of TRIzol Reagent (Gibco
BRL, Gaithersburg, USA) for isolation of the total RNA according to the

manufacturer's directions.

Then, 200ul of chloroform were added to the homogenate and the

mixture was stirred vigorously for 15s. Next the mixture was kept at room
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temperature for 5 min. The samples were centrifuged for 15min, 12.000xg at
4 °C. The resulting aqueous layer of each sample was transferred to a 1,5ml
Eppendorf sterile tube and 500l of isopropanol were added to precipitate the
RNA. The samples were kept at room temperature for 10 minutes, and were
again centrifuged (12.000xg/ 4°C/10 min). The supernatants were removed
and the RNA pellets were washed with 1ml of 75% ethanol (prepared with
water treated with diethylpyrocarbonate, DEPC, 0.01%). The samples were
once again centrifuged (12.000xg/ 4°C/ 5 min) and the supernatants were
discarded. The pellets were dried in the open air, and then resuspended with

50ul of DEPC water.

The RNAs obtained were quantified by using a spectrophotometer
(Eppendorf) with a reading filter of 260nm. The integrity of the RNAs was
evaluated on gel electrophoresis in 1% agarose, stained with ethidium
bromide. Samples which presented integrity of the subunits 18S and 28S of
the RNA ribosomal were found intact and used in the experiments of

quantification of the gene expression.

Quantitative RT-PCR in real time (Real-Time RT-PCR)
Total RNA

For the quantification of the mRNA expression of VEGF and VEGFR2,
the total RNA extracted from mesenchymal stem cells of mice and human
was used. To eliminate the contamination of genomic DNA of samples, 1ug
of total RNA was incubated with 1 unit of DNAse | / RNAse free (Invitrogen,

USA), 0.5 unit of RNase OUT (Invitrogen, USA), 0,5ul of MgCI2 (50mM) and
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DEPC water, in a reaction of 13,5ul. The samples were incubated at 37°C for

15 min, and 95°C per 5 min to inactivate the DNAse |.

Reverse transcription (RT)

Shortly after the treatment above described, the reverse transcription
reaction (RT) for cDNA synthesis was performed. To the treated RNA 2,0ul
of incubation buffer (50mM KCI, Tris-HCI pH 8.4, 20mM and 2.5mM MgCl,)
were added, 1.0 unit of MuLV-RT reverse transcriptase (Invitrogen, USA),
0.5 unity of RNase-OUT (Invitrogen, USA), 1,0pl of dideoxinucleotideos
dATP, dCTP, dGTP, dTTP (dNTPs, 10mM, Amersham Biosciences, USA),
50ng of a mixture of primers (Random Primer Hexamer, RH, Amersham
Biosciences, USA) and 1.0yl of dithiothreitol (DTT, 10mM LGC
Biotechnology, Brazil) in a reaction of final volume of 200ul. The samples
were then submitted to the following incubations: 20°C for 10 min, 42°C for
45 min, 95°C for 5 min. After response, the samples of complementary DNA
(cDNA) were kept at -20°C. To ensure the efficacy of the treatment with
DNAsel, RT reactions were performed without the reverse transcriptase
enzyme, as negative control, RNAs treated as described above. All samples

were submitted to this control.

Polymerase Chain Reaction (PCR) in real time (Real-Time PCR)

The polymerase chain reaction in real time (Real-Time PCR)

combines the PCR amplification with automated fluorescent detection,
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performed as aid of the detection sequence apparatus ABI 7500 (Applied
Biosystems, USA).

The detection system used for quantification of the mRNA expression
of VEGF and VEGFR2 was the SYBR Green (Applied Biosystems, USA). In
this system, the SYBR Green molecule interacts with the double strand DNA
amplified by the PCR, and it emits a fluorescence when activated by a
tungsten-halogen lamp, and this fluorescence is captured by the detection
device. This method of activating-capturing fluorescence is performed in
each cycle of PCR amplification, providing a real-time quantification of the
sequences of the genes of interest.

