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RESUMO

Pedroni ACF. Efeito da Laserfototerapia associada ou ndo a Vitamina C na inducéo
de membranas celulares (cell sheets) de células-tronco da polpa dentaria humana
[dissertacdo] Sdo Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Odontologia;
2016. Versao Corrigida.

Membranas celulares (MCs; Cell Sheets), constituidas por células-tronco (CTs), sao
autodestacaveis da placa de cultivo, e sem subcultivos geram grande quantidade de
células que podem ser transplantadas de maneira mais préxima da fisiologia celular,
mantendo-se as ligacdes celulares e a matriz extracelular produzidas em cultura. O
acido ascorbico ou vitamina C (VC) tem efeito indutor da formacédo destas MCs,
aumentando a longevidade e tempo de indiferenciacdo das CTs. A similaridade
observada entre respostas bioldgicas da VC em MCs e aquelas da Laserfototerapia
(LFT) sobre células e tecidos, nos levou a hipétese de que estas terapias poderiam
se complementar melhorando o progndstico de futura aplicacéo clinica dessas MCs
em regeneracdes de tecidos de interesse odontoldgico. Para testar essa hipotese,
LFT e VC foram aplicadas associadas ou ndo na indugdo de MCs de células-tronco
da polpa dentaria humana (hDPSCs). Para tanto, hDPSCs descongeladas, que
expressaram niveis tipicos de marcadores de superficie de células-tronco
mesenquimais, foram plaqueadas em placas de 6 pocos (5x10” células por poco).
Vinte e quatro horas depois do plaqueamento as culturas foram submetidas aos
tratamentos dos grupos experimentais: Controle: hDPSCs em P3 cultivadas com
meio clonogénico; Senescente: hDPSCs em P27 cultivadas com meio clonogénico;
VC: P3 cultivadas com meio clonogénico acrescido de VC (20 ug/ml); Laser: P3
cultivadas com meio clonogénico e submetido a LFT (contato e pontual - 5 pontos /
poco, 660 nm, 20 mW, 0,028 cm?, 0,71 W/cm?, 7 segundos, 5 J/cm?, 0,14 J por ponto,
48 horas de intervalo) e Laser+VC: P3 cultivadas com meio clonogénico acrescido
de VC e submetido a LFT. Em 24 horas, 7 e 13 dias as hDPSCs dos diferentes
grupos experimentais foram observadas macro e microscopicamente, e atividade da
enzima telomerase foi avaliada por PCR-TRAP, complementado por ELISA. Para a
avaliacdo da expressdo de genes relacionados a natureza e indiferenciacdo
(Mitofilina e Oct 4) e a longevidade (fase catalitica da enzima telomerase - hTERT);
bem como a senescéncia das células do grupo senescente (B-galactosidase), as

hDPSCs de todos os grupos experimentais foram submetidas ao RT—gPCR As



hDPSCs foram capazes de formar MCs somente nos grupos VC e Laser+VC
(100%), entre 10 e 13 dias. As MCs do grupo Laser+VC apresentaram maior
facilidade na manipulacdo. Atividade de Telomerase nas hDPSCs foi observada
somente em 24 horas (Controle e LFT) e em 7 dias (VC e Laser+VC). Os
marcadores de indiferenciacdo (Oct 4) e mesenquimal (mitofilina), bem como a
hTERT foram expressos nas hDPSCs de todos os grupos experimentais. O Oct4 e o
hTERT, em 7 dias, apresentaram expressdes significativamente maiores nos grupos
VC e Laser+VC em comparagdo com os demais (p < 0,0001, p = 0,0009,
respectivamente). A expressdo da mitofilina foi significativamente maior no grupo
Laser+VC, em 7 dias (p =0,033). A técnica de obtencdo de MCs de hDPSCs por
essa metodologia foi considerada adequada para ser testada em procedimentos
regenerativos. A LFT quando associada a VC néo interferiu na formacéo das MCs,
nem na manutencgdo da longevidade e indiferenciagdo das hDPSCs. Adicionalmente,
a LFT melhorou a manipulacdo das MCs. Assim sendo, a associacao de VC e LFT
na inducdo de MCs parece promissora para futura utilizacdo de MCs na odontologia

regenerativa.

Palavras-chave: Cell Sheet. Membrana Celular. Células-tronco da Polpa Dentéria

Humana. Vitamina C. Laser. Regeneracéo tecidual. Laser de Baixa Poténcia.



ABSTRACT

Pedroni ACF. Effect of laserphototherapy associated or not to Vitamin C in the
induction of cell sheets of human dental pulp stem cells [dissertation] Sdo Paulo:
Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2016. Verséao corrigida.

Cell Sheets, consisting of stem cells (SCs) are self detachable from the cultivation
plate, and with no subcultivation can generate large amount of cells. The cell sheets
can be transplanted closer to cell physiology environment by keeping the cell
connections and the extracellular matrix produced in culture. Ascorbic acid or Vitamin
C (VC) has inductive effect on cell sheet formation, increasing the longevity and the
stemness of the cell for long period of time. The similarity between biological
responses of VC in cell sheets and those of Laserphototherapy (LPT, Laser) on cells
and tissues led us to hypothesize that these therapies could improve the prognosis of
future clinical application of these cell sheets in regeneration of dental tissues. To test
this hypothesis, LPT and VC were applied, associated or not, to induce human dental
pulp stem cells (hDPSCs). Therefore, hDPSCs, which expressed typical levels of
mesenchymal stem cell surface markers, were plated in 6-well plates (5x10* cells per
well). Twenty-four hours later they were subjected to the treatment of experimental
groups: Control: hDPSCs in P3 cultured with regular medium; Senescent: hDPSCs
in P27 cultured with regular medium; VC: P3 cultured with regular medium
supplemented with VC (20 pg/ml); Laser: P3 cultures with regular medium and
submitted to LPT (punctual and contact mode-5 points / well, 660 nm, 20 mW, 0.028
cmz?, 0.71 W/cm?, 7 sec, 5 J/cm?, 0.14 J per point, 48 hours-intervals) and Laser+VC:
P3 cultured with regular medium supplemented with VC and submitted to LPT Within
24 hours, 7 and 13 days the hDPSCs of the different experimental groups were
observed macroscopically and microscopically, and the telomerase enzyme activity
was assessed by PCR-TRAP, complemented by ELISA. To evaluate the expression
of genes related to the nature and differentiation (Mitofilina and Oct 4), longevity
(catalytic phase of telomerase-hTERT enzyme), and the senescence of the
senescent group cells (B-galactosidase), the hDPSCs of all experimental groups
were subjected to RT-gPCR. The RT-gPCR data were compared by ANOVA
complemented by the Tukey’s test (p < 0.05). The hDPSCs were able to form cell



sheets only in the VC and Laser+VC groups (100%). Additionally, the cell sheets of
the Laser+VC group presented easier handling. Telomerase activity in hDPSCs was
observed only in 24 hours (Control and Laser) and seven days (VC and Laser + VC).
The undifferentiating marker (Oct 4) and mesenchymal marker (mitofilin), as well as
hTERT were expressed in hDPSCs of all experimental groups. Oct4 and hTERT
presented expressions significantly higher at 7 days in VC and Laser+VC groups
than in all other groups (p < 0.0001, p = 0.0009, respectively). The expression of
mitofilin was significantly higher in the Laser+VC group, in 7 days (p = 0.0338). The
technique of obtaining cell sheets of hDPSCs by the methodology here presented
was considered appropriate to be further tested in regenerative procedures. The LPT
when combined with VC did not interfere with the formation of the cell sheets, neither
in the maintenance of longevity and undifferentiating status of hDPSCs. Moreover,
LPT improved the handling of the cell sheets. Thus, the association of VC and LPT in

the induction of cell sheets seems promising for future use in regenerative dentistry.

Keywords: Cell Sheet. Human Dental Pulp Stem Cell. Vitamin C. Laser. Tissue

Regeneration, Low Level Laser.
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1 INTRODUCAO

A regeneracdo de organismos vivos ainda € um desafio para as diversas areas
biol6gicas. Nas ultimas trés décadas, a engenharia tecidual, baseada na triade
células-tronco (CTs), fatores de crescimento e arcabougos (scaffolds) (Skalak; Fox,
1988; Langer; Vacanti, 1993) tem buscado novas soluc¢des regenerativas capazes de
restaurar, repor, manter ou melhorar funcdes biologicas.

Na Odontologia o0 interesse em pesquisas hessa area € crescente,
principalmente ap0s o isolamento e caracterizacdo de células-tronco da polpa
dentaria humana (hDPSCs, do inglés human dental pulp stem cells) (Gronthos et al.,
2000). Terapias celulares baseadas nessas técnicas ja foram aplicadas em pesquisas
da area com relativo sucesso na reposicao/reparacdo de tecidos periodontais e
dentarios (lohara et al., 2004; Ding et al., 2010; Ferreira et al., 2012b; Moreira et al.,
2013; Arany et al, 2014). No entanto, ainda ha muito o que se estudar,
principalmente no que tange a obtengcdo de novos tecidos com ndo apenas
caracteristicas celulares, mas também organizacdo e dimensfes originais que
caracterizariam, por exemplo, um dente completo e funcional. Assim, os esfor¢os
atuais estdo voltados para o desenvolvimento de materiais ideais, capazes de agir
como arcabouco temporario para as ceélulas; dominio de fatores indutores da
diferenciacdo celular guiada; bem como aprimoramento das fun¢bes biol6gicas
celulares (Horst et al., 2012; Rosa et al., 2012).

Com relacdo as funcdes biologicas celulares, apesar da grande capacidade
proliferativa, em cultivo, as CTs possuem um limite biolégico de divisdes. Quando
entdo passam por alteracdes que as levam ao estado de senescéncia replicativa ou
diferenciacdo em tipos celulares especializados (Hayflick, 1965; Silva et al., 2012;
Binato et al., 2013). Esse fato dificulta seu estudo in vitro e a obtencédo de grande
guantidade de CTs viaveis para o transplante, representando um empecilho na
Medicina Regenerativa (Binato et al.,, 2013). Visando transpor essa limitacao,
pesquisadores vem buscando alternativas para obter grande quantidade de CTs para
estoque sem danos celulares, aumentando sua longevidade e mantendo sua
caracteristica indiferenciada. Uma das formas descritas na literatura para alcancar
esse objetivo é a realizacao dos cultivos de MCs (Cell Sheets) (Okano et al., 1993 e
1995; Yamato; Okano, 2004; Yang et al., 2005; Wei et al., 2012). Esse ultimo consiste
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em cultivar as células com estimulos especificos e sem nenhum subcultivo, até que
essa camada celular se “auto destaque” em unissimo da superficie de cultivo —
fornecendo grande quantidade de células ao mesmo tempo que mantém a matriz
extracelular (MEC) praticamente intacta, ou seja as proprias CTs sintetizam um
arcabouco. Os principais estimulos especificos descritos para essa técnica sdo o
cultivo em placas especiais com alternancia de polaridade sensivel a temperatura
(UpCell dishes) (Okano et al., 1993; 1995), ou a suplementacdo do meio de cultivo
com acido ascorbico em concentracfes ideais (Nakamura et al., 2010; Wei et al.,
2012; 2013).

O acido ascorbico (ou Vitamina C, VC) é um nutriente comum e vital para a
saude humana, seja participando da sintese e funcdo de fatores do sistema
imunoldgico, agindo na biossintese de coldgeno e outros constituintes da MEC
(Halliwell 2001; Wei et al., 2012), ou como cofator em reacdes biolégicas (Fraga et
al.,1991). Para a inducao das membranas de CTs este deve ser adicionado ao meio
de cultivo em concentracbes especificas, onde atua como indutor de crescimento,
proliferacdo celular e sintese de DNA (Wei et al., 2012). Além disso, é capaz de inibir
a diferenciacdo e regular a expressao de marcadores de pluripoténcia como o Oct-4
e Sox-2 (Potdar; D'Souza, 2010). Wei et al., 2012, demonstraram que 20 pg/ml de
VC é capaz de induzir a formagdo de MCs de PDLSCs (do inglés Periodontal
Ligament Stem Cells); aumentar o metabolismo celular e a producdo de componentes
da MEC como colageno tipo 1, integrina 1 e fibronectina; inibir e reparar danos
oxidativos ao DNA; e finalmente elevar a atividade da telomerase — enzima que
catalisa a formacédo dos telémeros retardando o seu encurtamento — o que atrasaria
o envelhecimento celular.

A Laserfototerapia (LFT), de forma similar a VC, é capaz de atuar no
metabolismo de células, em especial daguelas que se encontram em estresse
oxidativo (Hamblin; Demidova, 2006; Hamblin 2008; Eduardo et al., 2008). De fato,
nosso grupo de pesquisa ja demonstrou que a bioestimulacdo obtida com a LFT se
mostrou eficaz na inducdo de proliferagio com a manutencdo de viabilidade e
indiferenciacdo das CTs na auséncia de fatores de crescimento (Ferreira et al.,
2012a). Adicionalmente, a LFT também j4 se mostrou capaz de prevenir a morte
celular (Moreira et al., 2011), bem como prolongar a longevidade celular tanto in vitro
guanto in vivo (Park et al., 2015). Assim sendo, a LFT poderia ser também utilizada

para a obtencdo de membranas de CTs.
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Em suma, a grande vantagem do uso das MCs seria a de se conseguir grande
guantidade de CTs em um arcabouco natural e que poderia ser transplantada para
sitios que poderiam induzir as CTs pelos fatores de crescimento locais do tecido a ser
reposto. Assim sendo, essas MCs poderiam ser utilizadas na odontologia
regenerativa, quer seja como auxiliar no reimplante dentério, na regeneracdo de
defeitos Gsseos periodontais, entre outros.

Atualmente, os reimplantes dentarios vém sendo utilizados em cirurgias de
transplante autdgeno de terceiros molares (Mejare et al., 2004; Teixeira et al., 2006;
Cho et al., 2013; Kang et al.,, 2013; Chung et al., 2014) para reposi¢céo de dentes
extraidos por diversas razbes. O uso de MCs envolvendo as raizes de dentes
reimplantados tem sido testado in vivo com o objetivo de regenerar o ligamento
periodontal e evitar uma futura reabsorcao radicular (Tsumanuma et al., 2011; Zhou
et al., 2012; Zhao et al., 2013). No entanto, os resultados dos poucos trabalhos da
literatura ainda sado insatisfatorios, o que demanda novos estudos na obtencdo de
MCs com caracteristicas fisicas e bioldgicas que favorecam a sua futura utilizacdo
clinica.

