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RESUMO 
 
 

Pedroni ACF. Efeito da Laserfototerapia associada ou não à Vitamina C na indução 
de membranas celulares (cell sheets) de células-tronco da polpa dentária humana 
[dissertação] São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 
2016. Versão Corrigida. 

 
 

Membranas celulares (MCs; Cell Sheets), constituídas por células-tronco (CTs), são 

autodestacáveis da placa de cultivo, e sem subcultivos geram grande quantidade de 

células que podem ser transplantadas de maneira mais próxima da fisiologia celular, 

mantendo-se as ligações celulares e a matriz extracelular produzidas em cultura. O 

ácido ascórbico ou vitamina C (VC) tem efeito indutor da formação destas MCs, 

aumentando a longevidade e tempo de indiferenciação das CTs. A similaridade 

observada entre respostas biológicas da VC em MCs e aquelas da Laserfototerapia 

( LFT) sobre células e tecidos, nos levou à hipótese de que estas terapias poderiam 

se complementar melhorando o prognóstico de futura aplicação clínica dessas MCs 

em regenerações de tecidos de interesse odontológico. Para testar essa hipótese, 

LFT e VC foram aplicadas associadas ou não na indução de MCs de células-tronco 

da polpa dentária humana (hDPSCs). Para tanto, hDPSCs descongeladas, que 

expressaram níveis típicos de marcadores de superfície de células-tronco 

mesenquimais, foram plaqueadas em placas de 6 poços (5x104 células por poço). 

Vinte e quatro horas depois do plaqueamento as culturas foram submetidas aos 

tratamentos dos grupos experimentais: Controle: hDPSCs em P3 cultivadas com 

meio clonogênico; Senescente: hDPSCs em P27 cultivadas com meio clonogênico; 

VC: P3 cultivadas com meio clonogênico acrescido de VC (20 μg/ml); Laser: P3 

cultivadas com meio clonogênico e submetido à LFT (contato e pontual - 5 pontos / 

poço, 660 nm, 20 mW, 0,028 cm², 0,71 W/cm², 7 segundos, 5 J/cm², 0,14 J por ponto, 

48 horas de intervalo) e Laser+VC: P3 cultivadas com meio clonogênico acrescido 

de VC e submetido à 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 

avaliação da expressão de genes relacionados à natureza e indiferenciação 

(Mitofilina e Oct 4) e à longevidade (fase catalítica da enzima telomerase - hTERT); 

bem como à senescência das células do grupo senescente (β-galactosidase), as 

hDPSCs de todos os grupos experimentais foram submetidas ao RT–qPCR 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 manipulação. 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 indiferenciação (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 expressões significativamente maiores nos grupos 

VC e Laser+VC em comparação com os demais (p < 0,0001, p = 0,0009, 

respectivamente). A expressão da mitofilina foi significativamente maior no grupo 

Laser+VC, em 7 dias (p =0,033). A técnica de obtenção de MCs de hDPSCs por 

essa metodologia foi considerada adequada para ser testada em procedimentos 

regenerativos. A LFT quando associada à VC não interferiu na formação das MCs, 

nem na manutenção da longevidade e indiferenciação das hDPSCs. Adicionalmente, 

a LFT melhorou a manipulação das MCs. Assim sendo, a associação de VC e LFT 

na indução de MCs parece promissora para futura utilização de MCs na odontologia 

regenerativa. 

 

 

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

Humana. Vitamina C. Laser. Regeneração tecidual. Laser de Baixa Potência. 

 

  



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] São Paulo: 
Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2016. Versão 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 (5x104 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 μg/ml); Laser: P3 cultures with regular medium and 

submitted to LPT (punctual and contact mode-5 points / well, 660 nm, 20 mW, 0.028 

cm², 0.71 W/cm², 7 sec, 5 J/cm², 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 (β-galactosidase), the hDPSCs of all experimental groups 

were subjected to RT-qPCR. The RT-qPCR 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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PBSA                Do inglês calcium and magnesium-free phosphate buffered  

saline (tampão fosfato-salino sem cálcio e magnésio) 

PCR Do inglês polimerase change reaction 

PDL Do inglês Periodontal Ligament Cells 

PDLSC Do inglês Periodontal Ligament Stem Cells 

(células-tronco do ligamento periodontal) 

PE Do inglês phycoerythrin 

PFA Paraformaldeído 

pPDLSC Do inglês Pig Periodontal Ligament Stem Cells 

RNA Do inglês ribonucleic acid (ácido ribonucléico) 

ROS Do inglês reactive oxygen species (espécies reativas de  

oxigênio) 

RT – qPCR Do inglês Reverse Transcriptase - Quantitative Polimerase  

Chain Reaction 

SCAP Do inglês Stem Cells from the Apical Papilla 

SCs Do inglês stem cells 

SFB Soro Fetal Bovino 

SHEDs Do inglês Stem cells from Human Exfoliated Deciduous 

Teeth (células-tronco de dentes decíduos esfoliados humanos) 

SP São Paulo 

TAGGG  Pares de bases de determinação do telômero 

TERT Do inglês Telomerase reverse transcriptase 

TGF-β  Do inglês transforming growth factor-β (fator de  

crescimento transformador β)       

TM Troca de meio 

TMB  3,3',5,5'-tetrametilbenzidina 

TRAP  Do inglês Telomeric Repeat Amplification Protocol 

USP 

VEGF 

Universidade de São Paulo 

Do inglês, vascular endothelial growth fator 

VC Vitamina C (Ácido ascórbico) 

α-MEM Do inglês α- Minimal Essential Medium (Meio Mínimo  

Essencial α)                       
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°C Graus Celsius  

µg/µl  Miligrama por microlitro 

µg/ml  Miligrama por mililitro 

µL Microlitro 

µm  Milímetro 

cm2 Centímetro quadrado 

CO2 Dióxido de carbono 

G Grama 

H2O  Água 

J Joules 

J/cm²  Joules por centímetro quadrado 

M Molar 

mM Milímetro 

mW Miliwatt 

ng/µl Nanograma por microlitro 

Nm Nanograma 

NO Óxido nítrico 

Pmol Picomol 

W/cm² Watt por centímetro quadrado 

–ΔΔCt Do inglês cicle threshold variation 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A regeneração de organismos vivos ainda é um desafio para as diversas áreas 

biológicas. Nas últimas três décadas, a engenharia tecidual, baseada na tríade 

células-tronco (CTs), fatores de crescimento e arcabouços (scaffolds) (Skalak; Fox, 

1988; Langer; Vacanti, 1993) tem buscado novas soluções regenerativas capazes de 

restaurar, repor, manter ou melhorar funções biológicas. 

Na Odontologia o interesse em pesquisas nessa área é crescente, 

principalmente após o isolamento e caracterização de células-tronco da polpa 

dentária humana (hDPSCs, do inglês human dental pulp stem cells) (Gronthos et al., 

2000). Terapias celulares baseadas nessas técnicas já foram aplicadas em pesquisas 

da área com relativo sucesso na reposição/reparação de tecidos periodontais e 

dentários (Iohara et al., 2004; Ding et al., 2010; Ferreira et al., 2012b; Moreira et al., 

2013; Arany et al., 2014). No entanto, ainda há muito o que se estudar, 

principalmente no que tange à obtenção de novos tecidos com não apenas 

características celulares, mas também organização e dimensões originais que 

caracterizariam, por exemplo, um dente completo e funcional. Assim, os esforços 

atuais estão voltados para o desenvolvimento de materiais ideais, capazes de agir 

como arcabouço temporário para as células; domínio de fatores indutores da 

diferenciação celular guiada; bem como aprimoramento das funções biológicas 

celulares (Horst et al., 2012; Rosa et al., 2012). 

Com relação às funções biológicas celulares, apesar da grande capacidade 

proliferativa, em cultivo, as CTs possuem um limite biológico de divisões. Quando 

então passam por alterações que as levam ao estado de senescência replicativa ou 

diferenciação em tipos celulares especializados (Hayflick, 1965; Silva et al., 2012; 

Binato et al., 2013). Esse fato dificulta seu estudo in vitro e a obtenção de grande 

quantidade de CTs viáveis para o transplante, representando um empecilho na 

Medicina Regenerativa (Binato et al., 2013). Visando transpor essa limitação, 

pesquisadores vem buscando alternativas para obter grande quantidade de CTs para 

estoque sem danos celulares, aumentando sua longevidade e mantendo sua 

característica indiferenciada. Uma das formas descritas na literatura para alcançar 

esse objetivo é a realização dos cultivos de MCs (Cell Sheets) (Okano et al., 1993 e 

1995; Yamato; Okano, 2004; Yang et al., 2005; Wei et al., 2012). Esse último consiste 
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em cultivar as células com estímulos específicos e sem nenhum subcultivo, até que 

essa camada celular se “auto destaque” em uníssimo da superfície de cultivo – 

fornecendo grande quantidade de células ao mesmo tempo que mantém a matriz 

extracelular (MEC) praticamente intacta, ou seja as próprias CTs sintetizam um 

arcabouço. Os principais estímulos específicos descritos para essa técnica são o 

cultivo em placas especiais com alternância de polaridade sensível à temperatura 

(UpCell dishes) (Okano et al., 1993; 1995), ou a suplementação do meio de cultivo 

com ácido ascórbico em concentrações ideais (Nakamura et al., 2010; Wei et al., 

2012; 2013). 

O ácido ascórbico (ou Vitamina C,  VC) é um nutriente comum e vital para a 

saúde humana, seja participando da síntese e função de fatores do sistema 

imunológico, agindo na biossíntese de colágeno e outros constituintes da MEC 

(Halliwell 2001; Wei et al., 2012), ou como cofator em reações biológicas (Fraga et 

al.,1991). Para a indução das membranas de CTs este deve ser adicionado ao meio 

de cultivo em concentrações específicas, onde atua como indutor de crescimento, 

proliferação celular e síntese de DNA (Wei et al., 2012). Além disso, é capaz de inibir 

a diferenciação e regular a expressão de marcadores de pluripotência como o Oct-4 

e Sox-2 (Potdar; D'Souza, 2010). Wei et al., 2012, demonstraram que 20 µg/ml de 

VC é capaz de induzir a formação de MCs de PDLSCs (do inglês Periodontal 

Ligament Stem Cells); aumentar o metabolismo celular e a produção de componentes 

da MEC como colágeno tipo 1, integrina β1 e fibronectina; inibir e reparar danos 

oxidativos ao DNA; e finalmente elevar a atividade da telomerase – enzima que 

catalisa a formação dos telômeros retardando o seu encurtamento – o que atrasaria 

o envelhecimento celular. 

A Laserfototerapia (LFT), de forma similar à VC, é capaz de atuar no 

metabolismo de células, em especial daquelas que se encontram em estresse 

oxidativo (Hamblin; Demidova, 2006; Hamblin 2008; Eduardo et al., 2008). De fato, 

nosso grupo de pesquisa já demonstrou que a bioestimulação obtida com a LFT se 

mostrou eficaz na indução de proliferação com a manutenção de viabilidade e 

indiferenciação das CTs na ausência de fatores de crescimento (Ferreira et al., 

2012a). Adicionalmente, a LFT também já se mostrou capaz de prevenir a morte 

celular (Moreira et al., 2011), bem como prolongar a longevidade celular tanto in vitro 

quanto in vivo (Park et al., 2015). Assim sendo, a LFT poderia ser também utilizada 

para a obtenção de membranas de CTs. 
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Em suma, a grande vantagem do uso das MCs seria a de se conseguir grande 

quantidade de CTs em um arcabouço natural e que poderia ser transplantada para 

sítios 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 dentário, na regeneração de 

defeitos ósseos periodontais, entre outros.  

Atualmente, os reimplantes dentários vêm sendo utilizados em cirurgias de 

transplante autógeno de terceiros molares (Mejàre et al., 2004; Teixeira et al., 2006; 

Cho et al., 2013; Kang et al., 2013; Chung et al., 2014) para reposição de dentes 

extraídos por diversas razões. O uso de MCs envolvendo as raízes de dentes 

reimplantados tem sido testado in vivo com o objetivo de regenerar o ligamento 

periodontal e evitar uma futura reabsorção radicular (Tsumanuma et al., 2011; Zhou 

et al., 2012; Zhao et al., 2013). No entanto, os resultados dos poucos trabalhos da 

literatura ainda são insatisfatórios, o que demanda novos estudos na obtenção de 

MCs com características físicas e biológicas que favoreçam a sua futura utilização 

clínica. 