The real-time PCR reaction was performed in the following manner:
0,5ul of sense primer (10uM), 0,5ul of antisense primer (10uM), 7,5 ul of
buffer 2x Master Mix (Applied Biosystems, USA) and enough water to 15ul of
reaction were added to 1,0ul of cDNA. The samples were then incubated at
95°C for 10 min, and underwent 40 thermal cycles at 95°C for 15s, 60°C for
30s and 72°C for 90s. The primers set used (Applied Biosystems, Brazil) for
the PCR were VEGF rat (access n°® AF_222779.1, GenBank™) forward 5" -
ACAGAAGGGGAGCAGAAAGCCCAT-3, reverse 5-
CGCTCTGACCAAGGCTCACAGT - 3 VEGFR2 rat (access n°
NM_002253, GenBank™) forward 5" - TGGGGGAGCGTGTCAGAAT - 3,
reverse 5" - CCGCTTTAATTGTGTGATTGAC - 3"; VEGF human (access n°
NG_008732.1, GenBank'™) forward 5' - GAA GTG GTG AAG TTC ATG GAT
GTC - 3', reverse 5' - CGATCG TTC TGT ATC AGT CTT TCC - 3'; VEGFR2

human (access n°AF_063658.1, GenBank™) forward 5' - CAC TGA GCA
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GGA GAG CGT GT - 3', reverse 5' - CTC ACT CTG CGG ATA GTG AGG
TT - 3' and GAPDH (access n°NM 017008, GenBank™) forward 5'-
TGCACCACCAACTGCTTAGC - 3', reverse 5- GCCCCACGGCCATCA - 3.
The detection of fluorescence was made automatically by the device
filters, and was immediately transferred to the analysis software. The
experiments were performed in triplicate. As controls of specificity of reaction
two parameters were utilized: presence of only one peak in the fluorescence
dissociation protocol; presence of only one peak in the fluorescence protocol
dissociation, and the absence of any amplification in the reactions with

negative control of reverse transcription.

Quantification of mMRNA expression of VEGF and VEGFR2

The quantification of mMRNA of VEGF and VEGFR2 was performed as
a value relative to an internal reference, the mRNA of GAPDH
(Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase), whose expression was found to
be unchanged under the experimental conditions.

The quantitative values of mMRNA expression of VEGF and VEGFR2
and GAPDH were obtained from an arbitrary threshold of fluorescence,
analyzed in the exponential phase of the amplification curve, being the cycle
threshold (Ct) calculated. Cts were calculated for each sample, in each
reaction, for both genes. The average Ct of each sample was calculated and
the computation of the relative expression was done by subtracting this
average Ct gene of VEGF and VEGFR2 from the average Ct gene of

GAPDH, obtaining the ACt. Since it is unusual to use the relative expression
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of a given gene in ACt values due to their logarithmic characteristics, the 2
AACt harameter was used in order to analyze the relative expression of mMRNA

of VEGF and VEGFRZ2.

STATISTICAL ANALYSIS

For data analysis, the average, the standard deviation and the two
pathways variance analysis (ANOVA) were used. We considered statistically

significant when p<0.05.

RESULTS

hMSC ATTACHMENT

In the assay on cell attachment, we found that, in 20 minutes, the
groups with standard nutritional profile when irradiated with 3J and 9J had
higher adherence compared to non-irradiated control in the same condition
and nutritional potency (Figure 2A). Low level lasertherapy was not able to
modify the cell adhesion of human MSCs derived from adipocytes in
standard nutritional status. Groups with nutritional deprivation had similar
adherence regardless of the irradiated dose. By analyzing the effect of
nutritional deficiency on the adhesion profile, it was possible to verify that the
control group and the group that was irradiated with 0.7J maintained at 5%
FBS showed no statistically significant differences to their respective controls
(10% FBS), however, the other groups had lower adherence in deficient

nutritional condition.
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According to Figure 2B, the LLLT in doses of 1.5 J and 3J resulted in
weak cell adhesion in groups with regular supplementation. However, the
groups submitted to nutritional deficiency presented similar adherence when
submitted to different doses of irradiation. The control group that had not
been irradiated and the group that had been irradiated with 9J had lower

adherence than the groups with standard supplementation.