Pela similaridade observada entre as respostas biolégicas da VC nas MCs e
aguelas da LFT sobre células e tecidos, a hipotese do presente trabalho é que estas
terapias poderiam se complementar melhorando o prognéstico da sua futura
aplicacdo clinica dessas membranas em regeneragfes de tecidos de interesse
odontoldgico. Para testar essa hipétese, LFT e VC foram aplicadas associadas ou
ndo na inducdo de membranas de células-tronco da polpa dentaria humana
(hDPSCs) que tiveram suas caracteristicas de manipulacéo fisica, longevidade e

manutencao da indiferenciacdo avaliadas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Regeneracgéo tecidual e uma nova era na Odontologia

Durante a histéria prévia da Ciéncia Odontoldgica, tradicionalmente, buscou-se
a reposicado e/ou reparo dos tecidos e 6rgdos da regido cranio facial (Grossman,
1966; Harada et al., 2008), sendo que, para esse fim, muitos ja foram os avangos
alcancados no desenvolvimento e aprimoramento de materiais sintéticos. No entanto,
o limite de sucesso dessas técnicas convencionais tem ido cada vez mais de
encontro a uma variavel comum: a biologia desses tecidos (Natiella et al., 1970) - e
consequentemente a interacdo materiais-tecidos. Assim, as pesquisas odontolégicas
passaram a buscar uma compreensdao maior da biologia basica, e aplicar seus
principios e técnicas laboratoriais de pesquisa na investigacdo de seus substratos de
estudo, tanto os tecidos dentéarios (Harada et al., 2008; Sharma et al., 2013; Wei et
al., 2013), quanto periodontais (Wang et al., 2014) e orofaciais. Assim, estamos
passando por uma mudanca na filosofia de ensino e pesquisa na area.

Por exemplo, na cirurgia, técnicas de enxertia tem cada vez mais buscado a
regeneracdo de tecidos perdidos por técnicas adaptadas da Engenharia Tecidual;
bem como a Endodontia vem dando largos passos na busca da regeneracdo do
tecido dentario associando a terapia celular com células-tronco (CTs) a scaffolds
(Horst et al., 2012; Moreira et al., 2013). No entanto, ainda ndo somos capazes de
neoformar dentes completos, funcionais e com todas as caracteristicas necessarias
para que se fale em técnicas de regeneracao do 6rgado dentario como um todo (Horst
et al.,, 2012; Diniz 2015), assim, a melhor alternativa para reposicdo de dentes
perdidos ainda esta nas préteses artificiais, sejam suportadas por dentes ou por
implantes osseointegrados.

Em um ambito mais geral dos estudos com CTs vemos uma intensa
investigacao cientifica, devido a possibilidade de inUmeras aplicacbes terapéuticas
(Silva et al., 2012), como a substituicdo de tecidos, a construcdo de modelos para
entender os mecanismos de certas doencgas ou para realizar testes de novas drogas
(Denham et al., 2005). Dessa forma, espera-se conseguir a cura para doengcas como

Parkinson (Kim et al., 2002; Lindvall, 2016), lesbes medulares (McDonald et al.,
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1999), insuficiéncia cardiaca (Min et al., 2002) e diabetes, bem como regenerar
orgaos danificados ou perdidos, a exemplo dos dentes (Denham et al., 2005; Horst et
al.,, 2012). Antes de se atingirem esses objetivos, todavia, varios desafios se
apresentam para os pesquisadores. Formas de se conseguir a diferenciagéo celular
para o tipo exato necessario, formas de se controlar adequadamente a multiplicacéo
celular, questdes éticas envolvidas na manipulacdo das CTs, possibilidade de
rejeicdo das células pelo organismo, além de formas apropriadas de se
transplantarem as células para os 6rgaos doentes sdo exemplos de questdes ainda
sem respostas definitivas (Denham et al., 2005).

Pesquisas avancadas nessa area ja demonstraram ser possivel neoformar
todos os tecidos formadores de um elemento dental, no entanto sem a organizacéo
ou func@o necessérias ao 6rgdo. Ainda sdo muitas as duvidas a serem sanadas
antes que se alcance o mérito de formar um elemento dental capaz de substituir as
técnicas reparadoras atuais (Diniz, 2015; Horst et al., 2012). Conhecimentos de
sinalizacéo celular para formacgéo organizada de todos os tecidos; controle da divisdo
das células de forma a obter um dente com a morfologia desejada; controle do tempo
de proliferacdo dessas células, sinalizacdo de parada de crescimento do elemento e
processos relacionados a erupgdo dental ainda precisariam ser elucidados (Horst et
al., 2012). A complexidade para chegar a todas essas respostas de cunho molecular
e geneético, e saber como trabalha-las a favor, € um grande obstaculo. No entanto, os
avancos ja obtidos pelos novos estudos em bioengenharia nos possibilitam
vislumbrar solugcbes para alternativas regenerativas propostas nos primordios da
Odontologia, e que, por barreiras biolégicas ndo se mostraram efetivas no passado
(Rosa et al., 2012). Assim, técnicas como regeneracdo do complexo dentinho-pulpar,
regeneracdo periodontal, reimplante e transplante dentais tém sido revistas e
reformuladas com base nos novos conhecimentos e técnicas regenerativas (Rosa et
al., 2012; Kang et al., 2013).
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2.2 Limitagdes do cultivo celular in vitro

2.2.1 Limite de Hayflick

Na Década de 60, Leonard Hayflick realizou um importante estudo voltado a
observacéo das divisdes celulares in vitro. Apés cultivar linhagens celulares humanas
por tempo prolongado, concluiu que essas paravam de proliferar apés um ndmero
limite de divisdes, por um processo hoje conhecido como senescéncia replicativa.
Este autor propds também que esse fendmeno celular poderia ser utilizado em
modelos de estudos do envelhecimento humano em nivel molecular e celular
(Hayflick, 1965). Pouco tempo depois (1973) Alexei Olovnikov prop6s uma coneccao
entre a senescéncia celular e o “problema de replicagdo nas pontas dos
cromossomos” — recém descrito por James D. Watson - em uma teoria que chamou
de “Teoria da Marginotomia”. Nela, propos que o encurtamento dos teldmeros seria
um mecanismo intrinseco que, como um relégio, controlaria o nimero de divisdes
celulares antes da senescéncia celular (Olovnikov, 1973). Ja o “problema de
replicacdo da ponta dos cromossomos” foi descrito por Watson como sendo um
processo natural das células em divisdo, onde, durante a replicacdo do DNA, a
polimerase nao conseguiria replicar completamente a extremidade 5 de cada
cromossomo, levando a uma pequena regidao nao copiada. Watson salientou que, se
ndo houvesse um mecanismo compensatério, os telémeros se encurtariam
progressivamente com as divisdes celulares sucessivas (Watson; Crick, 1974).
Posteriormente (1988), Greider e Blackburn (1996) viriam a observar pela primeira
vez essa perda progressiva no comprimento dos teldmeros, em células se dividindo
in vitro.

Os teldmeros sdo estruturas presentes nas extremidades de cromossomos de
células eucarioticas (Muller, 1938; McClintock, 1941) que protegem 0 Cromossomo
da degradacao, fusdo e recombinacao (Kalmbach et al., 2014). Nos mamiferos, sédo
formados pela repeticdo da terminacdo de oligonucleotideos TTAGGG, e
componentes proteicos associados (Blackburn; Gall, 1978). Em um processo

fisiologico natural, as células em divisdo sofrem reducéo gradativa dos teldmeros,
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gue ao atingirem um grau critico de encurtamento, passam a reconhecer danos ao
DNA, sinalizando o processo de apoptose ou entrando em senescéncia.

Até hoje se da o nome de “Limite de Hayflick” ao comprimento minimo de
encurtamente dos teldbmeros que desencadeiaria 0s processos de senescéncia ou
apoptose, apesar de essa associacdo causal (limite de divisbes celulares versus
encurtamento dos telébmeros) ndo ter sido feita por esse pesquisador. Apesar da
importancia das analises feitas por Hayflick, muitas davidas ainda pairavam sobre o
assunto, e essa capacidade replicativa se mostrava bastante heterogénea entre
alguns diferentes tipos celulares - indicando que, provavelmente, existiam mdaltiplos
mecanismos nesse processo de envelhecimento celular a serem ainda desvendados
(Armstrong et al., 2014).

2.2.2 Teldbmeros e a descoberta da Enzima Telomerase

Em 1984, foi descoberta e isolada a Telomerase, enzima responsavel pela
manutencdo e elongacdo dos teldmeros (Greider; Blackburn, 1985), capaz de repor
oligonucleotideos perdidos pelos telomeros durante as divisdes celulares. Ja Cooke e
Smith (1986) notaram que a média do comprimento dos teldbmeros de cromossomos
sexuais em espermatozoides era muito maior do que em células adultas. Eles
consideraram a possibilidade de que células adultas poderiam ser deficientes na
enzima telomerase. Em 1994, pesquisadores detectaram atividade de telomerase
(AT) em 90 de 101 amostras celulares de tumor (provenientes de 12 tipos diferentes
de tumor) e em 98 de 100 linhagens de células imortalizadas. Curiosamente, 0s
mesmos ndo encontraram atividade em 50 amostras de células sométicas normais, o
gue reforgou a idéia de que a AT poderia contribuir para a imortalidade de células
tumorais, bem como estar ausente em tecidos somaticos normais (Kim et al.,1994;
Granger et al., 2002). Estudos nos proximos anos confirmaram uma reducédo no
comprimento meédio dos teldémeros com divisdes celulares em diferentes tipos de
células somaticas, mas ndo nas células germinativas (Greider; Blackburn et al.,
1996). Estas observacdes apoiaram a conclusdo de que as células soméaticas sdo

aparentemente incapazes de manter o comprimento dos teldmeros (Figura 2.1).
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Figura 2.1 - Comprimento dos teldmeros em funcéo do desenvolvimento celular de
células-tronco embrionarias, células-tronco adultas e células
somaticas

A correlacdo entre o comprimento dos teldmeros e potencial replicativo tornou-
se uma ligacdo mecanica, quando foi demonstrado que o potencial replicativo de
fibroblastos humanos primarios pode ser prorrogado indefinidamente pelo
prolongamento artificial dos telébmeros (Bodnar et al., 1998). Para testar esta
hipotese, esse artigo publicado no periddico Science avaliou células que tiveram a AT
propositalmente estimulada. Dois tipos de células humanas telomerase-negativas,
foram transfectadas com vectores que codificam a subunidade catalitica da
telomerase humana (hTERT). As células que tiveram a AT estimulada tiveram seus
telomeros alongados, divisdo vigorosa, e reducdo da expressao génica de -
galactosidase (biomarcador para a senescéncia), quando comparadas ao controle de
células normais telomerase-negativas. Também apresentavam cariétipo normal, sem
sinais de tumorizacao - apesar de ultrapassarem o seu tempo de vida normal em pelo
menos 20 duplicagcbes - estabelecendo assim uma relacdo causal entre o
encurtamento do teldmero e senescéncia celular in vitro. Concluiram que a
capacidade de manter células humanas normais em um estado fenotipicamente
jovem poderia ter importantes aplicacdes em pesquisa e ha Medicina (Bodnar et al.,
1998). Esses experimentos estabeleceram que a perda progressiva do telomero € na
verdade a principal causa da senescéncia replicativa como tinha sido proposto

anteriormente (Olovnikov, 1973).
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A estimilacdo forcada ou o aumento da AT ainda nao foram totalmente
esclarecidas. Tao pouco os processos pelo qual as células agem e/ou regulam tanto
0 encurtamento dos teldmeros, quanto sua reposicdo promovida pela telomerase ou
recombinacdo génica. Mas ja se sabe que algumas substancias sdo capazes de
ativar ou inibir essa enzima alterando o ciclo celular, a exemplo da Vitamina C (Wei et
al., 2012).

2.2.3 Células-tronco

Células-tronco (CTs) sao células indiferenciadas que possuem a capacidade de
auto-renovacao e também a habilidade de se transformar em pelo menos um tipo de
célula diferenciada ou madura (Denham et al., 2005). Sao classificadas de acordo
com sua capacidade de diferenciacdo, podendo ser: 1 - unipotentes, 2 -
multipotentes, 3 — pluripotentes e 4 — totipotentes. Assim, na sequéncia, 1 - séo
capazes de se diferenciar em apenas um tipo de célula adulta (ex: CTs musculares);
2 - dois ou mais tipos de celulares (células do feto em desenvolvimento e CTs
adultas, como as mesenquimais e hematopoiéticas); 3 - capazes de se transformar
em todos os tipos de células de um organismo adulto, excetuando linhagens extra-
embriondrias (ex.: CTs embrionarias, derivadas da massa celular interna de embrides
em estagio de blastocisto); 4 - podem se transformar em qualquer tipo de célula
adulta e também nos tecidos extra embrionarios (que inclui os odcitos fertilizados e
0s blastbmeros de embrides antes do estagio de morula). Além dessas,
recentemente também foram descritas CTs derivadas de tecidos neoplasicos, as CTs
cancerigenas, que resultam em células neoplésicas indiferenciadas, parcial ou
totalmente diferenciadas (Denham et al., 2005).

Também podemos citar a “reprogramacgao de células somaticas” (ou seja,
adultas), descritas pela primeira vez por Takahashi e Yamanaka (2006). Nomeadas
como “Induced Pluripotent Stem Cells” (iPSC ou iPS) essas células sdo modificadas
artificialmente ao ponto de passarem a apresentar caracteristicas semelhantes as
células-tronco embrionarias (ou seja, pluripotentes) (Gonzalez et al., 2011). Esse
importante estudo preliminar utilizou células de fibroblastos de ratos adultos

(Takahashi; Yamanaka, 2006), onde a expresséao forcada dos fatores de transcricéo



31

c-Myc / KIf4 / Oct4 / Sox2 foi capaz de induzir a transformacéo dessas em IPSs.
Esses fatores passaram a ser conhecido entdo como Fatores de Yamanaka, e
continuam servindo de base para outros pesquisadores que ja foram capazes de
reprogramar diversas outras células adultas, inclusive linhagens celulares de origem
dentéria (SCAP, SHED e DPSCs) (Yamasaki et al., 2014).

As terapias com CTs apresentam um grande potencial em termos de
regeneracdo de tecidos vivos, 0 que tem impulsionado uma série de linhas de
pesquisas voltadas para o cultivo in vitro desses tipos celulares (Denham et al.,
2005). Assim, solucbes para os limites bioldgicos desses cultivos, como a
necessidade de grande numero de células, controle da diferenciacdo / indiferenciacao
e da viabilidade das CTs vém sendo alvo constante das pesquisas. Além das
dificuldades biolégicas acima observadas, os avancos em estudos com CTs,
principalmente de origem embrionérias, também séo dificultados por fatores éticos,
aumentando ainda mais a necessidade de conhecimento sobre o potencial de CTs
originadas de tecidos adultos, em especial as oriundas de tecidos que normalmente
seriam descartados, como as linhagens de CTs mesenquimais isoladas dos tecidos

dentérios e adjacentes a esses (Gronthos et al., 2000; Gronthos et al., 2002).