Pela similaridade observada entre as respostas biológicas da VC nas MCs e 

aquelas da LFT sobre células e tecidos, a hipótese do presente trabalho é que estas 

terapias poderiam se complementar melhorando o prognóstico da sua futura 

aplicação clínica dessas membranas em regenerações de tecidos de interesse 

odontológico. Para testar essa hipótese, LFT e VC foram aplicadas associadas ou 

não na indução de membranas de células-tronco da polpa dentária humana 

(hDPSCs) que tiveram suas características de manipulação física, longevidade e 

manutenção da indiferenciação avaliadas. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Regeneração tecidual e uma nova era na Odontologia 

 

 

Durante a história prévia da Ciência Odontológica, tradicionalmente, buscou-se 

a reposição e/ou reparo dos tecidos e órgãos da região crânio facial (Grossman, 

1966; Harada et al., 2008), sendo que, para esse fim, muitos já foram os avanços 

alcançados 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 variável comum: a biologia desses tecidos (Natiella et al., 1970) - e 

consequentemente à interação materiais-tecidos. Assim, as pesquisas odontológicas 

passaram a buscar uma compreensão maior da biologia básica, e aplicar seus 

princípios e técnicas laboratoriais de pesquisa na investigação de seus substratos de 

estudo, tanto os tecidos dentários (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 mudança na filosofia de ensino e pesquisa na área.  

Por exemplo, na cirurgia, técnicas de enxertia tem cada vez mais buscado a 

regeneração de tecidos perdidos por técnicas adaptadas da Engenharia Tecidual; 

bem como a Endodontia vem dando largos passos na busca da regeneração do 

tecido dentário associando a terapia celular com células-tronco (CTs) à scaffolds 

(Horst et al., 2012; Moreira et al., 2013). No entanto, ainda não somos capazes de 

neoformar dentes completos, funcionais e com todas as características necessárias 

para que se fale em técnicas de regeneração do órgão dentário como um todo (Horst 

et al., 2012; Diniz 2015), assim, a melhor alternativa para reposição de dentes 

perdidos ainda está nas próteses artificiais, sejam suportadas por dentes ou por 

implantes osseointegrados. 

Em um âmbito mais geral dos estudos com CTs vemos uma intensa 

investigação científica, devido à possibilidade de inúmeras aplicações terapêuticas 

(Silva et al., 2012), como a substituição de tecidos, a construção de modelos para 

entender os mecanismos de certas doenças ou para realizar testes de novas drogas 

(Denham et al., 2005). Dessa forma, espera-se conseguir a cura para doenças como 

Parkinson (Kim et al., 2002; Lindvall, 2016), lesões medulares (McDonald et al., 
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1999), insuficiência cardíaca (Min et al., 2002) e diabetes, bem como regenerar 

órgãos danificados ou perdidos, à exemplo dos dentes (Denham et al., 2005; Horst et 

al., 2012). Antes de se atingirem esses objetivos, todavia, vários desafios se 

apresentam para os pesquisadores. Formas de se conseguir a diferenciação celular 

para o tipo exato necessário, formas de se controlar adequadamente a multiplicação 

celular, questões éticas envolvidas na manipulação das CTs, possibilidade de 

rejeição das células pelo organismo, além de formas apropriadas de se 

transplantarem as células para os órgãos doentes são exemplos de questões ainda 

sem respostas definitivas (Denham et al., 2005). 

Pesquisas avançadas nessa área já demonstraram ser possível neoformar 

todos os tecidos formadores de um elemento dental, no entanto sem a organização 

ou função necessárias ao órgão. Ainda são muitas as dúvidas 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 

sinalização celular para formação organizada de todos os tecidos; controle da divisão 

das células de forma a obter um dente com a morfologia desejada; controle do tempo 

de proliferação dessas células, sinalização de parada de crescimento do elemento e 

processos relacionados à erupção dental ainda precisariam ser elucidados (Horst et 

al., 2012). A complexidade para chegar a todas essas respostas de cunho molecular 

e genético, e saber como trabalha-las a favor, é um grande obstáculo. No entanto, os 

avanços já obtidos pelos novos estudos em bioengenharia nos possibilitam 

vislumbrar soluções para alternativas regenerativas propostas nos primórdios da 

Odontologia, e que, por barreiras biológicas não se mostraram efetivas no passado 

(Rosa et al., 2012). Assim, técnicas como regeneração do complexo dentinho-pulpar, 

regeneração periodontal, reimplante e transplante dentais têm 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 Limitações do cultivo celular in vitro 

 

 

2.2.1 Limite de Hayflick 

 

 

Na Década de 60, Leonard Hayflick realizou um importante estudo voltado à 

observação das divisões celulares in vitro. Após cultivar linhagens celulares humanas 

por tempo prolongado, concluiu que essas paravam de proliferar após um número 

limite de divisões, por um processo hoje conhecido como senescência replicativa. 

Este autor propôs também que esse fenômeno celular poderia ser utilizado em 

modelos de estudos do envelhecimento humano em nível molecular e celular 

(Hayflick, 1965). Pouco tempo depois (1973) Alexei Olovnikov propôs uma conecção 

entre a senescência celular e o “problema de replicação 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 telômeros seria 

um mecanismo intrínseco que, como um relógio, controlaria o número de divisões 

celulares antes da senescência celular (Olovnikov, 1973). Já o “problema de 

replicação da ponta dos cromossomos” foi descrito por Watson como sendo um 

processo natural das células em divisão, onde, durante a replicação do DNA, a 

polimerase não conseguiria replicar completamente a extremidade 5’ de cada 

cromossomo, levando a uma pequena região não copiada. Watson salientou que, se 

não houvesse um mecanismo compensatório, os telômeros se encurtariam 

progressivamente com as divisões celulares sucessivas (Watson; Crick, 1974). 

Posteriormente (1988), Greider e Blackburn (1996) viriam a observar pela primeira 

vez essa perda progressiva no comprimento dos telômeros, em células se dividindo 

in vitro. 

Os telômeros são estruturas presentes nas extremidades de cromossomos de 

células eucarióticas (Muller, 1938; McClintock, 1941) que protegem o cromossomo 

da degradação, fusão e recombinação (Kalmbach et al., 2014). Nos mamíferos, são 

formados pela repetição da terminação de oligonucleotídeos TTAGGG, e 

componentes proteicos associados (Blackburn; Gall, 1978). Em um processo 

fisiológico natural, as células em divisão sofrem redução gradativa dos telômeros, 
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que ao atingirem um grau crítico de encurtamento, passam a reconhecer danos ao 

DNA, sinalizando o processo de apoptose ou entrando em senescência. 

Até hoje se dá o nome de “Limite de Hayflick” ao comprimento mínimo de 

encurtamente dos telômeros que desencadeiaria os processos de senescência ou 

apoptose, apesar de essa associação causal (limite de divisões celulares versus 

encurtamento dos telômeros) não ter sido feita por esse pesquisador. Apesar da 

importancia das análises feitas por Hayflick, muitas dúvidas ainda pairavam sobre o 

assunto, e essa capacidade replicativa se mostrava bastante heterogênea entre 

alguns diferentes tipos celulares - indicando que, provavelmente, existiam múltiplos 

mecanismos nesse processo de envelhecimento celular a serem ainda desvendados 

(Armstrong et al., 2014).  

 

 

2.2.2 Telômeros e a descoberta da Enzima Telomerase 

 

 

Em 1984, foi descoberta e isolada a Telomerase, enzima responsável pela 

manutenção e elongação dos telômeros (Greider; Blackburn, 1985), capaz de repor 

oligonucleotídeos perdidos pelos telômeros durante as divisões celulares. Já Cooke e 

Smith (1986) notaram que a média do comprimento dos telômeros de cromossomos 

sexuais em espermatozóides 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, os 

mesmos não encontraram atividade em 50 amostras de células somáticas normais, o 

que reforçou a idéia de que a AT poderia contribuir para a imortalidade de células 

tumorais, bem como estar ausente em tecidos somáticos normais (Kim et al.,1994; 

Granger et al., 2002). Estudos nos próximos anos confirmaram uma redução no 

comprimento médio dos telômeros com divisões celulares em diferentes tipos de 

células somáticas, mas não nas células germinativas (Greider; Blackburn et al., 

1996). Estas observações apoiaram a conclusão de que as células somáticas são 

aparentemente incapazes de manter o comprimento dos telômeros (Figura 2.1).  
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Figura 2.1 - Comprimento dos telômeros em função do desenvolvimento celular de 
células-tronco embrionárias, células-tronco adultas e células 
somáticas 

 

 

A correlação entre o comprimento dos telômeros e potencial replicativo tornou-

se uma ligação mecânica, quando foi demonstrado que o potencial replicativo de 

fibroblastos humanos primários pode ser prorrogado indefinidamente pelo 

prolongamento artificial dos telômeros (Bodnar et al., 1998). Para testar esta 

hipótese, esse artigo publicado no periódico Science avaliou células que tiveram a AT 

propositalmente estimulada. Dois tipos de células humanas telomerase-negativas, 

foram transfectadas com vectores que codificam a subunidade catalítica da 

telomerase humana (hTERT). As células que tiveram a AT estimulada tiveram seus 

telômeros alongados, divisão vigorosa, e redução da expressão gênica de β-

galactosidase (biomarcador para a senescência), quando comparadas ao controle de 

células normais telomerase-negativas. Também apresentavam cariótipo normal, sem 

sinais de tumorização - apesar de ultrapassarem o seu tempo de vida normal em pelo 

menos 20 duplicações - estabelecendo assim uma relação causal entre o 

encurtamento do telômero e senescência celular in vitro. Concluiram que a 

capacidade de manter células humanas normais em um estado fenotipicamente 

jovem poderia ter importantes aplicações em pesquisa e na Medicina (Bodnar et al., 

1998). Esses experimentos estabeleceram que a perda progressiva do telomero é na 

verdade a principal causa da senescência replicativa como tinha sido proposto 

anteriormente (Olovnikov, 1973). 
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A estimilação forçada ou o aumento da AT ainda não foram totalmente 

esclarecidas. Tão pouco os processos pelo qual as células agem e/ou regulam tanto 

o encurtamento dos telômeros, quanto sua reposição promovida pela telomerase ou 

recombinação gênica. Mas já se sabe que algumas substâncias são 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) são células indiferenciadas que possuem a capacidade de 

auto-renovação e também a habilidade de se transformar em pelo menos um tipo de 

célula diferenciada ou madura (Denham et al., 2005). São classificadas de acordo 

com sua capacidade de diferenciação, podendo ser: 1 - unipotentes, 2 - 

multipotentes, 3 – pluripotentes e 4 – totipotentes. Assim, na sequência, 1 - são 

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-

embrionárias (ex.: CTs embrionárias, derivadas da massa celular interna de embriões 

em estágio de blastocisto); 4 - podem se transformar em qualquer tipo de célula 

adulta e também nos tecidos extra embrionários (que inclui os oócitos fertilizados e 

os blastômeros de embriões antes do estágio de mórula). Além dessas, 

recentemente também foram descritas CTs derivadas de tecidos neoplásicos, as CTs 

cancerígenas, que resultam em células neoplásicas indiferenciadas, parcial ou 

totalmente diferenciadas (Denham et al., 2005).  

Também podemos citar a “reprogramação de células somáticas” (ou seja, 

adultas), descritas pela primeira vez por Takahashi e Yamanaka (2006). Nomeadas 

como “Induced Pluripotent Stem Cells” (iPSC ou iPS) essas células são modificadas 

artificialmente ao ponto de passarem a apresentar características semelhantes às 

células-tronco embrionárias (ou seja, pluripotentes) (González et al., 2011). Esse 

importante estudo preliminar utilizou células de fibroblastos de ratos adultos 

(Takahashi; Yamanaka, 2006), onde a expressão forçada dos fatores de transcrição 
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c-Myc / Klf4 / Oct4 / Sox2 foi capaz de induzir a transformação dessas em IPSs. 

Esses fatores passaram a ser conhecido então como Fatores de Yamanaka, e 

continuam servindo de base para outros pesquisadores que já foram capazes de 

reprogramar diversas outras células adultas, inclusive linhagens celulares de origem 

dentária (SCAP, SHED e DPSCs) (Yamasaki et al., 2014). 