After 60 minutes, the cells maintained in regular supplementation
condition presented lower adherence after irradiation at doses of 0.7J, 3J and
9J when compared to non-irradiated control (Figure 2C). The groups held at
5% FBS behaved similarly among themselves, only the group irradiated at a
1.5J showed lower proliferation when compared to the 5% control group. It
was also found that the control groups and 9J in the condition of 5% FBS had
no statistically significant differences in their respective groups with regular

supplementation (Figure 2C).
rMSC ATTACHMENT

In 20 minutes of cultivation, the groups irradiated at doses of 1.5J, 3J
9J in standard nutritional status, and at a dose of 3J and 9J on condition of
nutritional deprivation had lower adherence than their controls. Nutritional
deprivation also led to lower adhesion, when compared to groups with

nutritional profile of 10% FBS (Figure 2D).

According to Figure 2E, after 40 minutes of cultivation, standard
nutritional condition groups presented the same behavior. Groups with

deficient supplementation remained presenting lower adherence at doses of
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3J and 9J when compared to their non-irradiated control. Nutritional
deprivation promoted decrease in cell adhesion in all groups, irradiated or

not, when compared to groups with regular supplementation.

Cells irradiated at a dose of 3 J and 9J and cultivated at 10% FBS,
and at a dose of 9J, cultured at 5% FCS, had lower adherence compared to
their non-irradiated controls at the end of 60 minutes. The nutritional
deprivation maintained an inhibitory effect on cell adhesion in all groups

(Figure 2F).
hMSC PROLIFERATION

Within 24 hours of cultivation, the group irradiated at a dose of 0.7J,
maintained in standard conditions of nutrition, presented higher proliferation
when compared to other groups. The group with nutritional deprivation,
irradiated at 9J showed lower proliferation than the other groups in the same
poor nutritional condition. The groups subjected to nutritional deprivation
presented less proliferation when compared to groups with standard
supplementation in the same period (Figure 3A). On the third day of testing,
the dose of 9J promoted inhibition of proliferation in the group with standard
nutritional status, while the groups with reduced supplementation had similar
proliferation regardless of the irradiated dose. However, the rate of

proliferation remained lower in groups with nutritional deprivation (Figure 3B).

At the end of the fifth day, the laser irradiation did not affect cell
proliferation in the experimental groups, however, the groups with standard

or poor supplementation, irradiated at a dose of 3J showed lower proliferation
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to other groups and those cultured in 5% FBS presented less proliferation

when compared to the ones cultivated at 10% FBS (Figure 3C).
rMSC PROLIFERATION

After 24 hours of cultivation, all irradiated groups at doses above or
equal to 1.5J showed lower proliferation when compared to their non-
irradiated controls. In the same period, the groups with nutritional deprivation
showed lower cell proliferation when compared to their respective groups

with regular nutrition (Figure 3D).

On the third day of -cultivation, the group with standard
supplementation irradiated with 9J showed lower proliferation than their
respective  non-irradiated control, while groups with inadequate
supplementation presented similar behavior among themselves (Figure 3E).
On the other hand, nutritional deprivation promoted lower cell proliferation
when compared to their respective experimental groups with standard

nutritional profile (Figure 3E).

According to Figure 3F, on the fifth day, the groups with standard
supplementation, irradiated with a dose equal to or above 1.5 J, presented
lower cell proliferation. The nutritionally deprived groups continued to present
similar proliferation, regardless of the irradiated dose, and showing lower

proliferation when compared to the groups supplemented with 10% FBS.
GENE EXPRESSION

The laser therapy yielded a significant increase in mRNA expression

of vascular endothelial growth hormone (VEGF) in mesenchymal stem cells
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of human origin after irradiation dose of 1.5 J and 3J after growing at 5% FBS
(Table 1). Under standard conditions of cultivation, LLLT caused a significant
increase of the content of messenger RNA in human mesenchymal stem
cells at a dose of 0.7 J, with no significant differences between the control

and the other experimental groups (Table 1).