2.2.4 Telomerase em células-tronco

Normalmente todos os tipos de CTs apresentam atividade de telomerase
(AT), o que contribui para a grande capacidade de multiplicacdo e auto-renovacao
dessas células. No entanto a AT néo € igual em todos os tipos de células-tronco
(Lansdorp, 2008). As CT adultas possuem baixa AT, permitindo que ocorra lento e
progressivo encurtamento dos teldmeros, mas sempre mantendo células disponiveis
durante toda a vida do organismo (Kalmbach et al., 2014). J4 as CTs embrionarias
apresentam alta AT, o que manteria estavel o comprimento dos telébmeros a cada
divisdo celular e, teoricamente, confere capacidade ilimitada de multiplicacdo a
essas linhagens celulares (Denham et al., 2005). Alguns estudos demonstraram a
inducéo de efeitos pela telomerase em CT a partir de mecanismos diferentes dos da
construcdo de teldmeros (Lansdorp, 2008). Camundongos transgénicos com

expressao aumentada da subunidade catalitica da telomerase (TERT) apresentaram
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ativacao de CT epidérmicas e migracdo dessas ceélulas quando se instituia estimulo
proliferativo. Houve aumento da proliferacdo de queratindcitos, do crescimento
capilar e da hiperplasia celular (Flores et al., 2005; Sarin et al., 2005).

Existem relatos na literatura de efeitos extrateloméricos da telomerase, ou seja,
ndo ligados ao elongamento de teldmeros (Sarin et al., 2005). E possivel que a
telomerase participe do processo de reparacdo do DNA celular. Foi mostrado que
células que tiveram a AT suprimida apresentavam significativa perda da capacidade
de reparacdo do DNA (Masutomi et al., 2005). Ja se verificou, também, participacdo
da telomerase em outros mecanismos de apoptose celular (Bollmann, 2008), e como
fator regulatério das propriedades imunomodulatérias de CTs da medulla (Chen et al.,
2014). Armstrong et al. (2005) compararam CTs embrionarias normais com outras
induzidas a uma superexpressao da subunidade TERT e descobriram que essas
Ultimas apresentaram maior capacidade de auto-renovacgédo, resisténcia a apoptose,
aumento de proliferacdo e maior resisténcia ao estresse oxidativo. A maioria das
células somaticas humanas tem niveis indetectaveis de AT devido a repressédo do
hTERT desde fases precoces do desenvolvimento embrionario. Consequentemente,
as células somaticas humanas perdem cerca de 50 a 200 pares de base de DNA

telomérico a cada divisao celular (Cong; Shay, 2008).

2.3 Células-tronco e regeneracdo tecidual guiada

2.3.1 Células-tronco da Polpa Dentaria Humana

Em tecidos saudaveis, as células-tronco progenitoras presentes na polpa
dentaria humana, normalmente encontram-se em estado quiescente. Porém, na
presenca de lesdes que danifiguem ou destruam odontoblastos — a exemplo de
céaries, traumas e restauracdes — fatores de crescimento sao liberados pela MEC,
recrutando e induzindo esses tipos celulares a migrar, proliferar e se diferenciar,
com a finalidade de substituir as células danificadas (lohara et al., 2004; Harada et
al., 2008; Ferracane et al., 2010; Harumi et al., 2011).
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O dente humano e suas estruturas de suporte sao fontes de mdltiplas linhagens
de células-tronco multipotentes. Estas células podem ser isoladas da polpa dentéaria
(DPSC, do inglés, Dental Pulp Stem Cells) (Gronthos et al., 2000); da polpa de
dentes deciduos esfoliados (SHED, Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous)
(Miura et al., 2003); do ligamento periodontal (PDLSC, Periodontal Ligament Stem
Cells) (Seo et al., 2004); da papila apical (SCAP, Stem Cells from the Apical Papilla)
(Sonoyama et al.,, 2008) e da gengiva humana (GMSC, Mesenchymal Stem Cells
derived from human Gingiva) (Zhang et al., 2009).

As células-tronco da polpa dentaria (DPSCs), foram primeiramente isoladas por
Gronthos et al. (2000), sendo descritas como células mesenquimais multipotentes e
capazes de regenerar o complexo dentino-pulpar. Estas podem ser caracterizadas
através de marcadores de superficie, como: marcadores mesenquimais STRO-1,
CD13, CD44, CD24, CD29, CD73, CD90, CD105, CD106 e CD146 e marcadores de
células embrionarias Oct 3-4 e Nanog (Kawashima, 2012; Sharma et al., 2013).
Recentemente a Mitofilina também foi descrita como um de seus marcadores, sendo
expressa nessas ceélulas quando ainda se apresentam indiferenciadas (Hwang et al.,
2015). Desde entdo tem aumentado o interesse em modelos de estudo baseados
nesse tipo de CTs, principalmente devido a sua multipotencialidade em se diferenciar
em diversos tipos celulares de interesse para a regeneracao tecidual, facil isolamento
e cultivo, baixa imunogenicidade, e que ndo enfrenta barreiras éticas, ja que tem por
fonte um tecido que normalmente seria descartado apos extracdes dentarias
(Gronthos et al., 2000; Pierdomenico et al., 2005; Arany et al., 2014; Ding et al., 2015;
Jayaraman et al., 2016).

2.3.2 Acido Ascérbico na regeneracéo tecidual

O &cido ascorbico, ou Vitamina C (VC), é um nutriente hidrossoltvel comum e
vital para a saude humana, sendo essencial para a sintese e funcédo de fatores do
sistema imunoldgico, biossintese de colageno e outros constituintes da MEC, agindo
também como cofator em diversas reacdes bioldgicas (Stone; Meister, 1962; Nandi et
al., 2005; Korkmaz; Kolankaya, 2009).
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Fraga et al. (1991) demonstraram que a ingestao de 60 ou 250 mg / por dia de
VC protegeria o DNA de espermatozoides humanos de danos oxidativos endégenos,
causados por espécies reativas de oxigénio, reduzindo riscos de mutagcbes génicas.
No corpo humano, a VC é encontrada predominantemente na forma de Ascorbato
(mono- anion) (Levine et al.,1999), capaz de reduzir radicais livres altamente reativos,
gerando entdo o radical Ascorbil, sua forma ionizada, que € relativamente pouco
reativa (Bielski et al., 1975), razdo essa principal de seu efeito antioxidante. O
Ascorbato também eliminaria varias espécies reativas ndo-radicais, tais como &cido
hipocloroso, ozbnio e agentes derivados de nitracdo pelo peroxinitrito (Halliwell,
2001).

Seu efeito benéfico sobre o metabolismo e longevidade celular tem sido
amplamente aplicado, com diversas finalidades, em estudos in vivo e in vitro
(Halliwell, 2001), inclusive com células-tronco. Tendo em vista a complexidade dos
processos e reacdes do ciclo celular influenciadas por VC, alguns autores sugerem
gue outras intervencdes, além da supressédo dos radicais livres, poderiam somar-se e
justificar a eficiéncia dessa vitamina. Assim, em estudos mais atuais, foram
reconhecidas: 1) sua acdo sobre o aumento da expressdo de Nanog através da
ativacdo da via de sinalizacdo JAK / STAT (Wu et al.,, 2014); 2) repressdo da
expressdo dos genes p53 (Shi et al., 2010) e TET1 (Chen et al., 2013), agindo no
processo de senescéncia celular e auxiliando na reprogramacdo de células
somaticas em IPSs; 3) aumento da atividade da enzina telomerase em PDLSCs;
onde 4) também induziu a formacdo de Cell Sheets através do aumento do
metabolismo celular e, consequentemente, da producgao e deposi¢ao de MEC (Wei et
al., 2012).

2.4 Membranas celulares (Cell Sheets) na engenharia tecidual

A engenharia tecidual para a reposicao de tecidos perdidos envolve trés fatores
primordiais: células, fatores de modulacdo (adesao, proliferacdo e diferenciacdo) e
arcaboucgo (scaffolds), tendo ainda como fator determinante do sucesso in vivo 0
suprimento sanguineo adequado para nutrir e oxigenar 0os novos tecidos (Bartold et

al., 2016). Aléem das limitacbes biologicas das células, relatadas anteriormente no
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texto, a utilizacdo de scaffolds tem como empecilho a nutricdo e a oxigenagao das
células que proliferam em seu interior, além da resposta imunoldgica do hospedeiro a
este corpo estranho (Pirraco, 2011; Yamato; Okano, 2004). Visando transpor a
necessidade de utilizacdo desse aparato, Teruno Okano e colaboradores (1993)
desenvolveram uma placa de cultivo especial (UpCell dish) (CellSeed Inc., Shinjuku-
ku, Téquio, Japéo), que possibilita a formacdo de uma membrana celular organizada
capaz de soltar-se da placa praticamente intacta (Cell Sheet), sendo possivel o
transporte e implantac@o dessas células sem a necessidade de um scaffold mediador
(Okano et al., 1993; 1995; Yang et al.,2005; 2007; Wang et al., 2014; Long et al.,
2014). Isso ocorre devida a capacidade da UpCell dish em promover inversdo na
polaridade de sua superficie de adesdo quando exposta a variacdo brusca de
temperatura (de 37 °C para 20 °C), transformando a placa hidrofobica - como todas
as placas de Petri tradicionais - em hidrofilica, 0 que promove um desprendimento
dessas células do fundo da placa sem a necessidade de uso de agendes de digestao
enzimatica, mantendo seus depdsitos de MEC. Uma segunda técnica ja bem
estabelecida para a obtencdo destas MCs em laboratorio € a inducédo através da
suplementacdo do meio de cultivo com acido ascorbico (vitamina C, VC), em
concentracédo ideal (Nakamura et al., 2010; Wei et al., 2012) (Figura 2.2).

Figura 2.2 - Membrana celular (Cell Sheet) de hDPSC induzida por Vitamina C

A engenharia tecidual mediada por MCs ja tem sido aplicada em diversos
tecidos / 6rgdos como cornea, miocardio, figado e tecidos periodontais (Nishida et al.,
2004; Shimizu et al., 2006; Ohashi et al.,, 2007; Ding et al., 2010; Zhao et al.,

2013).Também ja foram desenvolvidas culturas em 3D, onde a sobreposicdo das
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monocamadas de MCs, do mesmo tipo celular ou néo, possibilitou a formacéo de
estruturas funcionais complexas, mimetizando, neste caso, 0 tecido cardiaco
(Haraguchi et al., 2012). Dentro da Odontologia regenerativa, a Periodontia tem se
destacado na aplicagdo das MCs, principalmente na tentativa de repor o tecido
periodontal perdido ao redor de raizes dentarias (Fujita et al., 2009; Kelm;
Fussenegge, 2010; Wei et al., 2012).

Sendo a MEC mediadora da transmissdo de sinais quimicos e mecanicos
fundamentais na fisiologia celular, como a adesdo, migracdo, proliferagéo,
diferenciacdo e morte, além de prover suporte e sitios fisicos para agregacdo das
células (Freshney, 2005; 2006), o simples fato de os processos de obtencédo das MCs
serem capazes de manter a MEC praticamente intacta - ja que nao sao realizados
subcultivos que empregariam enzimas proteoliticas - poderiam representar uma

vantagem aos métodos tradicionais de cultivo (Yang et al., 2005; Zhou et al., 2012).

2.4.1 Acido Ascorbico induzindo a formac&o de MCs (Cell Sheet)

Inicialmente o &cido ascorbico (vitamina C, VC) passou a ser utilizado nas
concentracdes entre 50 a 100 pg/ml, apenas como complementacdo na técnica
original de obtengcdo das MCs pelo cultivo nas UpCell dishes - ndo sendo esse
estimulo, nessas concentragdes, capaz de formar sozinho MCs verdadeiras, ou seja,
gue se soltassem passivamente da placa. O objetivo era aumentar a deposicao de
componentes da MEC, bem como induzir o inicio da diferenciacdo em tecidos
ostedides ainda in vitro (Flores et al., 2008a; Flores et al., 2008b; Wang et al., 2014).

O primeiro a sugerir a inducdo de formacdo de MCs apenas pela
suplementagcdo com VC e em placas de cultivo convencionais, foi Park et al. (2006).
Neste estudo, 0s condrocitos suinos imaturos foram induzidos por meio
suplementado com 50 pg/mL de VC com o objetivo de reconstruir de cartilagem
suina. As células foram mantidas em cultura por 1 a 5 semanas quando foram
aplicadas em articulagbes de suinos. Ensaios bioquimicos mostraram que a
deposicdo de glicosaminoglicanos foi gradual e continua. Histologicamente a
deposicdo de glicosaminoglicanos foi se tornando cada vez mais homogénea e

intensa com o passar das semanas.
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A primeira membrana celular de tecidos orais utilizando o &cido ascorbico foi
desenvolvida por Flores et al. (2008a). Os autores isolaram células de ligamento
periodontal humanos e conseguiram desenvolver cell sheets por meio do uso da
UpCell dish associado a um meio de diferenciacado osteogénica contendo 50ug/ml de
acido ascorbico-2-fostato, 10 nM de dexametasona e 10 mM de B-glicerofosfato. O
objetivo do estudo foi avaliar o comportamento de cell sheets induzidas por trés
semanas em cultura na regeneracdo do complexo ligamento/cemento da regido de
periodonto. Apdés 1 a 6 semanas no dorso de camundongos associados a discos de
dentina foi observada formacdo de dentina e ligamentos periodontais imaturos na
regido de membrana proxima ao dente.

Em Zhou et al., 2012, culturas de fibroblastos do ligamento periodontal (PDL) de
caes foram enriquecidas com 100 pg/ml de VC para estimular a formacdo da
membrana celular. As culturas foram mantidas por 8 semanas, sem subcultivos, até
gue a membrana celular se auto destacasse da placa. Dentes extraidos tiveram seus
tecidos moles removidos e os canais tratados, e entdo suas raizes foram envolvidas
pela membrana de PDL e reimplantadas em seus alvéolos. O tecido regenerado
apresentou grande quantidade de colageno tipo lll, tipo | e fibronectina.

Wei et al. (2012) estudaram a qualidade de MCs do ligamento periodontal de
suinos (pPDLSC) induzidas apenas por acdo da VC. Para isto, foram comparadas
MCs produzidas em placa termo ajustavel (UpCell dish) (grupo controle) e aquela
induzida pela VC isolada, em diferentes dosagens. Foram plaqueadas 1 x 10° células
em placas de 60 mm para todos 0s grupos, apos a confluéncia o meio clonogénico
era reposto e suplementado com dosagens variadas de VC (0 pg/ml, 5 pg/ml, 10
pg/ml, 20 pg/ml ou 50 pg/ml). Apos 10 a 13 dias as MCs descolaram das placas e
foram aplicadas em lesdes periodontais induzidas em dentes de mini pigs. Apés 12
semanas in loco o0s animais foram submetidos a eutanasia e as amostras
processadas para analise histoldgica, microscopia eletrbnica de transmissao (MET) e
RT-PCR. Nas dosagens até 10 pg/ml ndo houve a formacdo de MCs. As
concentracbes 20 e 50 pg/ml formaram MCs, no entanto ndo houve diferenca
histologica. O sucesso da formacdo de MCs foi de 80 % na técnica UpCell dish
enquanto que no grupo induzido por VC foi de 100 %. Por MET foi observada
formacdo de juncgdes tight entre as células e a manutencdo da matriz extracelular
endogena nos grupos tratados com VC. Além disso, no grupo tratado com 20 pg/mi

de VC houve melhor taxa de proliferacéo, atividade de telomerase e maiores niveis
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de RNAm de proteinas de matriz extracelular (colageno tipo I, B1 integrina e
fibronectina), de marcadores de indiferenciagcdo (Oct4, Sox2 e Nanog) e de
marcadores osteogénicos (RUNX2, ALP e OCN). No modelo animal a porcentagem
de cemento / ligamento / 0sso alveolar-simile foi significantemente maior no grupo VC
gue no grupo UpCell dish. Complementando este estudo, a dosagem 20 pg/ml de
vitamina C também foi capaz de induzir a formacdo de MCs de células-tronco
mesenquimais de outras fontes (medula 6ssea e corddo umbilical humano) sugerindo
seu potencial em estudos de regeneracéo tecidual.