As terapias com CTs apresentam um grande potencial em termos de 

regeneração de tecidos vivos, o que tem impulsionado uma série de linhas de 

pesquisas voltadas para o cultivo in vitro desses tipos celulares (Denham et al., 

2005). Assim, soluções para os limites biológicos desses cultivos, como a 

necessidade de grande número de células, controle da diferenciação / indiferenciação 

e da viabilidade das CTs vêm sendo alvo constante das pesquisas. Além das 

dificuldades biológicas acima observadas, os avanços em estudos com CTs, 

principalmente de origem embrionárias, também são 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 

dentários 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 multiplicação e auto-renovação 

dessas células. No entanto a AT não é igual em todos os tipos de células-tronco 

(Lansdorp, 2008). As CT adultas possuem baixa AT, permitindo que ocorra lento e 

progressivo encurtamento dos telômeros, mas sempre mantendo células disponíveis 

durante toda a vida do organismo (Kalmbach et al., 2014). Já as CTs embrionárias 

apresentam alta AT, o que manteria estável o comprimento dos telômeros a cada 

divisão celular e, teoricamente, confere capacidade ilimitada de multiplicação a 

essas linhagens celulares (Denham et al., 2005). Alguns estudos demonstraram a 

indução de efeitos pela telomerase em CT a partir de mecanismos diferentes dos da 

construção de telômeros (Lansdorp, 2008). Camundongos transgênicos com 

expressão aumentada da subunidade catalítica da telomerase (TERT) apresentaram 
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ativação de CT epidérmicas e migração dessas células quando se instituía estímulo 

proliferativo. Houve aumento da proliferação de queratinócitos, 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, 

não ligados ao elongamento de telômeros (Sarin et al., 2005). É possível que a 

telomerase participe do processo de reparação do DNA celular. Foi mostrado que 

células que tiveram a AT suprimida apresentavam significativa perda da capacidade 

de reparação do DNA (Masutomi et al., 2005). Já se verificou, também, participação 

da telomerase em outros mecanismos de apoptose celular (Bollmann, 2008), e como 

fator regulatório das propriedades imunomodulatórias de CTs da medulla (Chen et al., 

2014). Armstrong et al. (2005) compararam CTs embrionárias normais com outras 

induzidas a uma superexpressão da subunidade TERT e descobriram que essas 

últimas apresentaram maior capacidade de auto-renovação, resistência à apoptose, 

aumento de proliferação e maior resistência ao estresse oxidativo. A maioria das 

células somáticas humanas tem níveis indetectáveis de AT devido à repressão do 

hTERT desde fases precoces do desenvolvimento embrionário. Conseqüentemente, 

as células somáticas humanas perdem cerca de 50 a 200 pares de base de DNA 

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

 

 

2.3 Células-tronco e regeneração tecidual guiada 

 

 

2.3.1 Células-tronco da Polpa Dentária Humana 

 

 

Em tecidos saudáveis, as células-tronco progenitoras presentes na polpa 

dentária humana, normalmente encontram-se em estado quiescente. Porém, na 

presença de lesões que danifiquem ou destruam odontoblastos – a exemplo de 

cáries, traumas e restaurações – fatores de crescimento são liberados pela MEC, 

recrutando e induzindo esses tipos celulares a migrar, proliferar e se diferenciar, 

com a finalidade de substituir as células danificadas (Iohara 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 são fontes de múltiplas linhagens 

de células-tronco multipotentes. Estas células podem ser isoladas da polpa dentária 

(DPSC, do inglês, Dental Pulp Stem Cells) (Gronthos et al., 2000); da polpa de 

dentes decíduos 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 dentária (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 superfície, como: marcadores mesenquimais STRO-1, 

CD13, CD44, CD24, CD29, CD73, CD90, CD105, CD106 e CD146 e marcadores de 

células embrionárias 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 células quando ainda se apresentam indiferenciadas (Hwang et al., 

2015). Desde então tem aumentado o interesse em modelos de estudo baseados 

nesse tipo de CTs, principalmente devido à sua multipotencialidade em se diferenciar 

em diversos tipos celulares de interesse para a regeneração tecidual, fácil isolamento 

e cultivo, baixa imunogenicidade, e que não enfrenta barreiras éticas, já que tem por 

fonte um tecido que normalmente seria descartado após extrações dentárias 

(Gronthos et al., 2000; Pierdomenico et al., 2005; Arany et al., 2014; Ding et al., 2015; 

Jayaraman et al., 2016). 

 

 

2.3.2 Ácido Ascórbico na regeneração tecidual 

 

 

O ácido ascórbico, ou Vitamina C (VC), é um nutriente hidrossolúvel comum e 

vital para a saúde humana, sendo essencial para a síntese e função de fatores do 

sistema imunológico, biossíntese de colágeno e outros constituintes da MEC, agindo 

também como cofator em diversas reações biológicas (Stone; Meister, 1962; Nandi et 

al., 2005; Korkmaz; Kolankaya, 2009). 
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Fraga et al. (1991) demonstraram que a ingestão de 60 ou 250 mg / por dia de 

VC protegeria o DNA de espermatozoides humanos de danos oxidativos endógenos, 

causados por espécies reativas de oxigênio, reduzindo riscos de mutações gênicas. 

No corpo humano, a VC é encontrada predominantemente na forma de Ascorbato 

(mono- ânion) (Levine et al.,1999), capaz de reduzir radicais livres altamente reativos, 

gerando então o radical Ascorbil, sua forma ionizada, que é relativamente pouco 

reativa (Bielski et al., 1975), razão essa principal de seu efeito antioxidante. O 

Ascorbato também eliminaria várias espécies reativas não-radicais, tais como ácido 

hipocloroso, ozônio e agentes derivados de nitração 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 reações do ciclo celular influenciadas por VC, alguns autores sugerem 

que outras intervenções, além da supressão dos radicais livres, poderiam somar-se e 

justificar a eficiência dessa vitamina. Assim, em estudos mais atuais, foram 

reconhecidas: 1) sua ação sobre o aumento da expressão de Nanog através da 

ativação da via de sinalização JAK / STAT (Wu et al., 2014); 2) repressão da 

expressão dos genes p53 (Shi et al., 2010) e TET1 (Chen et al., 2013), agindo no 

processo de senescência celular e auxiliando na reprogramação de células 

somáticas em IPSs; 3) aumento da atividade da enzina telomerase em PDLSCs; 

onde 4) também induziu a formação de Cell Sheets através do aumento do 

metabolismo celular e, consequentemente, da produção e deposição de MEC (Wei et 

al., 2012). 

 

 

2.4 Membranas celulares (Cell Sheets) na engenharia tecidual 

 

 

A engenharia tecidual para a reposição de tecidos perdidos envolve três fatores 

primordiais: células, fatores de modulação (adesão, proliferação e diferenciação) e 

arcabouço (scaffolds), tendo ainda como fator determinante do sucesso in vivo o 

suprimento sanguíneo adequado para nutrir e oxigenar os novos tecidos (Bartold et 

al., 2016). Além das limitações biológicas das células, relatadas anteriormente no 
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texto, a utilização de scaffolds tem como empecilho a nutrição e a oxigenação das 

células que proliferam em seu interior, além da resposta imunológica do hospedeiro a 

este corpo estranho (Pirraco, 2011; Yamato; Okano, 2004). Visando transpor a 

necessidade de utilização desse aparato, Teruno Okano e colaboradores (1993) 

desenvolveram uma placa de cultivo especial (UpCell dish) (CellSeed Inc., Shinjuku-

ku, Tóquio, Japão), que possibilita a formação de uma membrana celular organizada 

capaz de soltar-se da placa praticamente intacta (Cell Sheet), sendo possível o 

transporte e implantação 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 à capacidade da UpCell dish em promover inversão na 

polaridade de sua superfície de adesão quando exposta à variação brusca de 

temperatura (de 37 ºC para 20 ºC), transformando a placa hidrofóbica - como todas 

as placas de Petri tradicionais - em hidrofílica, o que promove um desprendimento 

dessas células do fundo da placa sem a necessidade de uso de agendes de digestão 

enzimática, mantendo seus depósitos de MEC. Uma segunda técnica já bem 

estabelecida para a obtenção destas MCs em laboratório é a indução através da 

suplementação do meio de cultivo com ácido ascórbico (vitamina C, VC), em 

concentração 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 já tem sido aplicada em diversos 

tecidos / órgãos como córnea, miocárdio, fígado e tecidos periodontais (Nishida et al., 

2004; Shimizu et al., 2006; Ohashi et al., 2007; Ding et al., 2010; Zhao et al., 

2013).Também já foram desenvolvidas culturas em 3D, onde a sobreposição das 
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monocamadas de MCs, do mesmo tipo celular ou não, possibilitou a formação de 

estruturas funcionais complexas, mimetizando, neste caso, o tecido cardíaco 

(Haraguchi et al., 2012). Dentro da Odontologia regenerativa, a Periodontia tem se 

destacado na aplicação das MCs, principalmente na tentativa de repor o tecido 

periodontal perdido ao redor de raízes dentárias (Fujita et al., 2009; Kelm; 

Fussenegge, 2010; Wei et al., 2012). 

Sendo a MEC mediadora da transmissão de sinais químicos e mecânicos 

fundamentais na fisiologia celular, como a adesão, migração, proliferação, 

diferenciação e morte, além de prover suporte e sítios físicos para agregação das 

células (Freshney, 2005; 2006), o simples fato de os processos de obtenção das MCs 

serem capazes de manter a MEC praticamente intacta - já que não são realizados 

subcultivos que empregariam enzimas proteolíticas - poderiam representar uma 

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

 

 

2.4.1 Ácido Ascórbico induzindo a formação de MCs (Cell Sheet) 

 

 

Inicialmente o ácido ascórbico (vitamina C, VC) passou a ser utilizado nas 

concentrações entre 50 a 100 µg/ml, apenas como complementação na técnica 

original de obtenção das MCs pelo cultivo nas UpCell dishes - não sendo esse 

estímulo, nessas concentrações, capaz de formar sozinho MCs verdadeiras, ou seja, 

que se soltassem passivamente da placa. O objetivo era aumentar a deposição de 

componentes da MEC, bem como induzir o início da diferenciação em tecidos 

osteóides ainda in vitro (Flores et al., 2008a; Flores et al., 2008b; Wang et al., 2014).  

O primeiro a sugerir a indução de formação de MCs apenas pela 

suplementação com VC e em placas de cultivo convencionais, foi Park et al. (2006). 

Neste estudo, os condrócitos suínos imaturos foram induzidos por meio 

suplementado com 50 μg/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 articulações de suínos. Ensaios bioquímicos mostraram que a 

deposição de glicosaminoglicanos foi gradual e contínua. Histologicamente a 

deposição de glicosaminoglicanos foi se tornando cada vez mais homogênea e 

intensa com o passar das semanas. 
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A primeira membrana celular de tecidos orais utilizando o ácido ascórbico 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 diferenciação osteogênica contendo 50µg/ml de 

ácido ascórbico-2-fostato, 10 nM de dexametasona e 10 mM de β-glicerofosfato. O 

objetivo do estudo foi avaliar o comportamento de cell sheets induzidas por três 

semanas em cultura na regeneração do complexo ligamento/cemento da região de 

periodonto. Após 1 a 6 semanas no dorso de camundongos associados a discos de 

dentina foi observada formação de dentina e ligamentos periodontais imaturos na 

região de membrana próxima ao dente.  

Em Zhou et al., 2012, culturas de fibroblastos do ligamento periodontal (PDL) de 

cães foram enriquecidas com 100 µg/ml de VC para estimular a formação da 

membrana celular. As culturas foram mantidas por 8 semanas, sem subcultivos, até 

que a membrana celular se auto destacasse da placa. Dentes extraídos tiveram seus 

tecidos moles removidos e os canais tratados, e então suas raízes foram envolvidas 

pela membrana de PDL e reimplantadas em seus alvéolos. O tecido regenerado 

apresentou grande quantidade de colágeno tipo III, tipo I e fibronectina. 