In this study we analyzed the gene expression of the VEGF receptor 2
(VEGFR2) after laser irradiation at different cultivation conditions and the
results are shown in Table 1. In low amount of FBS, the expression of
messenger RNA in human mesenchymal stem cells significantly increased
with doses of 0.7 J, 1.5 J and 3J. In default condition, the expression of

VEGEF receptor 2 showed a significant increase in the dose of 0.7 J (Table 1).

The laser therapy resulted in a significant increase in mRNA expression of
vascular endothelial growth hormone (VEGF) in stem cells extracted from
adipose tissue of rats grown to 5% FBS at a dose of 1.5 J, with no significant
differences between control and the other experimental groups. Under
conditions of cultivation at 10% FBS, mesenchymal stem cells showed
significantly increased expression of VEGF alone at a dose of 3 J, while the

others were not different from controls (Table 2).

Gene expression of VEGF receptor 2 (VEGFR2) after laser irradiation
in different culture conditions was also evaluated. Under low amount of FBS,
expression of messenger RNA of VEGF receptor 2 in rat mesenchymal stem
cell was significantly increased only in the group irradiated with a dose of 3J

(Table 2). When cultured in standard condition, the rat mesenchymal stem
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cells showed a significant increase in the expression of VEGF receptor 2
after irradiation dose of 3J (Table 2), with no significant differences between

the other experimental groups and the control group.
DISCUSSION

Although LLLT has been revealed a promising therapeutic resource,
the success of its use directly dependent on the adoption of correct
dosimetric parameters. By analyzing its effect on cell culture, Ferreira and
colleagues (2009) addressed that different cell lines may respond peculiarly
to different parameters, existing therefore the need to establish dosimetric
parameters specific for each cell lines. This behavioral variability increases
when the lasertherapy is applied to MSCs, since these cells can be extracted
from different tissues and species, they are cultivated under different

conditions, factors that, per se, have a strong influence on cell metabolism.

The effect of LLLT on the metabolism of MSCs has not been fully
elucidated. Several studies report that irradiation is able to increase cell

proliferation®'8:26:2

, increase VEGF expression, and consequently increasing
angiogenesis after transplantation’, induction of autologous MSCs in
myocardium area close to ischemia'®. However, there is a vast literature on
the analysis and results of LLLT generated by the difference in the origin of
MSCs (different tissues), culture protocols, dosimetric parameters, periods of
analyzes and experimental techniques, and especially, the lack of

methodological information difficult experimental reproducibility.

Supplementation of the culture medium is rather decisive factor in cell
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metabolism, and in many cases also is used without standardization. While it
is necessary to remain alive in culture, the decrease in concentration of fetal

bovine serum (FBS) is critical for proper cell proliferation.

Here, investigating the impact of SFB in cellular metabolism, we
realized that the decrease of SFB concentration caused a significant
decrease in proliferation and adhesion of hMSCs and rMSCs. In controlled
conditions, we found that LLLT was unable to reverse this situation. Our

82829 which showed different behavior of

findings support previous studies
MSCs when extracted from different species or tissue and that small

differences in the dose irradiated can led to different results.

One of the main findings of this study was that the dose of 0.7J
resulted in increased proliferation of hMSCs. Although Mvula and coworkers
(2008) have observed increased proliferation of adipose-derived hMSC at 24
and 48 hours with a dose of 5J/cm2, our results showed no cell proliferation
with higher doses of 0,7J. All parameters used by the authors differ from
laser parameters used in our study. Mesquita-Ferrari and colleagues (2011)
found that irradiation at different doses in C2C12 cells cultured under similar
conditions and periods to ours did not result in increased cell proliferation.
Furthermore, Pereira and colleagues (2012), using infrared laser at different
doses (0.05, 0.30, 7 and 42 J/cm2) did not observe increased cell

proliferation in stem cells of dental pulp.