O dUnico trabalho encontrado na literatura que analisou o0 comportamento de
MCs de DPSCs no periodonto de dentes suinos foi Cao et al. (2015). Neste estudo,
as DPSCs foram transfectadas com o gene HGF (do inglés, hepatocyte growth fator)
gue é um fator de crescimento angiogénico frequentemente utilizado para a
regeneracdo periodontal. Sabe-se que este fator € um potente mitdgeno, com
atividade antiapoptética e morfogénica podendo aprimorar o processo de
regeneracdo de diversos 6rgdos (Matsumoto; Nakamura, 1997). O comportamento
de MCs foi comparado com a injecdo das mesmas ceélulas (cultivadas pelo método
tradicional, ou seja, sem inducao de MCs), transfectadas ou ndo pelo fator, em lesdes
periodontais induzidas. Para a producdo das MCs foram cultivadas 1 x 10° HGF-
DPSCs ou DPSCs em placas de petri de 60 mm contendo meio de cultivo aMEM
suplementado com 20 pg/ml de VC por 10 a 15 dias. ApGs 12 semanas 0s animais
foram submetidos a eutanasia. Histologicamente foi observado que, tanto nos grupos
de células injetadas quanto de MCs (transfectados ou n&o), houve producédo de novo
0sso alveolar. No grupo controle onde ndo foi realizado nenhum tratamento os
defeitos foram preenchidos de forma irregular com tecido fibroso e epitélio. A analise
por tomografia computadorizada (TC) mostrou que maior volume de 0sso produzido
nos grupos de MCs (transfectados ou ndo) que nos grupos de células injetadas.
Quanto a producéo de tecidos moles, os grupos MCs foram capazes de repor tecidos
proximo da normalidade, sendo em maior grau que nos grupos onde as células foram
injetadas. N&o houve diferenca entre as MCs com células-transfectadas ou ndo na
producdo de tecidos moles. Os autores sugerem o uso de MCs (HGF-DPSCs ou

DPSCs) para técnicas de regeneracao periodontal.
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2.5 Laserfototerapia (LFT)

A Laserfototerapia (LFT), ou LLLT (do inglés, Low Level Laser Therapy), é a
aplicacao de luz laser em baixa intensidade (comprimentos de onda entre 600 - 1100
nm, ou seja, vermelho ao infravermelho préximo), variando na poténcia e densidade
de energia (geralmente entre 1 mW a 500 mW e 1 a 20 J/cm’, respectivamente) de
acordo com o tipo de tecido / célula e objetivos do tratamento (Karu; Afanas’eva,
1995; Huang et al., 2011; Alghamdi et al., 2012). Sendo esses principalmente a
modulacdo de processos inflamatério e cicatricial, alivio de dor e, mais
recentemente, a promocdo de regeneracao tecidual. A luz absorvida é capaz de
causar alteracbes quimicas, assim como ocorre no processo de fotossintese nas
plantas (Huang et al., 2011), ndo possuindo efeito térmico perceptivel (Huang et al.,
20009).

O primeiro a descrever seus efeitos foi Endre Mester (1967), quando observou
gue os pélos de camundongos irradiados cresceram mais rapido do que os de
controles nao irradiados. J4 a pioneira em teorias para explicar os fenbmenos da
fotomodulagéo foi Tina Karu, em sua teoria da fotodissociacdo, onde sugere que
fotoaceptores intracelulares estariam envolvidos na absorcdo da luz (Karu, 1989).
Resumidamente, a luz ativaria fotoaceptores mitocondriais desligando componentes
reguladores da cadeia respiratéria e reestabelecendo o fluxo de elétrons com
producdo de ATP (do inglés, adenosinetriphosphate) (Huang et al., 2009, 2011;
Alghamdi et al., 2012). Moléculas sinalizadoras produzidas nesse processo poderiam
ainda desencadear eventos moleculares e celulares bioestimulatorios.

Assim, uma reacao fotobiolégica envolve a absorcdo de luz em um
comprimento de onda especifico por uma molécula fotorreceptora (fotoaceptora;
cromoforo) nativa, que pode eventualmente assumir um estado eletronicamente
excitado em decorréncia da absorcdo de luz (Karu, 1999). Esse € o0 caso da
citocromo ¢ oxidase (cit ¢), uma enzima situada na membrana interna mitocondrial,
descrita por diversos autores como sendo sensivel a irradiagdo na regido do
vermelho ou do infravermelho proximo (Karu, 1989; Karu et al., 1995; Karu, 1999;
Gao; Xing, 2009; Huang et al., 2011).
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2.5.1 Mecanismos de acéo da LFT

Os mecanismos de acdo da LFT ainda ndo foram totalmente esclarecidos, no
entanto existe um consenso entre autores de que os cromdéforos celulares seriam 0s
responsaveis pela captacdo da luz visivel em células de mamiferos. Dentre os
cromoforos sensiveis aos comprimentos de onda da luz vermelha (aproximadamente
660 nm), o mais estudado na literatura atual é a enzima Citocromo C Oxidase (cit-c)
(Karu e Afanas’eva, 1995), componente da cadeia respiratoria que se encontra na
membrana interna mitocondrial (Figura 2.3). Assim, essa organela tem sido
considerada como local provavel do inicio do processo de fotobiomodulagcdo, onde
desencadeia uma cascata de eventos bioldgicos (Hamblin; Demidova, 2006; Hamblin,

2008).
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Estrutura da cadeia de transporte de elétrons na membrana interna mitocondrial.

Figura 2.3 — llustragdo de uma mitocondria detalhando a membrana mitocondrial interna, local da
absorcéo dos fotons de laser no comprimento de luz vermelha (A). Na maior ampliagao
(B), vemos a representacdo ilustrativa da estrutura da cadeia transportadora de elétrons
na membrana mitocondrial interna em uma célula com metabolismo normal. Nessa
condicgdo, a citocromo c¢ (cit ¢) - enzima terminal (complexo 1V) da cadeia respiratoria —
responsavel por mediar a transferéncia de elétrons ao oxigénio molecular, gerando como
produto uma molécula de &agua (H.O) e bombeando 2 H' para o espaco
intermembranoso. Isso gera uma concentracdo de prétons nessa regido, levando a um
gradiente osmético que induz a passagem desses prétons pela molécula ATP sintase.
Esse processo é conhecido como “forga préton-motora”, e é capaz de promover uma
alteragdo conformacional na molécula de ATP sintase, que sofre rotacéo, produzindo
energia suficiente para converter o ADP em ATP
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A reducao das atividades metabdlicas celulares em situagdes adversas é um
mecanismo protetor de sobrevivéncia celular, e em consequéncia, ha diminuicdo dos
ciclos respiratorios (Tata; Waynant, 2011). Isso se da pela ligacdo de NO (6xido
nitrico), ao invés de oxigénio, em sitios dentro do complexo IV reduzindo-se assim a
taxa de conversdo de ADP (do inglés, adenosine diphosphate) em ATP pela ATP
sintase (fosforilagdo oxidativa). O Oxido nitrico, por sua vez, € uma molécula
reguladora do fluxo de elétrons na cadeia mitocondrial. Variagcbes no fluxo de
elétrons na cadeia respiratéria, portanto, ditardo a producdo de maior ou menor
guantidade de ATP. Por outro lado, o desligamento de NO dos sitios do complexo IV
implica em reestabelecimento do ciclo de elétrons normal na cadeia respiratéria.
Existem evidéncias de que fétons de luz possam desfazer a ligacdo do NO nos sitios
do cit ¢ (Huang et al., 2011). Dessa forma, a LFT tem a habilidade de reverter a
inibicdo da respiragdo celular induzida pelo NO e, como ja mencionado, aumentar a
atividade de bombeamento de protons de hidrogénio pela cit c. O aumento de ciclos
respiratorios com a remoc¢ao do NO gera energia, mas também maior disponibilidade
de elétrons para captura pelo oxigénio molecular, levando a producéo de ROS. Isso
explicaria porque os efeitos da laserfototerapia séo vistos principalmente em
células/tecidos que se encontram em algum desequilibrio, ou seja, mais propensos
aos processos de Reducdo / Oxidacdo (REDOX) - como privagbes nutricionais,
inflamacdes, cultivos in vitro, estresse oxidativo, entre outros - enquanto essa parece
nao influenciar significativamente o metabolismo de células e tecidos que se
encontram em normalidade (Hamblin, 2008).

Em sintese, o processo subsequente a absor¢ao do féton de luz pelo cit-c, que
reestabelece a respiracdo mitocondrial, induz ao aumento da producdo de ATP e
consequentemente do metabolismo celular. Em concomitancia, alteracdes na cadeia
ibnica promovem a modulacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
reactive oxygen species) capazes de sinalizar fatores de transcricdo génica que
levariam as respostas secundéarias (efeitos tardios) nas células e tecidos
circundantes. Entre as espécies reativas de oxigénio mais relatadas apés LFT estdo
0 superoxido (O, ), peroxido de hidrogénio (H,O,), radical hidroxila (OH’), oxigénio
singleto (*O.) e 6xido nitrico (NO), sempre em baixas concentracées (Chaudhari et
al., 2012). Assim temos que, se por um lado grandes quantidades de ROS podem
ser danosas aos tecidos, levando a senescéncia celular, apoptose e carcinogénese

(Balaban et al., 2005), por outro encontramos que baixos niveis de ROS — como o0s
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decorrentes das LFT — podem atuar como sinalizadores celulares, tendo papel
inclusive na manutencdo da indiferenciacdo e na diferenciacdo de células-tronco,
bem como na auto-renovacdo de HSCs (do inglés, Hematopoietic Stem Cells)
(Chaudheri et al., 2002).

Dentre o0s principais efeitos tardios descritos para o fendmeno de
fotobiomodulacéo estdo o aumento da proliferacdo e migracao celular e a modulacéo
dos niveis de citocinas, fatores de crescimento e mediadores inflamatoérios, além do
aumento da oxigenagéao dos tecidos (Kato et al., 1981; Karu 1989; Karu, 1995; Karu e
Afanas’eva, 1995; Karu, 1999; Karu; Kolyakok 2005; Karu et al., 2005; Hamblin e
Demidova, 2006; Hamblin, 2008; Karu, 2008; Chen et al., 2009; Huang et al., 2011).
Assim, respostas secundarias seriam as responsaveis pela acdo da LFT, ndo apenas
imediatamente, mas também cerca de 24 a 72 horas ap0s a irradiacdo (Hamblin;
Demidova, 2006).

2.5.2 Laserfototerapia em células e tecidos

Assim como os fatores de crescimento, a Laserfototerapia (LFT) também tem
mostrado ser capaz de induzir a proliferacdo e migracéo celular, além de influenciar
na potencialidade e auto-renovacdo de CTs (Eduardo et al., 2008; Damante et al.,
2009; Ferreira, 2011; Ferreira et al., 2012a; Ferreira et al., 2012b; Giannelli et al.,
2013; Diniz, 2015). Nosso grupo de pesquisa vem h& anos estudando os efeitos da
laserfototerapia sobre células e tecidos (Pereira et al., 2002; Fujihara et al., 2006;
Eduardo et al., 2008; Damante et al., 2009; Sousa et al., 2009; Moreira et al., 2011,
2013; Diniz, 2015; Diniz et al., 2015). Estes estudos mostraram a capacidade da LFT
em influenciar o metabolismo e fisiologia celular de acordo com o microambiente em
gue se encontram e com os parametros de irradiacdo empregados. Neste sentido,
0s estudos mais recentes apontaram para a possibilidade desta terapia poder ser
aplicada na engenharia tecidual com o objetivo de melhorar as respostas de células-
tronco favorecendo a regeneracgao de tecidos.

Em consequéncia da LFT sdo observados aumento na sintese de DNA e
RNA, por exemplo, com producdo de proteinas constituintes da matriz extracelular

(fibronectina e colageno), aumento na proliferacdo e migracéo celular, propriedades
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imunomodulatérias melhoradas, angiogénese, efeitos neurotréficos, entre outros
(Tadakuma et al., 1993; Souil et al., 2001; Garavello et al., 2004; Eduardo et al.,
2008; Damante et al., 2009; Sousa et al., 2009; Moreira et al., 2011). Ou seja,
respostas biologicas bastante semelhantes as induzidas pela vitamina C, citadas

anteriormente.

2.5.3 LFT influencia a potencialidade de células-tronco

A LFT pode manter a indiferenciacdo ou induzir a diferenciacdo de células-
tronco a depender do microambiente e dosimetria (Ferreira et al., 2012a; Ferreira et
al.,, 2012b; Giannelli et al., 2013; Arany et al., 2014; Diniz, 2015). Sendo a
combinacdo de fatores de crescimento e parametros ideais de irradiacdo os
principais fatores estudados na atualidade, que guiardo para o objetivo esperado
(Ferreira et al., 2012b; Arany et al., 2014; Diniz, 2015).

A falar especificamente da LFT, além da forma de aplicacdo (ex: continua /
pulsada; em contato / sem contato; frequéncia do tratamento), alteracdes na
resposta a irradiacdo também podem ser conseguidas através da modificacdo do
comprimento de onda (vermelho / infravermelho), densidade de energia (DE) e
densidade de poténcia (DP) as quais as células serdo expostas. Nosso grupo de
pesquisa encontrou que as densidades de energia de 3 J/cm2 e 5 J/cmz?, aplicadas
em hDPSCs em condi¢cdes de déficit nutricional, foram capazes de promover
proliferacdo significativa destas células, sendo 5 J/cm2 também capaz de induzir
diferenciacdo, quando associada a fatores de crescimento, sejam enddgenos ou
exdgenos (Eduardo et al., 2008; Ferreira, 2011; Ferreira, 2012a; Ferreira, 2012b;
Diniz, 2015). Ferreira et al., (2012b) e Arany et al., (2014) demonstraram que a LFT
seria capaz de induzir, nas CTs da polpa, 0 aumento da expressao de marcadores
de diferenciacdo para tecidos mineralizados, quando associadas a fatores de
crescimento BMP2 (incorporado) e TGF-B (enddgeno), in vitro e in vivo,
respectivamente. Em contrapartida, na auséncia de fatores de crescimento, a LFT
com 5 J/cm? passou a expressar marcadores celulares de indiferenciacéo, Nestin e
CD90 (Ferreira et al., 2012a), sugerindo que a presenca de fatores de crescimento

poderia ser um direcionador da ag¢ao da LFT, induzindo diferenciagdao ou, na
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auséncia, mantendo a multipoténcia de CTs mesenquimais. Assim, em Gianelli et al.
(2013), a LFT mostrou ser capaz de estimular a proliferacdo de MSCs (Mesenchymal
Stem Cells) via Notch-1 - um fator importante na regulacdo da auto-renovacao, ou
seja, na capacidade de gerar célula-filha multipotente como a célula-mée - onde
observaram altos niveis desse e de seu receptor no citoplasma e nucleo 72 horas
apos a irradiacdo das células.