Wei et al. (2012) estudaram a qualidade de MCs do ligamento periodontal de 

suínos (pPDLSC) induzidas apenas por ação da VC. Para isto, foram comparadas 

MCs produzidas em placa termo ajustável (UpCell dish) (grupo controle) e aquela 

induzida pela VC isolada, em diferentes dosagens. Foram plaqueadas 1 x 105 células 

em placas de 60 mm para todos os grupos, após a confluência o meio clonogênico 

era reposto e suplementado com dosagens variadas de VC (0 µg/ml, 5 µg/ml, 10 

µg/ml, 20 µg/ml ou 50 µg/ml). Após 10 a 13 dias as MCs descolaram das placas e 

foram aplicadas em lesões periodontais induzidas em dentes de mini pigs. Após 12 

semanas in loco os animais foram submetidos à eutanásia e as amostras 

processadas para análise histológica, microscopia eletrônica de transmissão (MET) e 

RT-PCR. Nas dosagens até 10 µg/ml não houve a formação de MCs. As 

concentrações 20 e 50 µg/ml formaram MCs, no entanto não houve diferença 

histológica. O sucesso da formação de MCs foi de 80 % na técnica UpCell dish 

enquanto que no grupo induzido por VC foi de 100 %. Por MET foi observada 

formação de junções tight entre as células e a manutenção da matriz extracelular 

endógena nos grupos tratados com VC. Além disso, no grupo tratado com 20 µg/ml 

de VC houve melhor taxa de proliferação, atividade de telomerase e maiores níveis 
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de RNAm de proteínas de matriz extracelular (colágeno tipo I, β1 integrina e 

fibronectina), de marcadores de indiferenciação (Oct4, Sox2 e Nanog) e de 

marcadores osteogênicos (RUNX2, ALP e OCN). No modelo animal a porcentagem 

de cemento / ligamento / osso alveolar-símile foi significantemente maior no grupo VC 

que no grupo UpCell dish. Complementando este estudo, a dosagem 20 µg/ml de 

vitamina C também foi capaz de induzir a formação de MCs de células-tronco 

mesenquimais de outras fontes (medula óssea e cordão umbilical humano) sugerindo 

seu potencial em estudos de regeneração tecidual. 

O único trabalho encontrado na literatura que analisou o comportamento de 

MCs de DPSCs no periodonto de dentes suínos foi Cao et al. (2015). Neste estudo, 

as DPSCs foram transfectadas com o gene HGF (do inglês, hepatocyte growth fator) 

que é um fator de crescimento angiogênico frequentemente utilizado para a 

regeneração periodontal. Sabe-se que este fator é um potente mitógeno, com 

atividade antiapoptótica e morfogênica podendo aprimorar o processo de 

regeneração de diversos órgãos (Matsumoto; Nakamura, 1997). O comportamento 

de MCs foi comparado com a injeção das mesmas células (cultivadas pelo método 

tradicional, ou seja, sem indução de MCs), transfectadas ou não pelo fator, em lesões 

periodontais induzidas. Para a produção das MCs foram cultivadas 1 x 105 HGF-

DPSCs ou DPSCs em placas de petri de 60 mm contendo meio de cultivo αMEM 

suplementado com 20 μg/ml de VC por 10 a 15 dias. Após 12 semanas os animais 

foram submetidos à eutanásia. Histologicamente foi observado que, tanto nos grupos 

de células injetadas quanto de MCs (transfectados ou não), houve produção de novo 

osso alveolar. No grupo controle onde não foi realizado nenhum tratamento os 

defeitos foram preenchidos de forma irregular com tecido fibroso e epitélio. A análise 

por tomografia computadorizada (TC) mostrou que maior volume de osso produzido 

nos grupos de MCs (transfectados ou não) que nos grupos de células injetadas. 

Quanto à produção de tecidos moles, os grupos MCs foram capazes de repor tecidos 

próximo da normalidade, sendo em maior grau que nos grupos onde as células foram 

injetadas. Não houve diferença entre as MCs com células-transfectadas ou não na 

produção de tecidos moles. Os autores sugerem o uso de MCs (HGF-DPSCs ou 

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

 

 

A Laserfototerapia (LFT), ou LLLT (do inglês, Low Level Laser Therapy), é a 

aplicação de luz laser em baixa intensidade (comprimentos de onda entre 600 - 1100 

nm, ou seja, vermelho ao infravermelho próximo), variando na potência e densidade 

de energia (geralmente entre 1 mW a 500 mW e 1 a 20 J/cm², 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 

modulação de processos inflamatório e cicatricial, alívio de dor e, mais 

recentemente, a promoção de regeneração tecidual. A luz absorvida é capaz de 

causar alterações químicas, assim como ocorre no processo de fotossíntese nas 

plantas (Huang et al., 2011), não possuindo efeito térmico perceptível (Huang et al., 

2009). 

 O primeiro a descrever seus efeitos foi Endre Mester (1967), quando observou 

que os pêlos de camundongos irradiados cresceram mais rápido do que os de 

controles não irradiados. Já a pioneira em teorias para explicar os fenômenos da 

fotomodulação foi Tina Karu, em sua teoria da fotodissociação, onde sugere que 

fotoaceptores intracelulares estariam envolvidos na absorção da luz (Karu, 1989). 

Resumidamente, a luz ativaria fotoaceptores mitocondriais desligando componentes 

reguladores da cadeia respiratória e reestabelecendo o fluxo de elétrons com 

produção de ATP (do inglês, adenosinetriphosphate) (Huang et al., 2009, 2011; 

Alghamdi et al., 2012). Moléculas sinalizadoras produzidas nesse processo poderiam 

ainda desencadear eventos moleculares e celulares bioestimulatórios.  

Assim, uma reação fotobiológica envolve a absorção de luz em um 

comprimento de onda específico por uma molécula fotorreceptora (fotoaceptora; 

cromóforo) nativa, que pode eventualmente assumir um estado eletronicamente 

excitado em decorrência da absorção de luz (Karu, 1999). Esse é o caso da 

citocromo c oxidase (cit c), uma enzima situada na membrana interna mitocondrial, 

descrita por diversos autores como sendo sensível à irradiação na região do 

vermelho ou do infravermelho próximo (Karu, 1989; Karu et al., 1995; Karu, 1999; 

Gao; Xing, 2009; Huang et al., 2011).  
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2.5.1 Mecanismos de ação da LFT 

 

 

Os mecanismos de ação da LFT ainda não foram totalmente esclarecidos, no 

entanto existe um consenso entre autores de que os cromóforos celulares seriam os 

responsáveis pela captação da luz visível em células de mamíferos. Dentre os 

cromóforos sensíveis 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 respiratória que se encontra na 

membrana interna mitocondrial (Figura 2.3). Assim, essa organela tem sido 

considerada como local provável do início do processo de fotobiomodulação, onde 

desencadeia uma cascata de eventos biológicos (Hamblin; Demidova, 2006; Hamblin, 

2008). 

 
Figura 2.3 – Ilustração de uma mitocôndria detalhando a membrana mitocondrial interna, local da 

absorção dos fótons de laser no comprimento de luz vermelha (A). Na maior ampliação 
(B), vemos a representação ilustrativa da estrutura da cadeia transportadora de elétrons 

na membrana mitocondrial interna em uma célula com metabolismo normal. Nessa 
condição, a citocromo c (cit c) - enzima terminal (complexo IV) da cadeia respiratória – é 
responsável por mediar a transferência de elétrons ao oxigênio molecular, gerando como 
produto uma molécula de água (H2O) e bombeando 2 H

+ 
para o espaço 

intermembranoso. Isso gera uma concentração de prótons nessa região, levando a um 
gradiente osmótico que induz a passagem desses prótons pela molécula ATP sintase. 
Esse processo é conhecido como “força próton-motora”, e é capaz de promover uma 
alteração conformacional na molécula de ATP sintase, que sofre rotação, produzindo 
energia suficiente para converter o ADP em ATP 
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A redução das atividades metabólicas celulares em situações adversas é um 

mecanismo protetor de sobrevivência celular, e em consequência, há diminuição dos 

ciclos respiratórios (Tata; Waynant, 2011). Isso se dá pela ligação de NO (óxido 

nítrico), ao invés de oxigênio, em sítios dentro do complexo IV reduzindo-se assim a 

taxa de conversão de ADP (do inglês, adenosine diphosphate) em ATP pela ATP 

sintase (fosforilação oxidativa). O óxido nítrico, por sua vez, é uma molécula 

reguladora do fluxo de elétrons na cadeia mitocondrial. Variações no fluxo de 

elétrons na cadeia respiratória, portanto, ditarão a produção de maior ou menor 

quantidade de ATP. Por outro lado, o desligamento de NO dos sítios do complexo IV 

implica em reestabelecimento do ciclo de elétrons normal na cadeia respiratória. 

Existem evidências de que fótons de luz possam desfazer a ligação do NO nos sítios 

do cit c (Huang et al., 2011). Dessa forma, a LFT tem a habilidade de reverter a 

inibição da respiração celular induzida pelo NO e, como já mencionado, aumentar a 

atividade de bombeamento de prótons de hidrogênio pela cit c. O aumento de ciclos 

respiratórios com a remoção do NO gera energia, mas também maior disponibilidade 

de elétrons para captura pelo oxigênio molecular, levando à produção de ROS. Isso 

explicaria porque os efeitos da laserfototerapia são vistos principalmente em 

células/tecidos que se encontram em algum desequilíbrio, ou seja, mais propensos 

aos processos de Redução / Oxidação (REDOX) - como privações nutricionais, 

inflamações, cultivos in vitro, estresse oxidativo, entre outros - enquanto essa parece 

não influenciar significativamente o metabolismo de células e tecidos que se 

encontram em normalidade (Hamblin, 2008).  

Em síntese, o processo subsequente à absorção do fóton de luz pelo cit-c, que 

reestabelece a respiração mitocondrial, induz ao aumento da produção de ATP e 

consequentemente do metabolismo celular. Em concomitância, alterações na cadeia 

iônica promovem a modulação de espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês 

reactive oxygen species) capazes de sinalizar fatores de transcrição gênica que 

levariam às respostas secundárias (efeitos tardios) nas células e tecidos 

circundantes. Entre as espécies reativas de oxigênio mais relatadas após LFT estão 

o superóxido (O2
−), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (OH-), oxigênio 

singleto (1O2) e óxido nítrico (NO), sempre em baixas concentrações (Chaudhari et 

al., 2012). Assim temos que, se por um lado grandes quantidades de ROS podem 

ser danosas aos tecidos, levando à senescência celular, apoptose e carcinogênese 

(Balaban et al., 2005), por outro encontramos que baixos níveis de ROS – como os 
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decorrentes das LFT – podem atuar como sinalizadores celulares, tendo papel 

inclusive na manutenção da indiferenciação e na diferenciação de células-tronco, 

bem como na auto-renovação de HSCs (do inglês, Hematopoietic Stem Cells) 

(Chaudheri et al., 2002). 

Dentre os principais efeitos tardios descritos para o fenômeno de 

fotobiomodulação estão o aumento da proliferação e migração celular e a modulação 

dos níveis de citocinas, fatores de crescimento e mediadores inflamatórios, além do 

aumento da oxigenação 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 secundárias seriam as responsáveis pela ação da LFT, não apenas 

imediatamente, mas também cerca de 24 a 72 horas após a irradiação (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 proliferação e migração celular, além de influenciar 

na potencialidade e auto-renovação 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 há 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 

que se encontram e com os parâmetros de irradiação empregados. Neste sentido, 

os 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 regeneração de tecidos. 

Em consequência da LFT são observados aumento na síntese de DNA e 

RNA, por exemplo, com produção de proteínas constituintes da matriz extracelular 

(fibronectina e colágeno), aumento na proliferação e migração celular, propriedades 
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imunomodulatórias melhoradas, angiogênese, efeitos neurotróficos, 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 biológicas bastante semelhantes às induzidas pela vitamina C, citadas 

anteriormente. 

 

 

2.5.3 LFT influencia a potencialidade de células-tronco 

 

 

A LFT pode manter a indiferenciação ou induzir a diferenciação 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 

combinação de fatores de crescimento e parâmetros ideais de irradiação os 

principais fatores estudados na atualidade, que guiarão para o objetivo esperado 

(Ferreira et al., 2012b; Arany et al., 2014; Diniz, 2015).  