In an interesting study, Anwer et al (2012) observed the effect of laser

with a wavelength of 532nm in the proliferation and mitochondrial activity in
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vitro on human mesenchymal stem cells. As noted in our study, lower
exposure times led to increased cell proliferation, while longer exposures
resulted in inhibition of proliferation of human stem cells in culture. Our data
show that rMSCs showed decreased cell proliferation with energy doses
greater than or equal to 1.5J, both in the acute and delayed more when

grown in regular nutritional condition.

The effect of LLLT on adhesion of hMSC appeared irregular with
different irradiation doses. In a more acute moment, and perhaps most
importantly when the stem cells inoculum is made, the groups irradiated with
higher doses (3J and 9J) showed higher adherence. Then, the subsequent
periods analyzed showed a decrease in cell adhesion, behavior observed in
the groups maintained with regular supplementation. The same behavior was
observed in the experimental groups cultured with nutritional deprivation,

which does not seem to respond to different doses of irradiation.

Our results suggest that LLLT can influence the metabolism of MSCs,
however, such influence varies according to the origin of the mesenchymal
cell and radiation parameters used. Based on results of cell behavior, human
stem cells seem to be more responsive to the LLLT action than rat MSCs.
For instance, regarding to higher proliferation in the early hours of culture, we
observed that only the hMSC irradiated with 0.7J showed this effect, but this
effect did not remain for a long term in cell culture. Doses of 3J and 9J induce
greater adhesion hMSC only in the first 20 minutes, but this effect was not

maintained also at the end of the cultivation period.
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Several authors have demonstrated the modulation of VEGF by laser
therapy, even after transplantation. Zhang et al (2010), using a laser diode
with wavelength of 635nm, 5mW, with an energy density of 0.96 J/cm2 for
150 seconds, it was verified that laser therapy was able to increase VEGF
expression in stem cells derived from bone marrow transplanted into the
myocardium. Kim et al (2012) found that low intensity laser therapy was able
to increase survival, differentiation and secretion of VEGF in stem cells
derived from canine adipocytes transplanted to wounds. In our results, we
observed a significant increase of VEGF and its receptor 2 expression in

mesenchymal stem cells derived from human adipose tissue and rats.

Although laser action has been, in both cell types, has resulted in
increased expression of VEGF and VEGFR2, there are some peculiarities in
each experiment. Thus, we found that the expression of VEGF and its
receptor 2 in human stem cells occurs with lower doses (0,7J) and this
condition is maintained at higher doses (1,5 and J 3J) only in situations of
nutritional deprivation. We also observed that in standard condition of
cultivation, only lower doses (0.7J) led to increased expression of VEGF and
its receptor. Stem cells taken from rats showed higher expression of VEGF
and its receptor with a dose of 3J, except for the expression of VEGF in
condition of nutritional deprivation, which occurred at lower dose (1.5J).
Although we have not analyzed the secretion of VEGF by stem cells, our
experiments allowed to trace gene expression kinetics of VEGF and its
receptor in deficient and standard condition. In our study, we observed that in

situations of nutritional deficiency, a stem cell, especially a human, would be
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more prone to modulation of the laser action on the mRNA production of
VEGF and its receptor 2, which could result in increased protein production

and receptor activation.

Hou et al (2008) reported that LLLT stimulated the proliferation of stem
cells derived from bone marrow of mice at a dose of 0.5J/cm2 and observed
an increase in VEGF secretion in higher doses. In our study, we found that
human stem cells showed increased proliferation with irradiation dose of 0,7J
with the production of messenger RNA for VEGF and its receptor occurring at
the same dose in standard culture situation, and an increased expression

being observed at higher doses in state of nutritional deficiency.