Muitos sdo também os estudos relacionados a diferenciacdo de células-tronco
induzidas por LFT (Abramovitch-Gottlib et al., 2005; Matsui., 2007; Mvula et al.,
2008; Hou et al., 2008; Matsui et al., 2008; Wu et al., 2013; Arany et al., 2014; Diniz,
2015). Entre essas pesquisas, Arany et al. (2014) destaca-se em importancia ja que
comprovou a aplicacdo clinica do laser induzindo regeneracdo dentaria in vivo.
Reportaram também os efeitos da LFT e seu mecanismo de acdo na ativacao de
TGF-B latente para promogao de diferenciacdo de DPSCs e formagao de dentina
terciaria in vivo. Para tal utilizaram um modelo acelular com solu¢cfes de soro para
testar o microambiente pds-cicatrizacdo hemostética de feridas, o qual poderia estar
presente durante o tratamento com a LFT, e que conteria quantidades abundantes
de TGF-B latente derivado de soro ou plaquetas. Observaram que a terapia induz
alteragbes conformacionais em constituintes complexos do soro, e que um desses
constituintes seria 0 TGF-B1. Em seguida, utilizando células normais ou mutadas no
residuo metionina (posi¢céo 253) da molécula do TGF-B1, o qual é conhecidamente
sensivel a sensibilizacdo por espécies reativas de oxigénio (ROS), os autores
confirmaram que a presenca de superoxido, peroxido de hidrogénio ou radicais
hidroxila € necessaria para que haja ativacdo do TGF-B por meio da LFT. A LFT
ainda promoveu a diminuicdo na expressdo de marcadores de células-tronco, como
STRO-1, CD90, CD117 e CD44, sugerindo que a transi¢ao celular induzida pelo
laser, nessa situacdo de microambiente com presenca de fator de crescimento, seria
voltada para diferenciagéo, ou seja, longe do estado multipotente inicial. Ao mesmo
tempo, encontraram maior expressao de marcadores odontoblasticos, como DMP1,
DSP e OPN do que os controles nao-irradiados. In vivo, utilizando modelo de
camundongo knockout condicional para TGF-B, a LFT induziu quantidades de
dentina terciaria similares ao grupo controle. Células da polpa dental ndo-irradiadas
derivadas desse modelo foram capazes de produzir tecido mineralizado quando

induzidas por BMP4, mas nao foram responsivas a estimulacdo por TGF-B1. Dessa
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forma, os autores constataram o papel do eixo ROS-TGF-B1 em mediar os efeitos
regenerativos da LFT na induc&o de dentina terciaria.
Diante do exposto, ainda ha muito que se estudar para o entendimento dos

efeitos biolégicos da LFT e, em especial, na regeneracao tecidual.
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3 PROPOSICAO

Objetivo geral:

O objetivo do trabalho foi o de avaliar o efeito da LFT associada ou ndo a
Vitamina C na formacéo de MCs (Cell Sheets) de hDPSCs.

Objetivos especificos:

e Analisar a capacidade da LFT associada ou ndo a VC na formacao de MCs;
e Analisar as caracteristicas macroscoépicas e microscopicas das MCs formadas;
e Analisar as caracteristicas fenotipicas, bem como a atividade da Enzima

Telomerase das hDPSCs nas MCs.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultivo celular

Células da polpa dentaria de terceiros molares extraidos por razoes
ortoddnticas, de pacientes com idades entre 15-27 anos (n=5), foram previamente
isoladas e caracterizadas como células-tronco de polpa dentaria humana (hDPSCs -
do inglés dental pulp stem cells) por Diniz (2015). Aliquotas congeladas destas
células (P1; = 10° células por criotubo) que se encontravam estocadas no
biorrepositériodo Laboratériode Pesquisa Bésica Prof. Edmir Matson do
Departamento de Dentistica da Faculdade de Odontologia da Universidade de Séo
Paulo (FOUSP) foram utilizadas. O presente estudo recebeu a aprovacédo do Comité
de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da FOUSP (CAAE:
40392114.3.0000.0075).

As hDPSCs foram descongeladas em banho de agua a 37 °C e cultivadas em
meio de cultura a-MEM (GIBCO / Life Technologies, Grand Island, NY, EUA)
suplementado com 15 % de soro fetal bovino (MSC-SFB, GIBCO) e solucdes para
concentracao final de 100 U/ml de penicilina + estreptomicina (Pen Strep, GIBCO), 2
mM de L-glutamina (GIBCO) e 0.1 mM de &cido ascorbico (Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, MO, EUA). Esse meio foi denominado de meio clonogénico.
As células foram ent&o incubadas a 37 °C numa atmosfera iumida contendo 95 % de
ar e 5 % de diéxido de carbono (COy).

A monitorizagdo do crescimento celular foi realizada diariamente em
microscopio invertido de fase e o meio de cultivo trocado a cada 2 ou 3 dias, de
acordo com o metabolismo celular. Os subcultivos foram feitos quando as células
atingiam a subconfluéncia (aproximadamente 70-80 % do fundo da placa ocupado
por células). O meio do frasco de cultivo foi aspirado e as células lavadas duas vezes
com solucdo tampao fosfato-salina sem calcio e sem magnésio (PBSA, do inglés
calcium and magnesium-free phosphate buffered saline), pH 7,2. A seguir, as células
fora destacadas com 2 ml de uma solucéo de tripsina a 0,25 % (LGC Biotecnologia,
Cotia, SP, Brasil) em estufa & 37 °C por 3-5 min, e entdo a tripsina foi inativada por

meio de cultura contendo soro fetal bovino. As células em suspensdo foram
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transferidas para um tubo de ensaio e centrifugadas (300 X g) durante 5 minutos, a
temperatura ambiente.

O precipitado de células resultante da centrifugacéao foi ressuspendido em 1 ml
de meio fresco. Essa suspensao de células foi entdo replagueada em novos frascos
de cultivo, criando novas passagens da cultura. Com o intuito de manter a menor
passagem possivel, foram realizados estoques congelados de aliquotas de células na
segunda passagem (P2). As células utilizadas nos experimentos foram expandidas
até, no maximo, P3, exceto por uma aliquota de células que continuou sendo
subcultivada até a passagem 27 (P27) para serem plagueadas posteriormente como
grupo controle senescente. Todos o0s procedimentos de cultivo celular foram
realizados em capela de fluxo laminar, seguindo os protocolos de manutencdo de
esterilidade dos materiais e solugbes utilizadas (normas de seguranca NBR/IEC
601.2.22 e IEC 60825-1/2001-8).

4.1.1 Recaracterizacao das células

Para verificar se as células mantiveram as caracteristicas de células-tronco
mesenquimais apos o descongelamento, as mesmas foram recaracterizadas por

citometria de fluxo, pela dobra populacional e pela capacidade de gerar colbnias.

4.1.1.1 Caracterizacdo imunofenotipica por citometria do fluxo

Para identificar e caracterizar imunofenotipicamente a progenia das populagdes
celulares de polpa dentaria foi utilizado o seguinte painel de anticorpos primarios,
conjugados com fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) ou aloficocianina (APC), contra
moléculas de superficie humanas, a saber: CD14-PE, CD44-APC, CD45-APC (BD
Biosciences, CA, EUA), CD146-APC (Biolegend, CA, EUA), STRO-1-FITC (BD
Biosciences) e, ainda, os anticorpos ndo acoplados de fabrica CD105, Oct % e
Nanog, bem como seus controles isotipicos IgG1k-FITC e IgG2k-FITC (todos BD

Biosciences).
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As culturas foram subcultivadas até a obtencdo de no minimo 1 x 10° células
por marcador de superficie. Todo protocolo de citometria foi realizado a 4 °C e as
centrifugacdes realizadas a 550 x g por 5 minutos. As placas de cultivos foram
acondicionadas em recipiente gelado e entdo as células foram lavadas duas vezes
em PBSA e colhidas com solucdo de enzima marinha com atividade colagenolitica e
proteolitica (StemPro Accutase; GIBCO) por 10 minutos, sob agitacdo, para minimizar
a internalizacdo de antigenos de superficie. As células foram entdo centrifugadas e
fixadas em 10 ml de solucéo de paraformaldeido (PFA) a 4 % e uma aliquota de 10 pl
foi coletada para contagem do numero de células em camara de Neubauer. Esse
conteudo foi armazenado a 4 °C até o dia da leitura das amostras no citbmetro de
fluxo, ndo ultrapassando o periodo de 7 dias.

No dia da analise as células foram lavadas duas vezes em PBSA a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e solugéo de albumina de soro bovino (BSA; do inglés,
bovine serum albumine) a 5 % foi adicionada as células por 1 hora para bloqueio de
sitios inespecificos. As células foram ressuspendidas em PBSA (3% BSA) e
marcadas com anticorpos primarios (200:1) com tempo de incubacéo de 1 hora. Aléem
desse passo, 0s anticorpos que nao vinham de fabrica conjugados ao fluorocromo
(CD105, Oct % e Nanog) foram incubados por mais 1 hora com fluoréforos proprios
ao fim (controles isotipicos IgG1k-FITC e IgG2k-FITC). A suspensao de células foi
entdo lavada trés vezes em PBSA. A seguir, a suspensao de células marcadas foi
filtrada (70 pum) e colocada em tubos para ser contada e classificada em leitura no
citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, EUA) no Departamento de
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP. Foram adquiridos 50.000
eventos dentro do gate. Os dados foram analisados pelo programa 9.6.2 FlowJo
Software Version (Tree Star, OR, EUA).

4.1.1.2 Contagem de Unidades Formadoras de Colénias — Fibroblasticas (CFU-F do

inglés coloning formation units-fibroblastic)

Para a contagem do numero de CFU-F, hDPSCs em P2 foram plagueadas a
densidade de 200 células/poco de 35 mm, em quadruplicata, e cultivadas em meio

clonogénico por 9 dias. A quantidade de CFU-F por poco foi assessada ao final deste
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periodo. As placas foram fixadas em solugéo de PFA a 4 % e coradas com solugéo
de azul de toluidina a 0,1 % (Sigma-Aldrich) em 1 % de PFA em PBS e, a sequir,
fotografadas. O numero de CFU-F nas fotografias foi determinado utilizando o
programa Image-J (NIH, National Institutes of Health, MD, EUA). Contagem maior
gue 50 células por colbénia foi considerada como positiva (1 unidade). Para servir
também como indicador da viabilidade celular, foi aplicadado o calculo da Eficiénica

de Plagueamento (EP) pela seguinte fomula:

A . Nu d 16ni
Eficiéncia de Plaqueamento (%) = e O x 100

Nuimero de células plaqueadas

4.1.1.3 Tempo de Dobra da Populacéo (DP)

O tempo de dobra da populacdo das hDPSCs foi determinado através da
analise da curva de crescimento, obtida por contagem eletrénica do namero de
células. hDPSCs foram plaqueadas em pocos de 35 mm (5 x 10* células por poco) e
cultivadas em meio clonogénico por 9 dias. Foram plaqueados dois pog¢os por tempo
experimental. Os tempos avaliados foram 24, 48, 72, 96, 168 e 216 horas. As
hDPSCs de cada poco foram coletadas por tripsinizacdo e imediatamente fixadas
com solucdo de PFA a 4 % e armazenadas a 4 °C em tubos de ensaio para posterior
contagem eletronica no Citbmetro de fluxo BD Accuri C6 FlowCytometer (BD
Biosciences). Os dados de contagem celular foram utilizados para obter a curva de
crescimento e para o calculo do tempo de dobra populacional aplicando-se a seguinte
férmula: logaritmo natural (Ln) de (nimero de células em 216 horas menos o0 himero

de células em 24 horas) dividido pelo Ln de 2.

. Ln (n2 de células final-n? de células inicial
Dobra Populacional = ¢ = o) = )
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4.2 MCs (Cell Sheets) de hDPSC

Para a obtencdo de MCs as hDPSCs de uma mesma passagem (P3) foram

plaqueadas em placas de 6 pocos de 35 mm cada (5x10* células por poco). As

células foram cultivadas em meio clonogénico e incubadasem estufa a 37 °C em

atmosfera Umida contendo 5% de CO.,.

4.2.1 Grupos Experimentais

Vinte e quatro horas apds o plagueamento das células nos poc¢os, as culturas

foram submetidas aos tratamentos de acordo com 0S grupos experimentais

(Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Grupos experimentais

Grupos

Experimentais

Tratamentos

Controle negativo (P3)

Células em P3 cultivadas em meio clonogénico, sem tratamento

adicional

Controle positivo de

Senescéncia (P27)

Células em P27 (senescentes) cultivadas em meio clonogénico,
sem tratamento adicional

VC

(controle positivo)

Células em P3 cultivadas em meio clonogénico suplementado

com 20 pg/ml de acido ascoérbico (vitamina C; VC)

Laser

Células em P3 cultivadas em meio clonogénico e submetidas a

laserfototerapia (LFT)

Laser+VC

Células em P3 cultivadas em meio clonogénico suplementado
com 20 pg/ml de VC e submetidas a LFT
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4.2.2 Aplicacéo da Laserfototerapia (LFT)

Para a LFT foi utilizado um equipamento laser de diodo de fosfeto de indio-gélio-
aluminio (InGaAlP) (PhotonLase Ill DMC - Equipamentos, S&o Carlos, SP, Brasil), em
baixa intensidade e modo de operacdo continuo, pontual e em contato, aplicando-se
0S seguintes parametros dosimétricos: Comprimento de onda = 660 nm (luz
vermelha), Poténcia = 20 mW, Area do feixe = 0,028 cm?, Densidade de Poténcia =
0,71 W/cm?, Tempo = 7 segundos, Densidade de Energia =5 J/cm? e Energia=0,14 J
por ponto. As irradiacBes ocorreram em dias alternados durante todo o periodo do
experimento, de forma pontual (5 pontos / po¢o) e em contato na base da placa. A
poténcia do equipamento foi aferida antes e apos todas as sessbes de irradiacao,
com auxilio de medidor de poténcia (Laser Check, MM OpticsLtda, S&o Carlos, SP,
Brasil). O valor da emissédo foi programado para o parametro do estudo através

desse medidor, e ndo pelo valor no painel de controle do equipamento (Figura 4.1).

o)
O

=4

Figura 4.1 — (A) llustracdo das irradiacOes realizadas nas placas de 6 pocos, onde, para evitar
sobre-irradiacdo dos grupos experimentais, 0s pocos intercalados eram mantidos
vazios. Foram irradiados 5 pontos equidistantes, em contato como o fundo da
placa (lado externo). (B) Fotografia ilustrando a afericdo da poténcia de saida do
equipamento realizada a cada sessao de LFT, observa-se a marcacédo de 20 mwW
de poténcia, no comprimento de onda 660 nm, mesmo quando € interposta uma
placa igual a utilizada para os experimentos
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4.2.3 Andlise das Membranas celulares (Cell Sheets)

As culturas foram mantidas nos pocos, sem subcultivos, até que as MCs se
soltassem da placa espontaneamente, o que ocorreu entre 10 e 13 dias, a depender
do grupo. As trocas dos meios de cultivo foram realizadas a cada 2 dias
(protocolo adaptado do proposto por Wei et al., 2012). Todo o meio de cultura dos
pocos era trocado por meio fresco de acordo com o grupo experimental, ou seja,
meio clonogénico para os grupos controles e laser e meio clonogénico acrescido de
20 pg/ml de &cido ascorbico (vitamina C) para os grupos VC e Laser+VC.