A falar especificamente da LFT, além da forma de aplicação (ex: contínua / 

pulsada; em contato / sem contato; frequência do tratamento), alterações na 

resposta à irradiação também podem ser conseguidas através da modificação do 

comprimento de onda (vermelho / infravermelho), densidade de energia (DE) e 

densidade de potência (DP) às quais as células serão expostas. Nosso grupo de 

pesquisa encontrou que as densidades de energia de 3 J/cm² e 5 J/cm², aplicadas 

em hDPSCs em condições de déficit nutricional, foram capazes de promover 

proliferação significativa destas células, sendo 5 J/cm² também capaz de induzir 

diferenciação, quando associada a fatores de crescimento, sejam endógenos ou 

exógenos (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, o aumento da expressão de marcadores 

de diferenciação para tecidos mineralizados, quando associadas a fatores de 

crescimento BMP2 (incorporado) e TGF-β (endógeno), in vitro e in vivo, 

respectivamente. Em contrapartida, na ausência de fatores de crescimento, a LFT 

com 5 J/cm² passou a expressar marcadores celulares de indiferenciação, Nestin e 

CD90 (Ferreira et al., 2012a), sugerindo que a presença de fatores de crescimento 

poderia ser um direcionador da ação da LFT, induzindo diferenciação ou, na 
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ausência, mantendo a multipotência de CTs mesenquimais. Assim, em Gianelli et al. 

(2013), a LFT mostrou ser capaz de estimular a proliferação de MSCs (Mesenchymal 

Stem Cells) via Notch-1 - um fator importante na regulação da auto-renovação, ou 

seja, na capacidade de gerar célula-filha multipotente como a célula-mãe - onde 

observaram altos níveis desse e de seu receptor no citoplasma e núcleo 72 horas 

após a irradiação das células. 

Muitos são também os estudos relacionados à diferenciação 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 importância já que 

comprovou a aplicação clínica do laser induzindo regeneração dentária in vivo. 

Reportaram também os efeitos da LFT e seu mecanismo de ação na ativação de 

TGF-β latente para promoção de diferenciação de DPSCs e formação de dentina 

terciária in vivo. Para tal utilizaram um modelo acelular com soluções de soro para 

testar o microambiente pós-cicatrização hemostática de feridas, o qual poderia estar 

presente durante o tratamento com a LFT, e que conteria quantidades abundantes 

de TGF-β latente derivado de soro ou plaquetas. Observaram que a terapia induz 

alterações conformacionais em constituintes complexos do soro, e que um desses 

constituintes seria o TGF-β1. Em seguida, utilizando células normais ou mutadas no 

resíduo metionina (posição 253) da molécula do TGF-β1, o qual é conhecidamente 

sensível à sensibilização por espécies reativas de oxigênio (ROS), os autores 

confirmaram que a presença de superóxido, peróxido de hidrogênio ou radicais 

hidroxila é necessária para que haja ativação do TGF-β por meio da LFT. A LFT 

ainda promoveu a diminuição na expressão de marcadores de células-tronco, como 

STRO-1, CD90, CD117 e CD44, sugerindo que a transição celular induzida pelo 

laser, nessa situação de microambiente com presença de fator de crescimento, seria 

voltada para diferenciação, ou seja, longe do estado multipotente inicial. Ao mesmo 

tempo, encontraram maior expressão de marcadores odontoblásticos, como DMP1, 

DSP e OPN do que os controles não-irradiados. In vivo, utilizando modelo de 

camundongo knockout condicional para TGF-β, a LFT induziu quantidades de 

dentina terciária similares ao grupo controle. Células da polpa dental não-irradiadas 

derivadas desse modelo foram capazes de produzir tecido mineralizado quando 

induzidas por BMP4, mas não foram responsivas à estimulação por TGF-β1. Dessa 
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forma, os autores constataram o papel do eixo ROS-TGF-β1 em mediar os efeitos 

regenerativos da LFT na indução de dentina terciária. 

Diante do exposto, ainda há muito que se estudar para o entendimento dos 

efeitos biológicos da LFT e, em especial, na regeneração tecidual. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

Objetivo geral: 

 

 

O objetivo do trabalho foi o de avaliar o efeito da LFT associada ou não à 

Vitamina C na formação de MCs (Cell Sheets) de hDPSCs.  

 

 

Objetivos específicos: 

 

 

 Analisar a capacidade da LFT associada ou não à VC na formação de MCs; 

 Analisar as características macroscópicas e microscópicas das MCs formadas; 

 Analisar as características fenotípicas, bem como a atividade da Enzima 

Telomerase das hDPSCs nas MCs. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

4.1 Cultivo celular 

 

 

Células da polpa dentária de terceiros molares extraídos por razões 

ortodônticas, de pacientes com idades entre 15-27 anos (n=5), foram previamente 

isoladas e caracterizadas como células-tronco de polpa dentária humana (hDPSCs - 

do inglês dental pulp stem cells) por Diniz (2015). Alíquotas congeladas destas 

células (P1; ≅ 106 células por criotubo) que se encontravam estocadas no 

biorrepositóriodo Laboratóriode Pesquisa Básica Prof. Edmir Matson do 

Departamento de Dentística da Faculdade de Odontologia da Universidade de São 

Paulo (FOUSP) foram utilizadas. O presente estudo recebeu a aprovação do Comitê 

de Ética em Pesquisa em Seres Humanos da FOUSP (CAAE: 

40392114.3.0000.0075).  

As hDPSCs foram descongeladas em banho de água à 37 °C e cultivadas em 

meio de cultura α-MEM (GIBCO / Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) 

suplementado com 15 % de soro fetal bovino (MSC-SFB, GIBCO) e soluções para 

concentração final de 100 U/ml de penicilina + estreptomicina (Pen Strep, GIBCO), 2 

mM de L-glutamina (GIBCO) e 0.1 mM de ácido ascórbico (Sigma-Aldrich 

Corporation, St. Louis, MO, EUA). Esse meio foi denominado de meio clonogênico. 

As células foram então incubadas à 37 °C numa atmosfera úmida contendo 95 % de 

ar e 5 % de dióxido de carbono (CO2). 

A monitorização do crescimento celular foi realizada diariamente em 

microscópio 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 subconfluência (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 solução tampão fosfato-salina sem cálcio e sem magnésio (PBSA, do inglês 

calcium and magnesium-free phosphate buffered saline), pH 7,2. A seguir, as células 

fora destacadas com 2 ml de uma solução de tripsina à 0,25 % (LGC Biotecnologia, 

Cotia, SP, Brasil) em estufa à 37 °C por 3-5 min, e então a tripsina foi inativada por 

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

temperatura ambiente.  

O precipitado de células resultante da centrifugação foi ressuspendido em 1 ml 

de meio fresco. Essa suspensão de células foi então replaqueada em novos frascos 

de cultivo, criando novas passagens da cultura. Com o intuito de manter a menor 

passagem possível, foram realizados estoques congelados de alíquotas de células na 

segunda passagem (P2). As células utilizadas nos experimentos foram expandidas 

até, no máximo, P3, exceto por uma alíquota de células que continuou sendo 

subcultivada até a passagem 27 (P27) para serem plaqueadas posteriormente como 

grupo controle senescente. Todos os procedimentos de cultivo celular foram 

realizados em capela de fluxo laminar, seguindo os protocolos de manutenção de 

esterilidade dos materiais e soluções utilizadas (normas de segurança NBR/IEC 

601.2.22 e IEC 60825-1/2001-8). 

 

 

4.1.1 Recaracterização das células 

 

 

Para verificar se as células mantiveram as características de células-tronco 

mesenquimais após o descongelamento, as mesmas foram recaracterizadas por 

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

 

 

4.1.1.1 Caracterização imunofenotípica por citometria do fluxo 

 

 

Para identificar e caracterizar imunofenotipicamente a progenia das populações 

celulares de polpa dentária foi utilizado o seguinte painel de anticorpos primários, 

conjugados com fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE) ou aloficocianina (APC), contra 

moléculas de superfície 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 não acoplados de fábrica CD105, Oct ¾ e 

Nanog, bem como seus controles isotípicos IgG1k-FITC e IgG2k-FITC (todos BD 

Biosciences). 
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As culturas foram subcultivadas até a obtenção de no mínimo 1 x 106 células 

por marcador de superfície. Todo protocolo de citometria foi realizado à 4 °C e as 

centrifugações realizadas a 550 x g por 5 minutos. As placas de cultivos foram 

acondicionadas em recipiente gelado e então as células foram lavadas duas vezes 

em PBSA e colhidas com solução de enzima marinha com atividade colagenolítica e 

proteolítica (StemPro Accutase; GIBCO) por 10 minutos, sob agitação, para minimizar 

a internalização de antígenos de superfície. As células foram então centrifugadas e 

fixadas em 10 ml de solução de paraformaldeído (PFA) à 4 % e uma alíquota de 10 µl 

foi coletada para contagem do número de células em câmara de Neubauer. Esse 

conteúdo foi armazenado à 4 °C até o dia da leitura das amostras no citômetro de 

fluxo, não ultrapassando o período de 7 dias. 

No dia da análise as células foram lavadas duas vezes em PBSA à 4 °C. O 

sobrenadante foi descartado e solução de albumina de soro bovino (BSA; do inglês, 

bovine serum albumine) à 5 % foi adicionada às células por 1 hora para bloqueio de 

sítios inespecíficos. As células foram ressuspendidas em PBSA (3% BSA) e 

marcadas com anticorpos primários (200:1) com tempo de incubação de 1 hora. Além 

desse passo, os anticorpos que não vinham de fábrica conjugados ao fluorocromo 

(CD105, Oct ¾ e Nanog) foram incubados por mais 1 hora com fluoróforos próprios 

ao fim (controles isotípicos IgG1k-FITC e IgG2k-FITC). A suspensão de células foi 

então lavada três vezes em PBSA. A seguir, a suspensão de células marcadas foi 

filtrada (70 µm) e colocada em tubos para ser contada e classificada em leitura no 

citômetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, EUA) no Departamento de 

Imunologia do Instituto de Ciências 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 Colônias – Fibroblásticas (CFU-F do 

inglês coloning formation units-fibroblastic)  

 

 

Para a contagem do número de CFU-F, hDPSCs em P2 foram plaqueadas à 

densidade de 200 células/poço de 35 mm, em quadruplicata, e cultivadas em meio 

clonogênico por 9 dias. A quantidade de CFU-F por poço foi assessada ao final deste 
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período. As placas foram fixadas em solução de PFA à 4 % e coradas com solução 

de azul de toluidina à 0,1 % (Sigma-Aldrich) em 1 % de PFA em PBS e, a seguir, 

fotografadas. O número de CFU-F nas fotografias foi determinado utilizando o 

programa Image-J (NIH, National Institutes of Health, MD, EUA). Contagem maior 

que 50 células por colônia foi considerada como positiva (1 unidade). Para servir 

também como indicador da viabilidade celular, foi aplicadado o cálculo da Eficiênica 

de Plaqueamento (EP) pela seguinte fómula: 

 

 

Eficiência de Plaqueamento (%) = 
𝐍ú𝐦𝐞𝐫𝐨𝐬 𝐝𝐞 𝐜𝐨𝐥ô𝐧𝐢𝐚𝐬

𝐍ú𝐦𝐞𝐫𝐨 𝐝𝐞 𝐜é𝐥𝐮𝐥𝐚𝐬 𝐩𝐥𝐚𝐪𝐮𝐞𝐚𝐝𝐚𝐬
× 𝟏𝟎𝟎 

 

 

4.1.1.3 Tempo de Dobra da População (DP) 

 

 

O tempo de dobra da população das hDPSCs foi determinado através da 

análise da curva de crescimento, obtida por contagem eletrônica do número de 

células. hDPSCs foram plaqueadas em poços de 35 mm (5 x 104 células por poço) e 

cultivadas em meio clonogênico por 9 dias. Foram plaqueados dois poços por tempo 

experimental. Os tempos avaliados foram 24, 48, 72, 96, 168 e 216 horas. As 

hDPSCs de cada poço foram coletadas por tripsinização e imediatamente fixadas 

com solução de PFA a 4 % e armazenadas a 4 oC em tubos de ensaio para posterior 

contagem eletrônica no Citômetro de fluxo BD Accuri C6 FlowCytometer (BD 

Biosciences). Os dados de contagem celular foram utilizados para obter a curva de 

crescimento e para o cálculo do tempo de dobra populacional aplicando-se a seguinte 

fórmula: logarítmo natural (Ln) de (número de células em 216 horas menos o número 

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

 

 

Dobra Populacional = 
𝐋𝐧 (𝐧º 𝐝𝐞 𝐜é𝐥𝐮𝐥𝐚𝐬 𝐟𝐢𝐧𝐚𝐥−𝐧º 𝐝𝐞 𝐜é𝐥𝐮𝐥𝐚𝐬 𝐢𝐧𝐢𝐜𝐢𝐚𝐥) 

𝐋𝐧(𝟐)
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4.2 MCs (Cell Sheets) de hDPSC 

 

 

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

plaqueadas em placas de 6 poços de 35 mm cada (5x104 células por poço). As 

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

atmosfera úmida contendo 5% de CO2. 