Thus, we conclude that regarding to the parameters used in this study,
stem cells derived from human adipose tissue showed higher rates of
proliferation and cell adhesion in standard condition and nutritional deficiency
when compared with stem cells extracted from adipose tissue of rats. The
MRNA expression of VEGF and VEGFR2 was increased with the laser action
in both cell types, however, human cells grown in nutritional deprivation
presented higher expression of VEGF and its receptor after irradiation with
other laser doses. The importance of the results of this work, especially in
relation to nutritional deprivation, is that this condition mimics the one found
in tissue shortly after ischemia, and prior to stem cells transplantation, indeed
an environment lacking nutrients and oxygen, which increased cell adhesion
and angiogenesis induced by laser therapy would be extremely beneficial to

the individual.
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Still, there is a need for new experiments that seek a better
understanding of its effects and other parameters that would be most
appropriate for each stem cell type. Further investigation of the possible
molecular and biological changes entailed and how they can act when the

stem cells were transplanted.
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Table 1. Gene etpression of wvascular endothelisl growth hormene (VEGF) and VEGF
receptor 2 in human mesenchymal stem cells iradisted with laser.

FBS control 0,7 1,51 3l gl
VEGF 5% 07,08 030008 051+015° 049+0,04* 0374006
VEGF 1086 026+0,04 035003 0243004 0,260,001 0,210,00

VEGFR2 G 041+0,02 050005 071+0,15° 061+0,07° 0,3740,08

VEGFR2 1086 0,340,028 04H004 033001 0I7H001 0,340,

*p<0,05 1,5 control, 0,71, 3J, and 9; *p=<0,001 J:control, 0,7, and 9, *p<0,05 0,7 :control,
1,54, 31, and BJ; sp{{.'-,{.'-i 0,74, 1,51, and 3J:control and 2.

Table 2 Gene edpression of wvascular endothelisl growth hormene (VEGF) and VEGF
receptor 2 in rat mes enchymal stem cels radiated with laser.

FBS contral 0,3 1,5 3l 9)
VEGF 5% 0204002 03540,15 O055+006° 0414006 0,35:0,07
VEGF 1084 0,250,020 0268004 0213004 046:0,06* 0,3740,05

VEGFR2 55 0374000 03340,03 0390, 0E7:0,08* 0,37:0,01

VEGFR2 1086 0404006 039002 0I7H12 0O7H0,08*  0,38:0,11

*p=0,05 1,5 control, 0,7, 3, and 2J; * p=0,001 2:control, §,7J, 1,51, and 9.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Embora a LBl mostre-se um promissor recurso terapéutico, o sucesso de
sua utilizacdo dependente diretamente da adocdo dos parametros
dosimétricos corretos. Ao analisar seu efeito sobre cultura celular, Ferreira e
colaboradores (2009) abordaram que diferentes linhagens celulares podem
responder de forma peculiar a diferentes parametros, existindo, portanto, a
necessidade do estabelecimento de parametros dosimétricos especificos
para as diferentes linhagens celulares. Essa variabilidade comportamental
aumenta para as MSCs, uma vez que estas podem ser extraidas de
diferentes tecidos, espécie e serem cultivas sobre diferentes condicoes,

fatores que, per se, ja exercem influéncia sobre seu metabolismo.

O efeito da LBl sobre o metabolismo das MSCs ainda nao foi

completamente elucidado. Varios estudos reportam que a irradiagao é capaz

11,46,52,53

de aumentar a proliferacdo celular , a expressdao de VEGF e
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consequente aumento de angiogénese apos transplantacdo? e inducédo de
MSCs autdlogas em drea implantada de miocardio®’. Entretanto, ha na
literatura uma vastidao de analises e resultados contraditérios em relagao a
LBl gerados pela diferenca na origem das MSCs (diferentes tecidos),
protocolos de cultivo, parametros dosimétricos, periodos de analises e
técnicas experimentais e, principalmente, em alguns artigos informagdes
metodoldgicas deficitarias dificulta a reprodutibilidade experimental. A
suplementacdo do meio de cultura é fator bastante determinante no
metabolismo celular, e em muitos casos também ¢é utilizado sem
padronizagdo. Embora seja necessario no cultivo, a diminuicdo da

concentracédo de SFB é critica para a proliferacéo celular.