As MCs dos diferentes grupos experimentais foram analisadas
macroscopicamente por método visual (fotografias dos pocos) e suas células por
microscopia (microscopia de luz e de fase). A atividade da enzima telomerase foi
identificada por TRAP (do inglés Telomeric Repeat Amplification Protocol), seguido
de ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Para a avaliacdo da
manutencdo da indiferenciacdo das células (Mitofilina e Oct 4), presenca da fase
catalitica da enzima telomerase (hTERT) e confirma¢édo da senescéncia das células
do grupo senescente (B-galactosidase), as hDPSCs das membranas de todos os
grupos experimentais foram submetidas ao RT - qPCR (do inglés
ReverseTranscriptase- Quantitative Polimerase Chain Reaction). As amostras foram
coletadas em tempos experimentais pré-determinados e de acordo com as
recomendacdes de cada andlise a ser realizada. A figura 4.2 apresenta o cronograma
experimental das trocas de meios e coletas para as diferentes analises das MCs dos

diferentes grupos experimentais.
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Dias experimentais
Grupos
1°] 20 [3e] ge 62 | 70| se 100 [112] 120 [130
Controle*? - - - .
Senescente *2 - - - .
VC VC - VC VC - VC VC - VC -
Laser LFT - LFT LFT - LFT LFT - LFT -
Laser + VC LFT+VC| - LFT+VC LFT+VC| - LFT+VC LFT+VC| - LFT+VC| -
Coletas
Amostras*P -1 - [24h| - - ’/ - - - - 13
dias dias
Cell Sheets*€ - - - - . . ) ¥C | ®C | xcC *C
Troca de Meio | -l |- [mwm]-Tw™m][-[]w™m][-]m™]-

Figura 4.2 - Fluxograma dos experimentos e coletas de material para as diferentes andlises. VC =
acréscimo de solucdo de Vitamina C de modo a obter concentracdo final de 20 pg/ml em
cada poco; LFT = laserfototerapia; TM = troca de meio.
*2 grupos controle (P3 e senescente) ndo receberam tratamentos adicionais, apenas
troca do meio clonogénico nos mesmos tempos em que 0s demais grupos.
- coleta das amostras para os experimentos de Atividade de Telomerase (24 horas
apos primeira inducdo, 7 e 13 dias) e RT-qPCR (24 horas ap6s primeira inducdo e 7

dias).

*°: coleta das MCs (Cell Sheets) para processamento histologico. Os tempos variaram
entre 10 e 13 dias, conforme ocorria o descolamento espontaneo em cada grupo

4.2.3.1 Macroscopia das MCs

Entre o 10° e 13° dia apds o plagueamento, quando as MCs se destacavam dos

pocos de cultivo, ou ao menos suas bordas se destacavam, estas foram manipuladas

e removidas das placas para serem submetidas as analises posteriores. Neste

momento, a analise macroscopica se baseou na manutencdo de integridade das

mesmas de forma qualitativa. Para esta analise macroscopica foi utilizada a técnica

de coloracdo “Pandtico rapido” onde as MCs foram fixadas e coradas com

hematoxilina e eosina (HE) diretamente dentro da placa de cultivo. A fixacao foi

realizada com solucéo de triarilmetano a 0,1% por 5 segundos, seguida de coloracao

com eosina e depois hematoxilina em processamentos de 5 segundos para cada

solucdo, posteriormente os pogos foram lavados com agua Mili-Q (pH 7) e

imediatamente levados para analise e tomada fotogréfica.
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4.2.3.2 Microscopia das MCs

Para andlise microscépica, as MCs foram processadas para visualizagdo em
microscopia de luz utilizando processo histologico de rotina. Brevemente, as hDPSCs
foram lavadas com PBS e fixadas em solu¢cdo de PFA a 4 % (por 24 horas, em
temperatura ambiente) e entdo removidas da placa. Em alguns grupos, onde as MCs
se soltaram espontaneamente, foram utilizadas pincas para a sua remocéo da placa,
em outros grupos, onde as membranas ndo se formaram adequadamente e as
células ainda se mantinham parcialmente aderidas as placas, houve a necessidade
de se utilizar scrapers para auxiliar na sua remocgao do poco.

O material fixado dos diferentes grupos experimentais foi processado com
método de rotina para inclusdo em parafina e, a seguir, foram obtidos cortes

histologicos de 5 um que foram corados com HE.

4.2.3.3 Analise da Atividade de Telomerase

A atividade da telomerase das hDPSCs das MCs dos diferentes grupos
experimentais foi identificada utilizando o Kit Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA
(Roche Ltd., Mannheim, Alemanha) de acordo com o protocolo do fabricante, com
pequenas modificacdes. Foram coletadas quadruplicatas biolégicas das MCs, nos
tempos de 24 horas, 7 e 13 dias ap0s a instituicdo de cada tratamento de acordo com
0S grupos experimentais.

A coleta das amostras para este ensaio foi realizada como se segue: as células
das membranas foram tripsinizadas e centrifugadas em microcentrifuga a 3000 x g
por 10 minutos a 4 °C, o precipitado de células foi ressuspenso em PBS e a
centrifugacdo foi repetida para lavagem. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado criopreservado a - 80 °C até que todas as amostras de todos 0s grupos
nos diferentes tempos fossem coletadas. Para a extracdo do RNA, apds a obtencgéo
de todas as amostras, essas foram descongeladas em gelo, ressuspensas em 200 pl
do reagente de lise do Kit e incubadas em gelo por 30 minutos, na sequéncia foram

centrifugadas a 16000 x g por 20 minutos a 4 °C e 175 pl do sobrenadante foi
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transferido para um novo tubo de microcentrifuga. Esse contetudo foi congelado
rapidamente em nitrogénio liquido e mantido em freezer a - 80 °C.

As amostras foram padronizadas por Quantificacdo de Proteinas Totais,
utilizando o Kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,
EUA), com leitura por absorbancia em espectrofotdmetro (Synergy H1 - Biotek,
Winooski, EUA) utilizando filtro de comprimento de onda de 562 nm. A concentragéo
foi entdo calculada individualmente para cada amostra, de forma a ter uma
concentracdo final de 15 pg/pl em um volume de 25 pl, sendo que, para alcancar
esse volume, acrescentava-se agua tratada com 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC)
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

Para a Reacdo de PCR, que amplificou as terminacdes teloméricas através do
protocolo de TRAP (do inglés Telomeric Repeat Amplification Protocol) (Kim et al.,
1994), 2 ul das amostras padronizadas (30 pg) foram acrescidas a 25 pl do Reagente
de Mistura fornecido pelo kit e agua Ultra Pure (Gibco) até o volume final de 50 pl.
Também foram preparados um Controle Negativo e um Positivo para atividade dessa
enzima, atraves da reconstituicdo de células liofilizadas providas pelo kit. O
Termociclador (Techne Progene Thermal Cycler, Cambridge, Inglaterra) foi ajustado
para 0os seguintes parametros: 25 °C durante 60 minutos; 94 °C por 5 minutos; 40
ciclos de: 94 °C por 30 segundos; 50 °C por 30 segundos; 72 °C por 30 segundos;
extensdo a 72 °C por 5 minutos, seguido de armazenamento imediato a 4 °C do
cDNA resultante, temperatura em que foi mantido até o passo da analise por ELISA.

Para a deteccao da enzima telomerase ativa e visualizagcdo por colorimetria, foi
realizado o ensaio de ELISA também provido pelo kit (Telo TAGGG Telomerase PCR
ELISA). Cinco microlitros de cada produto de PCR (TRAP) foram desnaturados com
solucdo contendo hidroxido de sodio (< 0,5 %) e hibridizados com marcador
digoxigenina (DIG), um detector especifico de banda de repeticdo telomérica. Cem
microlitros de cada produto de hibridizacdo foram imobilizados através de um primer
marcador de biotina em uma microplaca revestida de estreptavidina. Finalmente, o
produto de PCR que se aderiu a placa foi detectado com um anticorpo anti-DIG
conjugado a peroxidase (anti-DIG-POD), o qual reagiu como substrato TMB
(3,3',5,5'-tetrametilbenzidina), adicionado a reacdo, para formar um produto de
reacdo colorido. A absorbéancia relativa foi medida utilizando espectrofotdmetro
(Synergy H1) com filtro no comprimento de onda de 450 nm (comprimento de onda

de referéncia 690 nm).
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Para andlise dos resultados através dos valores de absorbancia as
recomendacdes do fabricante foram seguidas. Primeiramente o valor da leitura de
Absorbancia (A4so nm) foi subtraido do “blank”, ou seja, da leitura de Absorbancia no
comprimento de onda de referéncia (Ass nm). Posteriormente calculou-se a média de
absorbancia das amostras de Controle Negativo e esse valor foi descontado de todas
as amostras. As amostras foram consideradas como “Positivas para a Atividade de
Telomerase” quando a diferenga entre as absorbancias (AA = Asso nm - Asoo nm) €ra
0,2.

4.2.3.4 Transcricdo Reversa seguida de PCR quantitativa em Tempo Real (RT-

gPCR) das células nos diferentes grupos experimentais

Para estas analises as hDPSCs foram plaqueadas em pocos de 35 mm de
diametro em placas de 6 pocos (5 x 10* células por poco) em duplicata por
grupos experimental. Apds 24 horas do plagueamento, os pogos foram submetidos
aos tratamentos de acordo com o0s grupos experimentais. Células dos 5 grupos
experimentais foram coletadas nos tempos 0 horas (plagueamento), 24 horas apos
iniciar os tratamentos (VC, Laser ou Laser+VC) e 7 dias a decorrer ap0s o inicio dos
tratatmentos.

O RNA total foi extraido das amostras de cada grupo experimental coletadas em
0 hora, 24 horas e 7 dias (Figura 4.3), utilizando-se o kit de extracdo RNeasy Mini Kit
(Qiagen, CA, EUA), segundo recomendacdes do fabricante. Em resumo, as células
foram lavadas 2 vezes com PBS gelado e, em seguida, 350 pl de solugdo tampéao de
lise (RLT) foi adicionada em cada poco e coletada em tubos de microcentrifuga,
submersas em nitrogénio liquido e imediatamente armazenadas em freezer a - 80 °C.

Posteriormente, as amostras foram descongeladas em gelo e a reacdo
interrompida com 350 pl de etanol a 70 %. Seguiu-se a purificacdo do RNA atravées
de insercdo em colunas de silica (RNeasy silica-membrane spin columns, Qiagen)
seguida de lavagens sucessivas com o0s tampbes RW1 e RPE por meio de
centrifugacdes de 10 segundos a 8000 x g em temperatura ambiente. A concentracédo
do RNA total foi mensurada em espectrofotémetro (Synergy H1) utilizando filtros nos

comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm.



58

Com a finalidade de eliminar tragos de DNA genémico que pudessem ter
contaminado as amostras, aliquotas de 300 ng de RNA total em volume de 8 pl
diluidas em H,O com 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC) foram tratadas com o kit

DNAse | (Invitrogen), segundo recomendagdes do fabricante (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 - Reagentes para tratamento com DNAse |

Reagente Volume
RNA + H,0O DEPC 8ul
Tampéo 1pl
DNAse | 1pl
Incubagéo a 37 C por 30 min.
EDTA (stop) | 1l
Incubacgao a 37°C por 30 min.
Volume total | 11 pl

Para a confeccao da fita de DNA complementar (cDNA) o produto da reacdo
anterior — RNA tratado com DNAse — foi transcrito utilizando o kit SuperScript® |l
Reverse Transcriptase (Invitrogen), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
O mix da reacgdo foi preparado em tubos de microcentrifuga, de acordo com a Tabela
4.3.

Tabela 4.3 - Reagentes para a confec¢do da fita de cDNA

Reagente Volume
Random primer (100ng/pl) 1l
DNTP 10mM 1ul
RNA (amostra) 11pl

Incubaca

Tampao 5x 4ul
DTT (0,1M) 1yl
RNAse OUT 1yl
Superscript Il RT 1l
Volume Final 20 pl

Incubacéo b*

A reacdo foi incubada em banho seco (Digital Dry Bath Heat blocks —
Benchmark Scientific, Nova Jersey, EUA), com 0s seguintes parametros: (a*) primeira
incubacdo a 65 °C por 5 minutos, seguida de 1 minuto em gelo; (b*); segunda
incubacédo a 25 °C por 5 minutos; 50 °C por 60 minutos e posteriormente 70°C por 15

minutos. As amostras de cDNA foram armazenadas a 4 °C.
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Para andlise dos niveis de expressdo génica nos grupos experimentais
avaliados foram realizadas reacbes de gPCR. O cDNA sintetizado foi o molde
utilizado para a reacdo pelo método do SYBR Green Dye |. As reacdes foram
realizadas em um volume final de 10 pL, contendo 1 yL de amostra/cDNA (diluicdo
1:8), 10 pmol de cada primer (400 nmol; foward+reverse), 5 yL de SYBR Green
Master Mix® (AB AppliedBiosystems, Warrington, Reino Unido) e agua ultra pure
g.s.p. As reacbes foram realizadas no equipamento da mesma marca,
AppliedBiosystems ABI 7500 Real Time PCR empregando condi¢cdes padrédo do
equipamento para a termociclagem das reacdes. Os genes avaliados estao descritos
na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Primers dos genes Alvos e caracteristicas do ensaio dadas pelo fabricante (Sigma)

Gene ID a . . ;o
Alvo Gene Sequéncia dos primers (5°- 3")
(pubmed)
F: GCATCCTGGGCTACACTGA
GAPDH*® GAPDH 2597
R: CCACCACCCTGTTGCTGTA
b F: GATCACCCTGGGATATACAC
OCT-4* POUSF1 5460
R: GCTTTGCATATCTCCTGAAG
F: CAAAGCCAAAGAAGAGTTAGAG
Mitofilina*® IMMT 10989
R: CAGCTCATGATACTGAGATAC
g F: AGAACGCAGGGATGTC
Telomerase* TERT 7015
R: CAGCTTGAGCAGGAATG
F: GACAGTACCAGTTTTCTGAG
B-galactosidase*® GLB1 2720
R: ATAGACTCTTTCTCTAGCAGC

** GAPDH (do inglés glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase);

* OCT4 - POU5SF1 (do inglés Octamer-binding Transcription fator 4 — POU domain - class 5 —
transcription fator 1);

** Mitofilina - IMMT (do inglés inner membrane protein, mitochondrial);

“ Telomerase - TERT (do inglés Telomerase reverse transcriptase);

*® B-galactosidase — GLB1 (do inglés Galactosidade beta 1)

O processo de ciclagem térmica foi realizado por meio de desnaturacgéao inicial,
seguida de ciclos de amplificacdo. Apos o término do ultimo ciclo, as amostras foram
submetidas a andlise da curva de dissociagéo, conferindo-se a auséncia de qualquer

curva bimodal ou sinal anormal de amplificacdo. Para cada par de primers foi


https://www.wikigenes.org/e/gene/e/10989.html
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realizada uma reagcdo sem amostra de cDNA como controle negativo, para avaliacao
de uma possivel contaminacao. O protocolo de termociclagem foi: 2 minutos a 50 °C,
10 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C. Além das
curvas de amplificagdo, foi realizada a curva de dissociagdo (melting curve) para
verificar a especificidade da amplificagéo, confirmando a auséncia da formacao de
dimeros de primer ou qualquer outro produto inespecifico, garantindo a confiabilidade
dos resultados.