 

 

4.2.1 Grupos Experimentais 

 

 

Vinte e quatro horas após o plaqueamento das células nos poços, as culturas 

foram submetidas aos tratamentos de acordo com os grupos experimentais 

(Tabela 4.1).  

 

 

Tabela 4.1 – Grupos experimentais 

Grupos 

Experimentais 
Tratamentos 

Controle negativo (P3) 
Células em P3 cultivadas em meio clonogênico, sem tratamento 

adicional 

Controle positivo de 

Senescência (P27) 

Células em P27 (senescentes) cultivadas em meio clonogênico, 

sem tratamento adicional 

VC 

(controle positivo) 

Células em P3 cultivadas em meio clonogênico suplementado 

com 20 µg/ml de ácido ascórbico (vitamina C; VC) 

Laser 
Células em P3 cultivadas em meio clonogênico e submetidas à 

laserfototerapia (LFT) 

Laser+VC 
Células em P3 cultivadas em meio clonogênico suplementado 

com 20 µg/ml de VC e submetidas à LFT 
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4.2.2 Aplicação da Laserfototerapia (LFT) 

 

 

Para a LFT foi utilizado um equipamento laser de diodo de fosfeto de índio-gálio-

alumínio (InGaAlP) (PhotonLase III DMC - Equipamentos, São Carlos, SP, Brasil), em 

baixa intensidade e modo de operação contínuo, pontual e em contato, aplicando-se 

os seguintes parâmetros dosimétricos: Comprimento de onda = 660 nm (luz 

vermelha), Potência = 20 mW, Área do feixe = 0,028 cm², Densidade de Potência = 

0,71 W/cm², Tempo = 7 segundos, Densidade de Energia = 5 J/cm² e Energia = 0,14 J 

por ponto. As irradiações ocorreram em dias alternados durante todo o período do 

experimento, de forma pontual (5 pontos / poço) e em contato na base da placa. A 

potência do equipamento foi aferida antes e após todas as sessões de irradiação, 

com auxílio de medidor de potência (Laser Check, MM OpticsLtda, São Carlos, SP, 

Brasil). O valor da emissão foi programado para o parâmetro do estudo através 

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

 

 

 
Figura 4.1 – (A) Ilustração das irradiações realizadas nas placas de 6 poços, onde, para evitar 

sobre-irradiação dos grupos experimentais, os poços intercalados eram mantidos 
vazios. Foram irradiados 5 pontos equidistantes, em contato como o fundo da 
placa (lado externo). (B) Fotografia ilustrando a aferição da potência de saída do 

equipamento realizada a cada sessão de LFT, observa-se a marcação de 20 mW 
de potência, no comprimento de onda 660 nm, mesmo quando é interposta uma 
placa igual à utilizada para os experimentos  
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4.2.3 Análise das Membranas celulares (Cell Sheets) 

 

 

As culturas foram mantidas nos poços, 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 

poços era trocado por meio fresco de acordo com o grupo experimental, ou seja, 

meio clonogênico para os grupos controles e laser e meio clonogênico acrescido de 

20 µg/ml de ácido ascórbico (vitamina C) para os grupos VC e Laser+VC. 

As MCs dos diferentes grupos experimentais foram analisadas 

macroscopicamente por método visual (fotografias dos poços) e suas células por 

microscopia (microscopia de luz e de fase). A atividade da enzima telomerase foi 

identificada por TRAP (do inglês Telomeric Repeat Amplification Protocol), seguido 

de ELISA (do inglês Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Para a avaliação da 

manutenção da indiferenciação das células (Mitofilina e Oct 4), presença da fase 

catalítica da enzima telomerase (hTERT) e confirmação da senescência das células 

do grupo senescente (β-galactosidase), as hDPSCs das membranas de todos os 

grupos experimentais foram submetidas ao RT – qPCR (do inglês 

ReverseTranscriptase- Quantitative Polimerase Chain Reaction). As amostras foram 

coletadas em tempos experimentais pré-determinados e de acordo com as 

recomendações de cada análise a ser realizada. A figura 4.2 apresenta o cronograma 

experimental das trocas de meios e coletas para as diferentes análises das MCs dos 

diferentes grupos experimentais. 
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Figura 4.2 - Fluxograma dos experimentos e coletas de material para as diferentes análises. VC = 

acréscimo de solução de Vitamina C de modo a obter concentração final de 20 µg/ml em 
cada poço; LFT = laserfototerapia; TM = troca de meio. 
*

a
: grupos controle (P3 e senescente) não receberam tratamentos adicionais, apenas 

troca do meio clonogênico nos mesmos tempos em que os demais grupos. 
*

b
: coleta das amostras para os experimentos de Atividade de Telomerase (24 horas 

após primeira indução, 7 e 13 dias) e RT-qPCR (24 horas após primeira indução e 7 
dias). 
*

c
: coleta das MCs (Cell Sheets) para processamento histológico. Os tempos variaram 

entre 10 e 13 dias, conforme ocorria o descolamento espontâneo em cada grupo 

 

 

4.2.3.1 Macroscopia das MCs 

 

 

Entre o 10º e 13º dia após o plaqueamento, quando as MCs se destacavam dos 

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

e removidas das placas para serem submetidas às análises posteriores. Neste 

momento, a análise macroscópica se baseou na manutenção de integridade das 

mesmas de forma qualitativa. Para esta análise macroscópica foi utilizada a técnica 

de coloração “Panótico rápido” onde as MCs foram fixadas e coradas com 

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

realizada com solução de triarilmetano à 0,1% por 5 segundos, seguida de coloração 

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

solução, posteriormente os poços foram lavados com água Mili-Q (pH 7) e 

imediatamente levados para análise e tomada fotográfica.  
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4.2.3.2 Microscopia das MCs 

 

 

Para análise microscópica, as MCs foram processadas para visualização em 

microscopia de luz utilizando processo histológico de rotina. Brevemente, as hDPSCs 

foram lavadas com PBS e fixadas em solução de PFA a 4 % (por 24 horas, em 

temperatura ambiente) e então removidas da placa. Em alguns grupos, onde as MCs 

se soltaram espontaneamente, foram utilizadas pinças para a sua remoção da placa, 

em outros grupos, onde as membranas não se formaram adequadamente e as 

células ainda se mantinham parcialmente aderidas às placas, houve a necessidade 

de se utilizar scrapers para auxiliar na sua remoção do poço.  

O material fixado dos diferentes grupos experimentais foi processado com 

método de rotina para inclusão em parafina e, a seguir, foram obtidos cortes 

histológicos de 5 µm que foram corados com HE. 

 

 

4.2.3.3 Análise 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 modificações. Foram coletadas quadruplicatas biológicas das MCs, nos 

tempos de 24 horas, 7 e 13 dias após a instituição de cada tratamento de acordo com 

os grupos experimentais. 

A coleta das amostras para este ensaio foi realizada como se segue: as células 

das membranas foram tripsinizadas e centrifugadas em microcentrífuga à 3000 x g 

por 10 minutos à 4 °C, o precipitado de células foi ressuspenso em PBS e a 

centrifugação foi repetida para lavagem. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado criopreservado à - 80 °C até que todas as amostras de todos os grupos 

nos diferentes tempos fossem coletadas. Para a extração do RNA, após a obtenção 

de todas as amostras, essas foram descongeladas em gelo, ressuspensas em 200 µl 

do reagente de lise do Kit e incubadas em gelo por 30 minutos, na sequência foram 

centrifugadas à 16000 x g por 20 minutos à 4 °C e 175 µl do sobrenadante foi 
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transferido para um novo tubo de microcentrífuga. Esse conteúdo foi congelado 

rapidamente em nitrogênio líquido e mantido em freezer à - 80 °C.  

As amostras foram padronizadas por Quantificação de Proteínas Totais, 

utilizando o Kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, 

EUA), com leitura por absorbância em espectrofotômetro (Synergy H1 - Biotek, 

Winooski, EUA) utilizando filtro de comprimento de onda de 562 nm. A concentração 

foi então calculada individualmente para cada amostra, de forma a ter uma 

concentração final de 15 µg/µl em um volume de 25 µl, sendo que, para alcançar 

esse volume, acrescentava-se água tratada com 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC) 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). 

Para a Reação de PCR, que amplificou as terminações teloméricas através do 

protocolo de TRAP (do inglês Telomeric Repeat Amplification Protocol) (Kim et al., 

1994), 2 µl das amostras padronizadas (30 µg) foram acrescidas a 25 µl do Reagente 

de Mistura fornecido pelo kit e água Ultra Pure (Gibco) até o volume final de 50 µl. 

Também foram preparados um Controle Negativo e um Positivo para atividade dessa 

enzima, através da reconstituição de células liofilizadas providas pelo kit. O 

Termociclador (Techne Progene Thermal Cycler, Cambridge, Inglaterra) foi ajustado 

para os seguintes parâmetros: 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; 

extensão à 72 °C por 5 minutos, seguido de armazenamento imediato à 4 °C do 

cDNA resultante, temperatura em que foi mantido até o passo da análise por ELISA. 

Para a detecção da enzima telomerase ativa e visualização 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 

solução contendo hidróxido de sódio (≤ 0,5 %) e hibridizados com marcador 

digoxigenina (DIG), um detector específico de banda de repetição telomérica. Cem 

microlitros de cada produto de hibridização foram imobilizados através de um primer 

marcador de biotina em uma microplaca revestida de estreptavidina. Finalmente, o 

produto de PCR que se aderiu à placa foi detectado com um anticorpo anti-DIG 

conjugado à peroxidase (anti-DIG-POD), o qual reagiu como substrato TMB 

(3,3',5,5'-tetrametilbenzidina), adicionado à reação, para formar um produto de 

reação colorido. A absorbância relativa foi medida utilizando espectrofotômetro 

(Synergy H1) com filtro no comprimento de onda de 450 nm (comprimento de onda 

de referência 690 nm). 



57 
 

 

Para análise dos resultados através dos valores de absorbância as 

recomendações do fabricante foram seguidas. Primeiramente o valor da leitura de 

Absorbância (A450 nm) foi subtraído do “blank”, ou seja, da leitura de Absorbância no 

comprimento de onda de referência (A690 nm). Posteriormente calculou-se a média de 

absorbância 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 diferença entre as absorbâncias (∆A = A450 nm - A690 nm) era ≥ 

0,2. 

 

 

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

qPCR) das células nos diferentes grupos experimentais 

 

 

Para estas análises as hDPSCs foram plaqueadas em poços de 35 mm de 

diâmetro em placas de 6 poços (5 x 104  células por poço) em duplicata por 

grupos experimental. Após 24 horas do plaqueamento, os poços foram submetidos 

aos tratamentos de acordo com os grupos experimentais. Células dos 5 grupos 

experimentais foram coletadas nos tempos 0 horas (plaqueamento), 24 horas após 

iniciar os tratamentos (VC, Laser ou Laser+VC) e 7 dias a decorrer após o início dos 

tratatmentos.  

O RNA total foi extraído das amostras de cada grupo experimental coletadas em 

0 hora, 24 horas e 7 dias (Figura 4.3), utilizando-se o kit de extração RNeasy Mini Kit 

(Qiagen, CA, EUA), segundo recomendações do fabricante. Em resumo, as células 

foram lavadas 2 vezes com PBS gelado e, em seguida, 350 µl de solução tampão de 

lise (RLT) foi adicionada em cada poço e coletada em tubos de microcentrífuga, 

submersas em nitrogênio líquido e imediatamente armazenadas em freezer à - 80 °C. 