Ao investigarmos o impacto do SFB no metabolismo celular, percebemos
que a diminuigdo de sua concentragado acarretou significante diminuicdo da
proliferacdo e adesdo das hMSCs e rMSCs. Em condigdes controladas,
verificamos que a LBl ndo foi capaz de reverter esse quadro. Nossos

11516 5nde foi verificado diferente

achados corroboram estudos anteriores
comportamento das MSCs quando extraidas de diferentes espécies ou
tecido e que pequenas diferencas na dose irradiada pode exercer resultados

distintos.

Um dos principais achados deste estudo foi que a dose de 0,7J resultou
em maior proliferagdo das hMSCs. Embora Mvula e colaboradores (2008),
tenham observado aumento da proliferacdo de hMSC derivadas de tecido
adiposo em 24 e 48 horas, com dose de 5J, nossos resultados nao

evidenciaram proliferagdo celular com doses maiores de 0,7J. Todos os
95



parametros utilizados pelos autores diferem dos parametros do laser
utiizado em nosso estudo. Mesquita-Ferrari e colaboradores (2011)
verificaram que a irradiacdo em diferentes doses em células C2C12
cultivadas em condicdes e periodos similares aos nossos, hao resultou em
aumento de proliferagdo. Além disso, Pereira e colaboradores (2012),
usando laser infravermelho em diferentes doses (0,05 J/cm?, 0,30 J/cm?,
7Jicm? e 42 J/cmz) também nao observaram aumento da proliferacdo celular

em células-tronco de polpa dental.

Em um estudo interessante, Anwer e colaboradores (2012) observaram o
efeito do laser com comprimento de onda de 532nm na proliferacdo e
atividade mitocondrial in vitro em células-tronco mesenquimais humanas.
Como observamos em nosso estudo, menores tempos de exposi¢cao
levaram ao aumento da proliferacdo celular, enquanto que exposi¢cdes mais
longas resultaram em inibi¢do da proliferacdo de células-tronco humanas em
cultura. Nossos dados mostram que as rMSCs apresentaram diminui¢cao da
proliferagdo celular com doses de energia maior ou igual a 1.5J, tanto na
fase mais aguda quanto tardia, quando cultivadas na condi¢gao nutricional

regular.

A adesao das hMSC apresentou-se irregular com as diferentes doses de
irradiagdo. Em um momento mais agudo (20 minutos), e talvez o mais
importante quando se pensa em indéculo de células-tronco, os grupos
irradiados com doses maiores (3J e 9J) apresentaram maior adesdo e em
seguida, nos proximos tempos apresentaram diminuicdo da adesé&o celular,

comportamento este observado nos grupos mantidos com suplementagéo
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regular. O mesmo comportamento foi observado nos grupos experimentais
cultivados com privacdo nutricional, que parecem nao responder as

diferentes doses de irradiacio.

Nossos resultados sugerem que a laserterapia pode influenciar o
metabolismo das MSCs, entretanto, essa influéncia varia de acordo com a
origem da célula mesenquimal e com parametros de radiagdo utilizados.
Com bases nos resultados de comportamento celular, as células-tronco
humanas parecem mais responsivas a agao do laser que as de rato. De fato,
em relagao a proliferacdo nas primeiras 24 horas de cultivo, observamos que
somente as hMSC irradiadas com 0,7J apresentaram este efeito, porém este
efeito ndo permaneceu por longo prazo nas células em cultura. As doses de
3J e 9J induziram maior adesao somente em hMSC nos primeiros 20
minutos, mas este efeito também ndo se manteve ao final do periodo de

cultivo.