Esses foram analisados com base no valor de Ct (ciclo limiar — ou cicle
threshold), determinado com base no controle negativo (sem amostra). As médias
dos valores de Ct de medidas em duplicata foram utilizadas para calcular a
expressao do gene alvo, com normalizacdo ao controle endégeno (GAPDH), e entédo
comparadas com a amostra calibradora, para o calculo da quantificacdo relativa pela
formula 2-AA Ct.

EficiénciaACt alvo(ACt calibradora — ACt amostra)

Eficiéncia“t normalizador (ACt calibradora— ACt amostra)

Expressao Relativa =

Os valores da expresséao relativa de cada gene foram submetidos a andlise

estatistica de variancia (ANOVA), complementada pelo Teste de Tukey (p< 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Recaracterizacdo das células

As hDPSCs ap6s seu descongelamento (P1l) apresentaram morfologia
heterogénia, com predominancia de células ora fusiformes, ora estrelarias (Figura

5.1A). Quando subconfluentes, apareciam mais espraiadas (Figura 5.1B).

Figura 5.1 - Fotomlcrograflas de fase de culturas da Imhagem hDPSC (Pl) (A) 30 horas apos
descongelamento; (B) - 96 horas em cultivo pds-descongelamento a cultura apresenta-
se subconfluente e células em divisdo ainda séo observadas (setas); (C) - 30 horas apés
o primeiro subcultivo (P2), realizado em fase log, as células ja apresentam um tempo de
confluéncia menor (HE) (Aumento original 100X)

5.1.1 As hDPSCs foram capazes de formar colbnias

A figura 5.2 mostra colbnias de hDPSCs que foram visualizadas por coloracao
de azul de toluidina. Apés 9 dias em cultura foi possivel observar a formacao de CFU-
F em nimero médio de 46 por poco, representando uma eficiéncia de plagueamento
de 23%.
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Figura 5.2 — Fotografia dos pocos evidenciando
CFU-F formadas por hDPSCs apés
0 descongelamento

5.1.2 As hDPSCs apresentam dobra populacional aproximada de 20 horas

A curva de crescimento das hDPSCs esta graficamente representada na Figura

5.3. As células cresceram até 96 horas quando atingiram o plateau.
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Figura 5.3 - Representacao grafica da Curva de Crescimento

Baseado nos dados de contagem de células foi calculada a dobra populacional,
como se segue:

Dobra Populacional = Ln (n° células finais - n° células iniciais) / Ln 2
Dobra Populacional = Ln (911360-130110) / Ln2

Dobra Populacional = Ln (781250) / Ln2

Dobra Populacional = 13,56 / 0,69

Dobra Populacional = 19,65 Tempo de DP = 20 horas


https://br.answers.yahoo.com/question/index?qid=20131203093037AAJBBTq
https://br.answers.yahoo.com/question/index?qid=20131203093037AAJBBTq
https://br.answers.yahoo.com/question/index?qid=20131203093037AAJBBTq
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5.1.3 As hDPSCs expressaram niveis tipicos de marcadores de superficie de células-

tronco mesenquimais

A figura 5.4 apresenta os histogramas das hDPSCs (P2) obtidos por citometria
de fluxo. As culturas expressaram os marcadores de células-tronco mesenquimais
(CD44, CD105, CD146, STRO-1) e os de indiferenciacdo (Nanog, Oct 3. Os
marcadores de células hematopoiéticas (CD45) e endoteliais (CD14) apresentaram

expressao ausente ou minima.

*Positivos:

800 =
vak o
CD44 (") w00 CD146
. 1000 cp10s 649
' 500 = 289 [

900 =

400 =

Count
Count
Count

600 = 400 5

200 =
300 = 200 =

o
0 e
° T T i ° . Ty LA | P T, T ¥ h
o’ 10 10° 10° 10 o° 10" o2 10° ot 10 0 10 10 10
FL4-H :: APC FL1-H = FL1-Height FL4-H = APC
800 = NANOG 12K
1 584 0] oCcT 3
] ¥ 209
'
600 = con o] L 200 STRO-1
] 11.5
] N
- ] k
] E / E
400 = ||
8 8 400 = | S 600
200 = 200 - / 300
/
[
0 [:] 1] PP Py,
0 1 2 3 . LA | T ™ T T Ty TrR g
10 10 10 10 10 1D0 1D' 102 \EI:! 10" \OD "]\ |D? 103 10‘
FL1-H :: FL1-Height
L Li-Heig FL1-H * FL1-Height FL1-H = FL1-Height
*Negativos:
800 =
@00 — CDas
] . cons 108
1 My —
1 h 600 =
400 H
K 1 5
& 1 8 e
200 A
] 200 =
1]
-]
o T 1 T T 3 y T T Ll
10 10 10 1o 10 109 10! o 0° 10t
FLZ2-H :: FL2-Height FL4-H = APC

Figura 5.4 - llustracdo grafica da imunofenotipagem das hDPSCs apds o descongelamento. Os
nameros dentro dos graficos indicam porcentagem (%) de células positivas ao
anticorpo primario para o marcador de superficie em questao. Os picos de cor cinza
claro representam os controles isotipicos de cada marcador. Os picos cinza-escuro
representam a populacéo celular marcada com o anticorpo
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5.2 As hDPSC foram capazes de formar MCs (Cell Sheets)

5.2.1 Macroscopia

O método de cultivo adotado foi eficiente em formar membranas (Cell Sheets)
de hDPSCs, no tempo proposto para o periodo experimental, somente nos grupos
VC e Laser+VC. Essas MCs apresentaram as caracteristicas esperadas, ou seja,
foram capazes de se soltar completamente da placa de cultivo, sem que para tal
fosse necessario qualquer estimulo adicional, ou seja, soltaram-se espontaneamente
(Hasegawa et al., 2005; Yang et al., 2007; Wei et al., 2012). O tempo em que iSso
ocorreu variou entre 10 e 13 dias. Nao ocorreu a formacéo de Cell Sheet nos demais
grupos (Controle e Laser) no tempo experimental, ja que ndo se destacaram
espontaneamente, apesar de suas bordas terem comecado a se soltar (Figura 5.5C).
Assim, essas culturas tiveram de ser coletadas com a ajuda de scraper. O Grupo
Senescente ndo formou cultivos capazes de serem removidos adequadamente nem
sequer com scrapers.

Ao longo de todo o experimento, foram obtidas 20 MCs no Grupo VC (100%),
gue se soltaram entre 0 10° e 12° dias (Figura 5.5A). O Grupo Laser+VC também
formou 20 MCs (100 %), mas essas levaram de 11 a 13 dias para se soltar
espontaneamente do fundo das placas de cultivo celular (Figura 5.5B). Estas MCs
foram facilmente manipuladas com o uso de pingas. Podiam ser removidas do poco
guando se enrolavam sobre si mesmas e ao serem repostas no meio de cultura
eram capazes de se abrir novamente sem serem rompidas com esta manipulagéo.
Foi observado que as MCs do grupo Laser+VC, ndo se dobravam tanto quanto as do
grupo VC e ao retornar ao meio de cultura rapidamente se abriam, dando a ideia de
serem mais robustas.

Oito cultivos (40 %) do grupo Laser puderam ser coletados com a ajuda de

scraper, no entanto, rompiam-se facilmente durante a manipulacao.
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Figura 5.5 - Fotografias de uma membrana celulardo grupo VC (A) e Laser+ VC (B). No 10° dia (A)
e 13° dia (B) ap6s o plaqueamento, quando estavam completamente ndo aderidas a
placa. J4 em C temos a fotografia de uma placa do grupo Controle, onde observa-se
gue nenhuma cultura celular formou verdadeiras membranas capazes de se soltar por
completo (B e C coradas pela técnica do Pandético rapido)

Figura 5.6 - Observe nas fotografias desta membrana do grupo VC, 10 dias apés o plagueamento,
gue esta é facilmente manipulada com o auxilio de pinca cirirgica de ponta romba e
cureta de Molt. A membrana celular pode ser manipulada (A-D) e transportada para
fora da placa de cultivo (B) e ainda assim abrir-se novamente ao ser reposicionada no
meio de cultivo (C, D), sem que ocorra qualquer ruptura
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5.2.2 Microscopia

Nas bordas que se soltavam espontaneamente (Figura 5.6A), a membrana
aparecia enrolada e em microscopia de fase era possivel se observar células que se
espraiavam a partir destes aglomerados enrolados em direcdo ao fundo da placa
(Figura 5.6B), similar ao que acontece nos explantes em cultivos primarios. Nas

areas mais centrais da membrana era possivel observar as hDPSCs confluentes,

muito préximas e compactadas (Figura 5.6C).

Figura 5.7 - Membrana de hDPSCs do grupo Laser em 13 dias. (A) fotografia mostrando uma das
bordas se soltando; (B) em fotomicroscopia de fase observe a membrana enrolada e as
células espraiando-se em direcdo ao fundo da placa de cultivo a partir da borda da
membrana; (C) em fotomicroscopia de fase uma area confluente da membrana; (D)
fotomicroscopia de luz (aumento original de 100x)
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Figura 5.8 - Fotomicrografias de MCs dos grupos VC e Laser+VC durante os tempos experimentais
24 horas ap0s inicio das indugfes, 48 horas e 7 dias (A, B e C; D, E e F -
respectivamente). Corados com hematoxilina e eosina diretamente dentro dos pogos
de cultivo, pela técnica do pandtico rapido (aumento original de 100x)

Foram obtidos também cortes histolégicos de MCs incluidas em parafina no 13°
dia, sendo essas coradas com HE. Nesses cortes histolégicos, era possivel se ver
grande quantidade de células com morfologias semelhantes, dispostas em multiplas
camadas e sobrepostas umas as outras, além de uma MEC densa. Ndo houve

diferenca aparente entre 0s grupos.
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Figura 5.9 - Fotomicrografias de cortes corados por HE de MCs (cell sheets) dos grupos VC (A, B)
e Laser+VC (C, D). A, C - aumento original 10X e B, D - aumento original 40X
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5.3 Atividade da Enzima Telomerase

A figura 5.10 ilustra graficamente os resultados de atividade de telomerase
das hDPSCs nos diferentes grupos e tempos experimentais (24 horas, 7 e 13 dias).
Os niveis de atividade quando iguais ou superiores a 0,2 foram considerados
positivos. Atividade de telomerase foi observada somente em 24 horas (Controle e
Laser) e em 7 dias (VC e Laser+VC), em 13 dias a atividade de telomerase né&o foi
mais observada.

Em 7 dias os grupos onde MCs caracteristicas foram obtidas apresentaram
atividade de telomerase em 7 dias, enquanto as culturas dos demais grupos, esta
atividade, neste tempo experimental, jA ndo era mais observada.

Células sem tratamento (Controle), bem como aquelas tratadas somente com
laser, deixaram de apresentar atividade de telomerase nos tempos experimentais
posteriores a 24 horas, enquanto as hDPSCs senescentes ndo foram capazes de
expressar esta atividade em nenhum tempo experimental. Células tratadas com
VC, independentemente de serem ou n&o irradiadas, somente apresentaram
atividade no tempo de 7 dias. A partir da analise desses resultados ndo foram mais

avaliados ensaios no 13° dia, ja que nao foi observada atividade de telomerase.
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Figura 5.10 - Grafico da atividade de telomerase nos diferentes
grupos e tempos experimentais. Valores acima da
linha vermelha indicam atividade positiva da
telomerase
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5.4 Expresséo génica dos marcadores nos diferentes grupos experimentais

5.4.1 Células na P3

A figura 5.11 ilustra graficamente os resultados do RT-gPCR referentes a
caracterizacdo dos cultivos de hDPSCs ap0s 24 horas e 7 dias nos diferentes grupos
experimentais. O marcador de indiferenciacdo Oct-4 foi expresso em hDPSCs de
todos os grupos experimentais, com aumento significativo em 7 dias nos grupos onde

as MCs formam formadas, ou seja, grupos VC e Laser+VC.
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Figura 5.11 - Imunofenotipagem de hDPSCs dos diferentes grupos
experimentais em 24 horas e 7 dias. As células expressam
o marcador de indiferenciacdo Oct 4.* Semelhantes entre si
e significativamente maior que os demais no mesmo tempo
experimental (p < 0.0001)

A mitofilina foi expressa nas hDPSCs de todos 0s grupos experimentais durante
todo o experimento. Em 7 dias houve aumento significativo da expressdo deste
marcador mesenquimal no grupo Laser+VC, em comparagdo com O grupo Laser
(Figura 5.12).
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Figura 5.12 - Imunofenotipagem de hDPSCs dos diferentes grupos
experimentais em 24 horas e 7 dias. As células expressam
o marcador mesenquimal Mitofilina. * Significativamente
maior que os demais no mesmo tempo experimental (p =
0,0338)

A figura 5.13 ilustra graficamente os resultados referentes a expressao da fase
catalitica da enzima telomerase (hTERT) das hDPSCs apds 24 horas e 7 dias em
cultivo nos diferentes grupos experimentais. Esse marcador foi expresso em hDPSCs
de todos os grupos experimentais, com aumento significativo em 7 dias nos grupos

onde as MCs foram formadas, ou seja, grupos VC e Laser+VC.
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Figura 5.13 - Representacao grafica da expresséo da fase catalitica da enzima
telomerase (TERT) nas culturas de hDPSCs nos diferentes
grupos experimentais em 24 horas e 7 dias. * Semelhantes
entre si e significativamante maior que os demais no mesmo
tempo experimental (p = 0,0009)
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5.4.2 Células na P27 (senescentes)

Uma aliquota das células da linhagem hDPSC descongelada continuou
passando pelo processo de subcultivo até a passagem P27, quando a morfologia
celular se apresentava distinta daquela das primeiras passagens (Figura 5.14).
Adicionalmente, houveexpressao positiva do gene caracteristico de células nesse
estado, o da B-galactosidase, acessada por RT-gPCR (Figura 5.15).