Posteriormente, as amostras foram descongeladas em gelo e a reação 

interrompida com 350 µl de etanol à 70 %. Seguiu-se a purificação do RNA através 

de inserção em colunas de sílica (RNeasy silica-membrane spin columns, Qiagen) 

seguida de lavagens sucessivas com os tampões RW1 e RPE por meio de 

centrifugações de 10 segundos à 8000 x g em temperatura ambiente. A concentração 

do RNA total foi mensurada em espectrofotômetro (Synergy H1) utilizando filtros nos 

comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. 



58 
 

 

Com a finalidade de eliminar traços de DNA genômico que pudessem ter 

contaminado as amostras, alíquotas de 300 ng de RNA total em volume de 8 µl 

diluídas em H2O com 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC) foram tratadas com o kit 

DNAse I (Invitrogen), segundo recomendações do fabricante (Tabela 4.2). 

 

 
Tabela 4.2 - Reagentes para tratamento com DNAse I 

Reagente Volume 

RNA + H2O DEPC 8µl 

Tampão 1µl 

DNAse I 1µl 

Incubação à 37
°
C por 30 min. 

EDTA (stop) 1µl 

Incubação à 37°C por 30 min. 

Volume total 11 µl 

 

 

Para a confecção da fita de DNA complementar (cDNA) o produto da reação 

anterior – RNA tratado com DNAse – foi transcrito utilizando o kit SuperScript® III 

Reverse Transcriptase (Invitrogen), de acordo com as recomendações do fabricante. 

O mix da reação foi preparado em tubos de microcentrífuga, de acordo com a Tabela 

4.3. 

Tabela 4.3 - Reagentes para a confecção da fita de cDNA 

Reagente Volume 

Random primer (100ng/µl) 1µl 

DNTP 10mM 1µl 

RNA (amostra) 11µl 

Incubação a* 

Tampão 5x 4µl 

DTT (0,1M) 1µl 

RNAse OUT 1µl 

Superscript III RT 1µl 

Volume Final 20 µl 

Incubação b* 

 

 

A reação foi incubada em banho seco (Digital Dry Bath Heat blocks – 

Benchmark Scientific, Nova Jersey, EUA), com os seguintes parâmetros: (a*) primeira 

incubação à 65 oC por 5 minutos, seguida de 1 minuto em gelo; (b*); segunda 

incubação à 25 °C por 5 minutos; 50 °C por 60 minutos e posteriormente 70°C por 15 

minutos. As amostras de cDNA foram armazenadas à 4 °C. 
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Para análise dos níveis de expressão gênica nos grupos experimentais 

avaliados foram realizadas reações de qPCR. O cDNA sintetizado foi o molde 

utilizado para a reação pelo método do SYBR Green Dye I. As reações foram 

realizadas em um volume final de 10 μL, contendo 1 μL de amostra/cDNA (diluição 

1:8), 10 pmol de cada primer (400 nmol; foward+reverse), 5 μL de SYBR Green 

Master Mix® (AB AppliedBiosystems, Warrington, Reino Unido) e água ultra pure 

q.s.p. As reações foram realizadas no equipamento da mesma marca, 

AppliedBiosystems ABI 7500 Real Time PCR empregando condições padrão do 

equipamento para a termociclagem das reações. Os genes avaliados estão descritos 

na Tabela 4.4. 

 

 

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

Alvo Gene 
Gene ID 

(pubmed) 
Sequência dos primers (5´- 3´) 

GAPDH*
a
 GAPDH 2597 

F: GCATCCTGGGCTACACTGA 

R: CCACCACCCTGTTGCTGTA 

OCT-4*
b
 POU5F1 5460 

F: GATCACCCTGGGATATACAC 

R: GCTTTGCATATCTCCTGAAG 

Mitofilina*
c
 IMMT 10989 

F: CAAAGCCAAAGAAGAGTTAGAG 

R: CAGCTCATGATACTGAGATAC 

Telomerase*
d
 TERT 7015 

F: AGAACGCAGGGATGTC 

R: CAGCTTGAGCAGGAATG 

β-galactosidase*
e
 GLB1 2720 

F: GACAGTACCAGTTTTCTGAG 

R: ATAGACTCTTTCTCTAGCAGC 

*
a 
GAPDH (do inglês glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase);  

*
b 

OCT4 - POU5F1 (do inglês Octamer-binding Transcription fator 4 – POU domain - class 5 – 
transcription fator 1); 
*

c 
Mitofilina - IMMT (do inglês inner membrane protein, mitochondrial);  

*
d 
Telomerase - TERT (do inglês Telomerase reverse transcriptase);  

*
e 
β-galactosidase – GLB1 (do inglês Galactosidade beta 1) 

 

 

O processo de ciclagem térmica foi realizado por meio de desnaturação inicial, 

seguida de ciclos de amplificação. Após o término do último ciclo, as amostras foram 

submetidas à análise da curva de dissociação, conferindo-se a ausência de qualquer 

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

https://www.wikigenes.org/e/gene/e/10989.html
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realizada uma reação sem amostra de cDNA como controle negativo, para avaliação 

de uma possível contaminação. O protocolo de termociclagem foi: 2 minutos à 50 °C, 

10 minutos à 95 °C, 40 ciclos de 15 segundos à 95 °C e 1 minuto à 60 °C. Além das 

curvas de amplificação, foi realizada a curva de dissociação (melting curve) para 

verificar a especificidade da amplificação, confirmando a ausência da formação de 

dímeros de primer ou qualquer outro produto inespecífico, 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 

expressão do gene alvo, com normalização ao controle endógeno (GAPDH), e então 

comparadas com a amostra calibradora, para o cálculo da quantificação relativa pela 

fórmula 2–ΔΔ Ct. 

 

 

Expressão Relativa = 
𝑬𝒇𝒊𝒄𝒊ê𝒏𝒄𝒊𝒂∆𝑪𝒕 𝒂𝒍𝒗𝒐(∆𝑪𝒕 𝒄𝒂𝒍𝒊𝒃𝒓𝒂𝒅𝒐𝒓𝒂 − ∆𝑪𝒕 𝒂𝒎𝒐𝒔𝒕𝒓𝒂)

𝑬𝒇𝒊𝒄𝒊ê𝒏𝒄𝒊𝒂∆𝑪𝒕 𝒏𝒐𝒓𝒎𝒂𝒍𝒊𝒛𝒂𝒅𝒐𝒓 (∆𝑪𝒕 𝒄𝒂𝒍𝒊𝒃𝒓𝒂𝒅𝒐𝒓𝒂− ∆𝑪𝒕 𝒂𝒎𝒐𝒔𝒕𝒓𝒂)

 

 

 

Os valores da expressão relativa de cada gene foram submetidos à análise 

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

 

 

5.1 Recaracterização das células 

 

 

As hDPSCs após seu descongelamento (P1) apresentaram morfologia 

heterogênia, com predominância de células ora fusiformes, ora estrelárias (Figura 

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

 

 

 
Figura 5.1 - Fotomicrografias de fase de culturas da linhagem hDPSC (P1). (A) - 30 horas após 

descongelamento; (B) - 96 horas em cultivo pós-descongelamento a cultura apresenta-
se subconfluente e células em divisão ainda são observadas (setas); (C) - 30 horas após 

o primeiro subcultivo (P2), realizado em fase log, as células já apresentam um tempo de 
confluência menor (HE) (Aumento original 100X) 

 

 

5.1.1 As hDPSCs foram capazes de formar colônias 

 

 

A figura 5.2 mostra colônias de hDPSCs que foram visualizadas por coloração 

de azul de toluidina. Após 9 dias em cultura foi possível observar a formação de CFU-

F em número médio de 46 por poço, representando uma eficiência de plaqueamento 

de 23%. 
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Figura 5.2 – Fotografia dos poços evidenciando 

CFU-F formadas por hDPSCs após 
o descongelamento 

 

5.1.2 As hDPSCs apresentam dobra populacional aproximada de 20 horas 

 

 

A curva de crescimento das hDPSCs está graficamente representada na Figura 

5.3. As células cresceram até 96 horas quando atingiram o plateau. 

 

 
Figura 5.3 - Representação gráfica da Curva de Crescimento 

 

 

Baseado nos dados de contagem de células foi calculada a dobra populacional, 

como se segue: 

 
Dobra Populacional = Ln (nº células finais - nº 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 níveis típicos de marcadores de superfície 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 indiferenciação (Nanog, Oct ¾). Os 

marcadores de células hematopoiéticas (CD45) e endoteliais (CD14) apresentaram 

expressão ausente ou mínima. 

 
 

 Figura 5.4 - Ilustração gráfica da imunofenotipagem das hDPSCs após o descongelamento. Os 
números dentro dos gráficos indicam porcentagem (%) de células positivas ao 
anticorpo primário para o marcador de superfície em questão. Os picos de cor cinza 
claro representam os controles isotípicos de cada marcador. Os picos cinza-escuro 
representam a população 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 período experimental, somente nos grupos 

VC e Laser+VC. Essas MCs apresentaram as características esperadas, ou seja, 

foram capazes de se soltar completamente da placa de cultivo, sem que para tal 

fosse necessário qualquer estímulo 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. Não ocorreu a formação de Cell Sheet nos demais 

grupos (Controle e Laser) no tempo experimental, já que não se destacaram 

espontaneamente, apesar de suas bordas terem começado a se soltar (Figura 5.5C). 

Assim, essas culturas tiveram de ser coletadas com a ajuda de scraper. O Grupo 

Senescente não 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%), 

que se soltaram entre o 10º e 12º 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 pinças. Podiam ser removidas do poço 

quando se enrolavam sobre si mesmas e ao serem repostas no meio de cultura 

eram capazes de se abrir novamente sem serem rompidas com esta manipulação. 

Foi observado que as MCs do grupo Laser+VC, não 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 manipulação. 
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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) após o plaqueamento, quando estavam completamente não aderidas à 
placa. Já em C temos a fotografia de uma placa do grupo Controle, onde observa-se 
que nenhuma cultura celular formou verdadeiras membranas capazes de se soltar por 
completo (B e C coradas pela técnica do Panótico rápido) 

 

 

 

 Figura 5.6 - Observe nas fotografias desta membrana do grupo VC, 10 dias após o plaqueamento, 
que esta é facilmente manipulada com o auxílio de pinça cirúrgica 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 possível se observar células que se 

espraiavam a partir destes aglomerados enrolados em direção ao fundo da placa 

(Figura 5.6B), similar ao que acontece nos explantes em cultivos primários. Nas 

áreas mais centrais da membrana era possível observar as hDPSCs confluentes, 

muito próximas 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 direção ao fundo da placa de cultivo a partir da borda da 
membrana; (C) em fotomicroscopia de fase uma área confluente da membrana; (D) 
fotomicroscopia de luz (aumento original de 100x) 

  



67 
 

 

 

 Figura 5.8 - Fotomicrografias de MCs dos grupos VC e Laser+VC durante os tempos experimentais 
24 horas após início das induções, 48 horas e 7 dias (A, B e C; D, E e F - 

respectivamente). Corados com hematoxilina e eosina diretamente dentro dos poços 
de cultivo, pela técnica do panótico rápido (aumento original de 100x) 

 

 

Foram obtidos também cortes histológicos de MCs incluídas em parafina no 13º 

dia, sendo essas coradas com HE. Nesses cortes histológicos, era possível se ver 

grande quantidade de células com morfologias semelhantes, dispostas em múltiplas 

camadas e sobrepostas umas às outras, além de uma MEC densa. Não houve 

diferença aparente entre os grupos.  

 

 

 
  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 níveis 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 não foi 

mais observada. 

Em 7 dias os grupos onde MCs características foram obtidas apresentaram 

atividade de telomerase em 7 dias, enquanto as culturas dos demais grupos, esta 

atividade, neste tempo experimental, já não 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 não foram capazes de 

expressar esta atividade em nenhum tempo experimental. Células tratadas com 

VC, independentemente de serem ou não irradiadas, somente apresentaram 

atividade no tempo de 7 dias. A partir da análise desses resultados não foram mais 

avaliados ensaios no 13º dia, já que não foi observada atividade de telomerase. 

 

 
  Figura 5.10 - Gráfico 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 Expressão gênica dos marcadores nos diferentes grupos experimentais 

 

 

5.4.1 Células na P3 

 

 

A figura 5.11 ilustra graficamente os resultados do RT-qPCR referentes à 

caracterização dos cultivos de hDPSCs após 24 horas e 7 dias nos diferentes grupos 

experimentais. O marcador de indiferenciação 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. 