Varios autores ja mostraram a modulagdo do VEGF pela laserterapia,
inclusive apds transplantagdo. Zhang e colaboradores (2010), usando um
laser diodo com comprimento de onda de 635nm, 5mW, com densidade de
energia de 0,96J/cm? durante 192 segundos, verificou que laserterapia foi
capaz de aumentar a expressao de VEGF em células-tronco derivadas de
medula éssea transplantadas no miocardio. Kim e colaboradores (2012)
observaram que a laserterapia de baixa intensidade foi capaz de aumentar a
sobrevida, a diferenciacdo e secrecdo de VEGF em células-tronco caninas

derivadas de adipdcitos transplantadas para feridas. Em nossos resultados,
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verificamos o aumento significativo de VEGF e seu receptor 2 em células-

tronco mesenquimais derivadas tecido adiposo humano e de ratos.

Embora a agéo do laser tenha sido, nos dois tipos celulares, similar, ou
seja, aumentou da expressdo de VEGF e de VEGFR2, ha algumas
particularidades em cada experimento. Assim, verificamos que a expressao
de VEGF e seu receptor 2 em células-tronco humanas acontece com doses
menores (0,7J) e esta condicdo € mantida em doses maiores (1,5J e 3J)
apenas em situacdo de privacao nutricional. Também observamos que em
condigdo padrdo de cultivo, apenas doses menores (0,7J) levaram ao
aumento da expressdo de VEGF e de seu receptor. As células-tronco
retiradas de ratos apresentaram maior expressao de VEGF e seu receptor
com a dose de 3J, com exceg¢ao da expressao de VEGF em condi¢ao de
privagao nutricional, que ocorreu em dose menor (1,5J). Apesar de néao
termos analisado a secrecdo de VEGF pelas células, nossos experimentos
permitiram tracar uma cinética da expressdao génica de VEGF e de seu
receptor em condicdo padrao e deficiente. Em nosso estudo, observamos
que em situacao de deficiéncia nutricional, em especial a célula-tronco
humana, estaria mais propensa a modulagcdo da acédo do laser sobre a
producao de RNAmM de VEGF e seu receptor 2, que poderia resultar em

maior producgao proteica e ativagao de receptores.

Hou e colaboradores (2008) verificaram que a LBl estimulou a
proliferacdo de células-tronco derivadas de medula dssea de ratos na dose
de 0,5J/cm? e o aumento de secrecdo de VEGF em doses maiores. Em

nosso estudo, verificamos que hMSC apresentaram aumento da proliferagao



com irradiagao com dose de 0,7J, com a produgdo de RNA mensageiro para
VEGF e seu receptor ocorrendo na mesma dose em situacdo de cultivo
padrao, e um aumento de expressdo sendo observado em doses maiores

em situagao de deficiéncia nutricional.

Assim, concluimos que, nos parametros utilizados neste trabalho, as
células-tronco derivadas de tecido adiposo humano apresentaram melhores
indices de proliferacdo e adesdo celular em condicdo padrdo e em
deficiéncia nutricional quando comparadas com as células-tronco extraidas
de tecido adiposo de rato. A expressdao de RNAm de VEGF e VEGFR2 foi
aumentada pela agao do laser nos dois tipos celulares, entretanto, as células
humanas cultivadas em privacao nutricional apresentaram maior expressao
de VEGF e de seu receptor apés irradiacdo com mais doses. A importancia
dos resultados deste trabalho, especialmente em relagdo a privacao
nutricional, € que esta condicdo mimetizaria a condi¢cao tecidual encontrada
pelas células-tronco logo apés o transplante, sendo um ambiente carente de
nutrientes e oxigenagao, cujo aumento de adesado celular e angiogénese

induzidos pela laserterapia seriam extremamente benéficos para o individuo.

Ainda assim, existe a necessidade de novos experimentos que busquem
o melhor entendimento de seus efeitos e quais paradmetros seriam mais
adequados para cada tipo celular, além da maior investigagdo das possiveis
alteragdes moleculares e bioldgicas acarretadas e como estas podem atuar

quando as células forem transplantadas.
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