Figura 5.14 - Fotomicrografia de fase de culturas da linhagem hDSPC em passagem P27. As células
apresentam citoplasma amplo, formato irregular, citoplasma granular com muitas
inclusbes e liberagcdo de detritos celulares no meio. (A) -24 horas apés o
plagueamento; (B) - 7 dias apds o plagueamento, observa-se que as células ainda
nao atingiram confluéncia. (C) - 48 horas ap6s o plagueamento, corado em HE pela
técnica do pandtico rapido (Aumento original 100X)
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Figura 5.15 - Representacdo gréfica do resultado do RT-qPCR para a
expressdo génica do gene GLB1 (B-galactosidase),
marcador de senescéncia celular. *Significativamante maior
(p =0,0379)
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6 DISCUSSAO

Até o presente momento, um unico trabalho induzindo MCs de DPSCs foi
encontrado (Cao et al.,, 2015). Neste, foi analisado o comportamento de MCs de
DPSCs implantadas no periodonto de dentes suinos. As DPSCs foram transfectadas
com o gene HGF (do inglés, hepatocyte growth fator) que € um fator de crescimento
angiogénico frequentemente utilizado para a regeneracdo periodontal. Sabe-se que
este fator € um potente mitbgeno, com atividade antiapoptética e morfogénica
podendo aprimorar o processo de regeneracdo de diversos 6rgaos (Matsumoto;
Nakamura, 1997). A andlise por tomografia computadorizada (TC) mostrou um maior
volume de osso produzido nos grupos de MCs (transfectados ou néo) que nos
grupos de células injetadas (grupo controle de células cultivadas pelo método
tradicional, ou seja, sem inducdo de MCs). Quanto a producéo de tecidos moles, os
grupos MCs foram capazes de repor tecidos proximo da normalidade, sendo em
maior grau que nos grupos onde as células foram injetadas. Esse trabalho mostrou
claramente as vantagens de se aplicar as MCs na regeneragdo periodontal.
Curiosamente, quando comparamos o trabalho de Cao et al. (2015) com o presente
trabalho, temos que ambos associaram técnicas indutoras do processo de
angiogénese, pela transfeccdo direta do gene HGF ou aplicagdo da LFT,
respectivamente. De fato a LFT ja se mostrou capaz de ativar in vivo o fator de
crescimento angiogénico VEGF (do inglés, vascular endothelial growth factor) (Park
et al., 2015).

A Laserfototerapia (LFT) foi utilizada na densidade de energia de 5 J/cm? a qual
ja demonstrou, em trabalhos prévios da nossa equipe com hDPSCs, efeito
proliferativo com a manutencdo do fenoétipo celular ou de diferenciacdo quando
aplicada associada a fatores de crescimento (Ferreira, 2011; Ferreira et al., 2012b;
Diniz, 2015). Os modelos de estudos in vitro da LFT geralmente trabalham com
células em condicéo de estresse, normalmente induzido por déficit nutricional atraves
da reducdo do SFB (Eduardo et al., 2008), que permitem a evidenciacdo dos
possiveis efeitos da terapia. Essa condigdo mimetiza 0 microambiente em que células
respondem melhor a esse tratamento, ou seja, quando estdo em condi¢oes
biologicamente desfavoraveis (Hamblin; Demidova, 2006). No presente trabalho

optou-se por ndo induzir as células a essas condi¢cdes, uma vez que as ceélulas
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ficariam confluentes e sem subcultivos, onde seria esperada uma diminuicdo do
metabolismo celular. De forma que se a LFT pudesse exercer algum efeito nas
hDPSCs, este efeito poderia ser detectado da mesma forma que sdo detectados
guando a terapia € aplicada as células em estresse nutricional. No entanto, a
hiptese de que a LFT isolada seria capaz de formar MCs de hDPSCs nao se
confirmou. Por outro lado, os resultados do presente trabalho mostraram que a LFT
nao prejudica a acdo da VC na formacdo de MCs in vitro. Assim sendo, pode-se
supor que no momento dos transplantes da MC para o paciente, a LFT pudesse ser
novamente aplicada, agora in vivo, sem prejuizo da integridade da MC. Com isso,
poderiam ser tomadas todas as vantagens biolégicas de LFT, ou seja, ela favoreceria
a manutencdo da viabilidade de células das MCs, induziria sintese de VEGF,
promovendo condicbes de nutricdo para estas células, bem como poderia ativar
fatores de crescimento latentes (Arany et al., 2014). Adicionalmente, € sabido que a
LFT pode potencializar os mecanismos de migracdo e de diferenciacdo destas
células que, no tecido, entrariam em contato com os fatores de crescimentos locais
culminando com o sucesso do transplante.

Apesar de as hDPSCs utilizadas serem de um estoque de células
criopreservadas, essas apresentaram comportamento celular favoravel ao cultivo, o
gue foi acessado pelos testes preliminares de CFU-F (média 46 células / poco) e
eficiénica de plaqueamento (EP) (média de 23%), indo de acordo com o relatado por
Gronthos et al. (2002). A técnica do CFU-F, é um método que exige um
comportamento celular favoravel, ja que consiste em semear um namero reduzido de
células por placa, de forma a ficarem totalmente isoladas umas das outras. Assim,
também é um método para inibir o “cross-feeding” e o “condicionamento do meio”,
sendo, portanto, considerado um bom indicador da viabilidade celular. Mais ainda,
para validar sua utilizacdo no estudo, foi realizada nova andlise do fenétipo destas
células, que poderiam ter perdido suas caracteristicas durante o processo de
congelamento, estocagem e/ou descongelamento. Essa analise mostrou expressao
positiva para os marcadores classicos de células tronco (CD44, CD105, CD146 e
STRO-1, Nanog e Oct 4) e negativa para o CD45 e CD14, portanto, confirmando seu
fendtipo de CT mesenquimal indiferenciada. Assim sendo, ndo houve necessidade de
realizar novo isolamento e caracterizacdo de células obtidas de novas polpas

dentarias humanas.
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A escolha do modelo de cultivo para obtengdo de MCs através de inducéo por
VC, em detrimento do método de cultivo na UpCell dish, se deu pelo fato de ser uma
metodologia descrita como eficaz em melhorar propriedades fisiologicas nas células,
além da formacéo j& esperada da MC. Em grande parte dos trabalhos de obtencéo
de MCs, em especial os que utilizam a placa UpCell dish, os pesquisadores fazem
um cultivo semelhante a inducdo de diferenciacdo — inclusive usando meio de
diferenciacdo, em muitos casos (Zhao et al., 2013). No entanto, nosso objetivo era
conseguir uma MC de células que se mantivessem indiferenciadas, assim foram
seguidas as recomendactes de Wei et al. (2012), onde o meio de cultivo é sempre
completamente removido e a monocamada lavada com PBS, sem a utilizacdo de
fatores de crescimento. O objetivo era alcancar resultados que refletissem realmente
0 comportamento celular perante as diferentes condi¢cdes experimentais propostas
(Laser e / ou VC), tentando ao maximo evitar o “cross-feeding”, que ocorre
naturalmente quando o meio € “condicionado” pelo acumulo de substancias
secretadas pelas proprias células. Na verdade, o trabalho de Wei et al. (2012) foi
inovador, ao testar diferentes concentracées de VC na formacédo dessas MCs onde
ficou definido que a concentracdo de 20 pg/ml de VC era capaz de formar, mesmo
sem a UpCell dish, MCs com maior eficiéncia do que a placa especial (100 % contra
80 %). Adicionalmente, encontraram maior expressdo de componentes da MEC
como colageno tipol, integrina B1 e fibronectina; inibicdo e reparo de danos
oxidativos ao DNA; e aumento na atividade da telomerase (AT) — 0 que atrasaria 0
envelhecimento celular.

Somente hDPSCs dos grupos tratados com VC e Laser + VC foram capazes de
formar verdadeiras MCs, o que ocorreu em periodo semelhante ao descrito por Wei
et al. (2012), ou seja de 10 a 13 dias em cultura. Coincidentemente, somente células
destes grupos mantiveram, mesmo apos 7 dias em confluéncia, o fenétipo de CTs
mesenquimais indiferenciadas, bem como atividade de telomerase, confirmada tanto
por teste enzimatico quanto pela expressdo génica da proteina telomerase. Estes
resultados indicam fortemente que os tratamentos com VC, com ou sem a
associacdo com a LFT, sdo capazes de manter o fenétipo e o metabolismo das
hDPSCs nas MCs de forma que ao serem transplantadas, essas MCs preservariam a
capacidade regenerativa de suas células, que em fungédo do contato com os fatores

de crescimento locais levaria ao sucesso do transplante.
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As hDPSCs das MCs obtidas apresentaram expressao de mitofilina, mais ainda
esta expressao foi aumentada em 7 dias quando as células foram tratadas por
Laser+VC. A mitofilina € um marcador de CTs da polpa dentaria humana quando
indiferenciadas (Hwang et al., 2015) e por esta razdo foi escolhida para esta andlise.
Em consonancia com este resultado, a expressdo de Oct-4, outro marcador de
indiferenciacéo celular, também teve sua expressdo aumentada nestas células. No
entanto, ndo ficou claro o porqué, a VC associada a LFT foi o Unico grupo que levou
ao aumento de expressao da mitofilina. A mitofilina é uma proteina da parede da
mitocbndria que caracteriza as células tronco de polpa dentaria e que desaparece
guando as células se diferenciam (Hwang et al., 2015). Mais ainda, ela se expressa
em células que tem alto potencial para diferenciacdo osteogénica (Hwang et al.,
2015). A deplecdo de mitofilina leva a deposigéo precoce de matriz 6ssea, resultado
semelhante ao obtido quando a LFT é associada & BMP2 ou BMP4 (Ferreira, 2011,
Ferreira et al.,2012b; Diniz, 2015). Portanto, seria esperado que a expressdo da
mitofilina fosse diminuida quando da aplicacdo da LFT. De fato, a expressdo da
mitofilina foi pequena quando da aplicagdo da LFT sozinha, mas ainda fica sem
explicacdo porqué a associacao desta terapia com a VC teve efeito oposto nestas
células. Sabe-se que tanto a LFT, quanto a VC tem atividades na parede da
mitocéndria, onde a mitofilina esta localizada. Talvez haja algum tipo de interacéo de
funcdes oxidativas, onde a citocromo ¢ oxidade, que € o cromoforo que absorve a
energia da laser, possa junto com a VC promover este aumento de expressdo. Este é
um tema de importancia para futuros estudos que busquem esclarecer ainda mais os
mecanismos de acao da LFT.

Em um processo fisiologico natural, as células em divisdo sofrem reducao
gradativa dos telébmeros, que ao atingirem um grau critico de encurtamento passam a
reconhecer danos ao DNA, iniciando o processo de apoptose ou entrando em
senescéncia. Assim, o0 aumento da atividade de telomerase nas MCs induzidas por
VC (20 pg/ml) associada ou ndo a LFT, pode ser visto como um auxilio importante na
manutencdo e prolongamento da vitalidade dessas células, aumentando a sobrevida
e possibilitando o aumento dos estoques celulares e da possibilidade de sucesso de
sua aplicacdo em engenharia tecidual.

Os resultados do presente estudo mostraram que quando as hDPSCs séo
cultivadas no modelo de formacdo de MCs - ou seja, sem subcultivos, em baixa

passagem e pelo periodo de até 13 dias - as células ndo apresentam alteracbes
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morfologicas significativas, como o observado nas andlises histolégicas. E, apesar
do tratamento com VC, isolado ou associado a LFT, ter sido capaz de melhorar a
expressao de marcadores celulares relacionados a longevidade e manutencdo da
potencialidade dessas células em baixas passagens (P3), este, ou mesmo a LFT
isolada, ndo foram capazes de reverter o quadro de senescéncia ja estabelecido em
hDPSCs cultivadas em altas passagens (P27). Assim, a recomendacdo de
manutencdo de linhagens em baixas passagens para a aplicacdo em terapias
regenerativas ainda se faz necessaria.

Em suma, MCs foram obtidas somente quando o estimulo VC foi aplicado,
tanto isolado quanto associado a LFT, sendo que a LFT associada a VC permitiu a
formacdo das MCs, sem interferir na manutencédo da longevidade e indiferenciacéo
das hDPSCs. Adicionalmente, a LFT associada a VC promoveu a formacao de MCs
de mais facil manipulagcdo do que o grupo VC isolada, o que favoreceria a sua
utilizacdo na clinica. As MCs induzidas por VC e Laser+VC se mostraram
apropriadas para serem testadas in vivo em pesquisas de regeneracdo na
Odontologia. Os dados fornecidos nesta analise colaboraram para uma melhor
compreensao acerca do comportamento das hDPSCs cultivadas nesse modelo.
Entretanto, sdo necessarios estudos mais abrangentes envolvendo um maior
namero de linhagens avaliadas, bem como modelos de trabalhos translacionais,
onde essa membrana celular possa ter sua real capacidade de regeneracdo avaliada

in vivo.
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7 CONCLUSAO

A associacao de Laserfototerapia (LFT) e vitamina C (VC), bem como a VC
isolada foram capazes de induzir a formacdo de MCs de hDPSCs. Ja a LFT
sozinha nao foi capaz de formar MCs funcionais;

A LFT associada a VC promoveu a formacdo de MCs de mais facil
manipulacdo do que aquelas formadas em resposta a VC isolada.
Microscopicamente as hDPSCs nos diferentes grupos ndo apresentaram
diferencas perceptiveis;

As hDPSCs das MCs apresentaram, até 7 dias, atividade de telomerase e
expressdo tanto de genes marcadores de células-tronco mesenquimais

(Oct4 e Mitofilina), quanto da enzima telomerase (hTERT).
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referentes 30 aNCaMeENto 43 PesqUISA € relatono Mal, UiZando-se 03 opgdo "Enviar Notificagdo” (descrta
no Manual “Submeter NotificagSo”, disponivel na Central de Suporte - canto superior direito do site
WAW.S3U0.QOV.
Quaiquer alterag3o No Projeto onginal d2ve ser apresentada “emenda” 3 este CEP, de forma objetiva @ com
ustNCatvas para nova apreciacio.
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Endereco: Au Prof Lines Prastes 2227
Bamo: Cidede Univentibde CEP. 08 508000
UF: 88 Municipio. A0 PALLO
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