 

 

 
Figura 5.11 - Imunofenotipagem de hDPSCs dos diferentes grupos 

experimentais em 24 horas e 7 dias. As células expressam 
o marcador de indiferenciação 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 os grupos experimentais durante 

todo o experimento. Em 7 dias houve aumento significativo da expressão deste 

marcador mesenquimal no grupo Laser+VC, em comparação 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 à expressão da fase 

catalítica da enzima telomerase (hTERT) das hDPSCs após 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. 

 

 

Figura 5.13 - Representação gráfica da expressão da fase catalítica 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 alíquota 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, houveexpressão positiva do gene característico de células nesse 

estado, o da β-galactosidase, acessada por RT-qPCR (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 
inclusões e liberação de detritos celulares no meio. (A) -24 horas após o 
plaqueamento; (B) - 7 dias após o plaqueamento, observa-se que as células ainda 
não atingiram confluência. (C) - 48 horas após o plaqueamento, corado em HE pela 

técnica do panótico rápido (Aumento original 100X) 
 

 

 

Figura 5.15 - Representação gráfica do resultado do RT-qPCR para a 
expressão gênica do gene GLB1 (β-galactosidase), 
marcador de senescência celular. *Significativamante maior 

(p = 0,0379)  
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Até o presente momento, um único 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 suínos. As DPSCs foram transfectadas 

com o gene HGF (do inglês, hepatocyte growth fator) que é um fator de crescimento 

angiogênico frequentemente utilizado para a regeneração periodontal. Sabe-se que 

este fator é um potente mitógeno, com atividade antiapoptótica e morfogênica 

podendo aprimorar o processo de regeneração de diversos órgãos (Matsumoto; 

Nakamura, 1997). A análise por tomografia computadorizada (TC) mostrou um maior 

volume de osso produzido nos grupos de MCs (transfectados ou não) que nos 

grupos de células injetadas (grupo controle de células cultivadas pelo método 

tradicional, ou seja, sem indução de MCs). Quanto à produção de tecidos moles, os 

grupos MCs foram capazes de repor tecidos próximo 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 regeneração periodontal. 

Curiosamente, quando comparamos o trabalho de Cao et al. (2015) com o presente 

trabalho, temos que ambos associaram técnicas indutoras do processo de 

angiogênese, pela transfecção direta do gene HGF ou aplicação da LFT, 

respectivamente. De fato a LFT já se mostrou capaz de ativar in vivo o fator de 

crescimento angiogênico VEGF (do inglês, vascular endothelial growth factor) (Park 

et al., 2015). 

A Laserfototerapia (LFT) foi utilizada na densidade de energia de 5 J/cm² a qual 

já demonstrou, em trabalhos prévios da nossa equipe com hDPSCs, efeito 

proliferativo com a manutenção do fenótipo celular ou de diferenciação 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 condição de estresse, normalmente induzido por déficit nutricional através 

da redução do SFB (Eduardo et al., 2008), que permitem a evidenciação dos 

possíveis efeitos da terapia. Essa condição mimetiza o microambiente em que células 

respondem melhor a esse tratamento, ou seja, quando estão em condições 

biologicamente desfavoráveis (Hamblin; Demidova, 2006). No presente trabalho 

optou-se por não induzir as células a essas condições, uma vez que as células 
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ficariam confluentes e sem subcultivos, onde seria esperada uma diminuição do 

metabolismo celular. De forma que se a LFT pudesse exercer algum efeito nas 

hDPSCs, este efeito poderia ser detectado da mesma forma que são detectados 

quando a terapia é aplicada às células em estresse nutricional. No entanto, a 

hipótese de que a LFT isolada seria capaz de formar MCs de hDPSCs não se 

confirmou. Por outro lado, os resultados do presente trabalho mostraram que a LFT 

não prejudica a ação da VC na formação 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 prejuízo da integridade da MC. Com isso, 

poderiam ser tomadas todas as vantagens biológicas de LFT, ou seja, ela favoreceria 

a manutenção da viabilidade de células das MCs, induziria síntese de VEGF, 

promovendo condições de nutrição para estas células, bem como poderia ativar 

fatores de crescimento latentes (Arany et al., 2014). Adicionalmente, é sabido que a 

LFT pode potencializar os mecanismos de migração e de diferenciação 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 favorável ao cultivo, o 

que foi acessado pelos testes preliminares de CFU-F (média 46 células / poço) e 

eficiênica 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 favorável, já que consiste em semear um número 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 utilização no estudo, foi realizada nova análise do fenótipo destas 

células, que poderiam ter perdido suas características durante o processo de 

congelamento, estocagem e/ou descongelamento. Essa análise mostrou expressão 

positiva para os marcadores clássicos de células tronco (CD44, CD105, CD146 e 

STRO-1, Nanog e Oct 4) e negativa para o CD45 e CD14, portanto, confirmando seu 

fenótipo de CT mesenquimal indiferenciada. Assim sendo, não houve necessidade de 

realizar novo isolamento e caracterização de células obtidas de novas polpas 

dentárias humanas.  
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A escolha do modelo de cultivo para obtenção de MCs através de indução 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 fisiológicas nas células, 

além da formação já esperada da MC. Em grande parte dos trabalhos de obtenção 

de MCs, em especial os que utilizam a placa UpCell dish, os pesquisadores fazem 

um cultivo semelhante à indução de diferenciação – inclusive usando meio de 

diferenciação, 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 recomendações de Wei et al. (2012), onde o meio de cultivo é sempre 

completamente removido e a monocamada lavada com PBS, sem a utilização de 

fatores de crescimento. O objetivo era alcançar resultados que refletissem realmente 

o comportamento celular perante as diferentes condições experimentais propostas 

(Laser e / ou VC), tentando ao máximo evitar o “cross-feeding”, que ocorre 

naturalmente quando o meio é “condicionado” pelo acúmulo de substâncias 

secretadas pelas próprias células. Na verdade, o trabalho de Wei et al. (2012) foi 

inovador, ao testar diferentes concentrações de VC na formação dessas MCs onde 

ficou definido que a concentração de 20 µg/ml de VC era capaz de formar, mesmo 

sem a UpCell dish, MCs com maior eficiência do que a placa especial (100 % contra 

80 %). Adicionalmente, encontraram maior expressão de componentes da MEC 

como colágeno tipo1, integrina β1 e fibronectina; inibição e reparo de danos 

oxidativos ao DNA; e aumento na atividade da telomerase (AT) – o que atrasaria o 

envelhecimento celular.  

Somente hDPSCs dos grupos tratados com VC e Laser + VC foram capazes de 

formar verdadeiras MCs, o que ocorreu em período semelhante ao descrito por Wei 

et al. (2012), ou seja de 10 a 13 dias em cultura. Coincidentemente, somente células 

destes grupos mantiveram, mesmo após 7 dias em confluência, o fenótipo de CTs 

mesenquimais indiferenciadas, bem como atividade de telomerase, confirmada tanto 

por teste enzimático quanto pela expressão gênica da proteína telomerase. Estes 

resultados indicam fortemente que os tratamentos com VC, com ou sem a 

associação com a LFT, são capazes de manter o fenótipo e o metabolismo das 

hDPSCs nas MCs de forma que ao serem transplantadas, essas MCs preservariam a 

capacidade regenerativa de suas células, que em função do contato com os fatores 

de crescimento locais levaria ao sucesso do transplante. 
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As hDPSCs das MCs obtidas apresentaram expressão de mitofilina, mais ainda 

esta expressão foi aumentada em 7 dias quando as células foram tratadas por 

Laser+VC. A mitofilina é um marcador de CTs da polpa dentária humana quando 

indiferenciadas (Hwang et al., 2015) e por esta razão foi escolhida para esta análise. 

Em consonância com este resultado, a expressão de Oct-4, outro marcador de 

indiferenciação celular, também teve sua expressão aumentada nestas células. No 

entanto, não ficou claro o porquê, a VC associada à LFT foi o único grupo que levou 

ao aumento de expressão da mitofilina. A mitofilina é uma proteína da parede da 

mitocôndria que caracteriza as células tronco de polpa dentária e que desaparece 

quando as células se diferenciam (Hwang et al., 2015). Mais ainda, ela se expressa 

em células que tem alto potencial para diferenciação osteogênica (Hwang et al., 

2015). A depleção de mitofilina leva à deposição precoce de matriz óssea, resultado 

semelhante ao obtido quando a LFT é associada à BMP2 ou BMP4 (Ferreira, 2011; 

Ferreira et al.,2012b; Diniz, 2015). Portanto, seria esperado que a expressão da 

mitofilina fosse diminuída quando da aplicação da LFT. De fato, a expressão da 

mitofilina foi pequena quando da aplicação da LFT sozinha, mas ainda fica sem 

explicação porquê a associação desta terapia com a VC teve efeito oposto nestas 

células. Sabe-se que tanto a LFT, quanto a VC tem atividades na parede da 

mitocôndria, onde a mitofilina está localizada. Talvez haja algum tipo de interação de 

funções oxidativas, onde a citocromo c oxidade, que é o cromóforo que absorve a 

energia da laser, possa junto com a VC promover este aumento de expressão. Este é 

um tema de importância para futuros estudos que busquem esclarecer ainda mais os 

mecanismos de ação da LFT. 

Em um processo fisiológico natural, as células em divisão sofrem redução 

gradativa dos telômeros, que ao atingirem um grau crítico de encurtamento passam a 

reconhecer danos ao DNA, iniciando o processo de apoptose ou entrando em 

senescência. Assim, o aumento da atividade de telomerase nas MCs induzidas por 

VC (20 µg/ml) associada ou não à LFT, pode ser visto como um auxílio importante na 

manutenção e prolongamento da vitalidade dessas células, aumentando a sobrevida 

e possibilitando o aumento dos estoques celulares e da possibilidade de sucesso de 

sua aplicação em engenharia tecidual.  

Os resultados do presente estudo mostraram que quando as hDPSCs são 

cultivadas no modelo de formação de MCs - ou seja, sem subcultivos, em baixa 

passagem e pelo período de até 13 dias - as células não apresentam alterações 
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morfológicas significativas, como o observado nas análises histológicas. E, apesar 

do tratamento com VC, isolado ou associado à LFT, ter sido capaz de melhorar a 

expressão de marcadores celulares relacionados à longevidade e manutenção da 

potencialidade dessas células em baixas passagens (P3), este, ou mesmo a LFT 

isolada, não foram capazes de reverter o quadro de senescência já estabelecido em 

hDPSCs cultivadas em altas passagens (P27). Assim, a recomendação de 

manutenção de linhagens em baixas passagens para a aplicação em terapias 

regenerativas ainda se faz necessária.  

Em suma, MCs foram obtidas somente quando o estímulo VC foi aplicado, 

tanto isolado quanto associado à LFT, sendo que a LFT associada à VC permitiu a 

formação das MCs, sem interferir na manutenção da longevidade e indiferenciação 

das hDPSCs. Adicionalmente, a LFT associada à VC promoveu a formação de MCs 

de mais fácil manipulação do que o grupo VC isolada, o que favoreceria a sua 

utilização na clínica. As MCs induzidas por VC e Laser+VC se mostraram 

apropriadas para serem testadas in vivo em pesquisas de regeneração na 

Odontologia. Os dados fornecidos nesta análise colaboraram para uma melhor 

compreensão acerca do comportamento das hDPSCs cultivadas nesse modelo. 

Entretanto, são necessários estudos mais abrangentes envolvendo um maior 

número de linhagens avaliadas, bem como modelos de trabalhos translacionais, 

onde essa membrana celular possa ter sua real capacidade de regeneração avaliada 

in vivo. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

 A associação de Laserfototerapia (LFT) e vitamina C (VC), bem como a VC 

isolada foram capazes de induzir a formação de MCs de hDPSCs. Já a LFT 

sozinha não foi capaz de formar MCs funcionais; 

 A LFT associada à VC promoveu a formação de MCs de mais fácil 

manipulação do que aquelas formadas em resposta à VC isolada. 

Microscopicamente as hDPSCs nos diferentes grupos não apresentaram 

diferenças perceptíveis; 

 As hDPSCs das MCs apresentaram, até 7 dias, atividade de telomerase e 

expressão tanto de genes marcadores de células-tronco mesenquimais 

(Oct4 e Mitofilina), quanto da enzima telomerase (hTERT). 
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