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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, através de experimentos in vitro, o efeito da
fotobiomodulagdo com laser de baixa intensidade na proliferacdo e viabilidade de
células endoteliais humanas. Células endoteliais da veia do corddo umbilical humano
(HUVEC) foram cultivadas e divididas em quatro grupos: C - controle (sem irradiagédo)
e grupos L1, L4 e L7.5 — células irradiadas com doses de 1; 4; e 7,5 Jcm?
respectivamente, de laser diodo (InGaAlP; comprimento de onda de 660 nm; poténcia
de 30 Mw, em dose Unica). A atividade metabdlica das células foi avaliada nos
intervalos de 24, 48 e 72 horas apoés a irradiacéo, através do ensaio do Alamar Blue. A
viabilidade e a proliferagdo celular também foram avaliadas no intervalo de 72h, através
dos ensaios de Live/Dead, Annexin V/PI, andlise das fases do ciclo celular e
imunomarcacdo da proteina Ki67. Os dados do ensaio do Alamar Blue mostraram que
no intervalo de 72h todos os grupos irradiados exibiram percentuais de reducao
significativamente maiores do que o grupo controle ndo irradiado (p<0,01), sendo a
diferenca ainda mais evidente em L4 e L7.5 (p<0,001). A anélise da viabilidade celular
por Live/Dead demonstrou um grande nimero de células viaveis em todos 0s grupos, 0
que também foi observado através da imunomarcacdo por Annexin V/PI, que mostrou
alta porcentagem de viabilidade celular nos grupos estudados (C: 95,2%; L1: 96,1%;
L4: 96,1%; L7.5: 96,9%). A avaliacdo das fases do ciclo celular mostrou que 0s grupos
irradiados exibiram aumento gradativo do percentual de células nas fases proliferativas
do ciclo (S e G2/M), de modo dose-dependente (C: 36,9%; L1: 38,0%; L4: 38,3%);
L7.5: 40.4%). A irradiagdo promoveu um aumento significativo na expressdo da
proteina nuclear Ki67, com resultado mais acentuado quando comparado o grupo G7.5
com os demais grupos. Em conjunto, os resultados do presente estudo demonstraram
que a fotobiomodulacédo, principalmente na dose de 7,5 J/cm2, promoveu aumento da
proliferacdo e viabilidade de células HUVEC, o que pode sugerir o uso potencial do
laser nos parametros estudados como estimulo a endotelizacdo nas técnicas de
engenharia tecidual vascular.

Palavras-chave: Irradiacdo a laser de baixa intensidade. Células endoteliais.
Viabilidade celular. Proliferacdo celular. Proteina Ki67.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate, through in vitro experiments, the effect of
photobiomodulation using low-level laser irradiation on the proliferation and viability
of human endothelial cells. Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were
cultured and divided into four groups: C - control (without irradiation) and L1, L4 and
L7.5 groups - cells irradiated with doses of 1, 4, and 7.5 J/cm?, respectively, of diode
laser (InGaAlP, wavelength of 660 nm, power of 30 Mw, in a single dose). The
metabolic activity of the cells was assessed at the 24, 48 and 72 h after irradiation by the
Alamar Blue assay. Cell viability and proliferation were also evaluated at 72 h through
the Live/Dead, Annexin V/PI assays, cell cycle phase analysis and Ki67 protein
immunostaining. Data from the Alamar Blue assay showed that at 72 h all irradiated
groups exhibited significantly greater reduction percentages than the non-irradiated
control group (p <0.01), the difference being even more evident in L4 and L7.5 (p
<0.001). The analysis of cell viability by Live/Dead demonstrated a large number of
viable cells in all groups, which was also observed through Annexin V/PI
immunostaining, which showed a high percentage of cell viability in the studied groups
(C: 95.2%, L1: 96.1%, L4: 96.1%, L7.5: 96.9%). The evaluation of the phases of the
cell cycle showed that the irradiated groups exhibited a gradual increase of the
percentage of cells in the proliferative phases of the cycle (S and G2/M), in a dose-
dependent manner (C: 36.9%, L1: 38.0 %, L4: 38.3%, L7.5: 40.4%). Irradiation
promoted a significant increase in Ki67 nuclear protein expression, with a more
pronounced result when the G7.5 group was compared with the other groups. Taken
together, the results of this study demonstrated that photobiomodulation, especially at a
dose of 7.5 Jlcm?, promoted increased proliferation and viability of HUVEC cells,
which may suggest the potential use of the laser in the parameters studied as a stimulus
to endothelialization in the vascular tissue engineering techniques.

Key words: Low-level light therapy. Endothelial cells. Human umbilical
vein endothelial cells. Cell viability. Cell proliferation. Ki67 protein.
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1 INTRODUCAO

Apobs a exposicdo de um tecido a estimulo destrutivo, quase todos os tecidos
passam por um processo de reparo da ferida (GURTNER et al., 2008). Um fator chave
para a reconstrucéo tecidual é a formacdo de novos vasos sanguineos ou angiogénese
(LIMAN; ENDRES, 2012), um processo que ocorre na matriz extracelular do leito da
ferida com a migrago e estimulacdo mitogénica das células endoteliais (GORALCZYK
etal., 2015).

Fatores que apresentem capacidade de criar, reparar e regular o sistema vascular
humano possuem ampla aplicacdo terapéutica. Os pesquisadores buscam utilizar essa
capacidade para desenvolver novas ferramentas de tratamento para doengas como o
infarto do miocardio, isquemias, cicatrizacdo de feridas e doencas vasculares (DEAN, et
al., 2012). Neste sentido, uma das areas de grande destaque na medicina é a engenharia
tecidual, que atualmente utiliza diferentes modelos de polimeros sintéticos em
aplicacdes de enxertos vasculares na terapia de doencas cardiovasculares. Entretanto,
trombose, reestenose e baixa paténcia a longo prazo sempre atrapalham e limitam seu
uso, especificamente para enxertos vasculares artificiais de pequeno didmetro
(ADIPURNAMA et al., 2017).

Um desafio critico para o sucesso dos enxertos vasculares biodegradaveis é o
estabelecimento de um endotélio saudavel. Para estabelecer esta monocamada de
celulas endoteliais, uma variedade de tecnicas foi desenvolvida, incluindo semeadura
celular (MELCHIORRI et al., 2016). Nas ultimas décadas, varios estudos tém sido
realizados em busca de substancias ou fatores que promovam a proliferacdo de células
endoteliais, por seu grande potencial de aplicacdo clinica (GORALCZYK et al., 2015).
O aumento da adesdo de células endoteliais para formacdo de uma monocamada (ou
endotelizacdo) é um evento desejavel, por exemplo, na superficie de dispositivos
médicos que entram em contato com o leito vascular, pois inibe a adesdo plaquetaria e,
portanto, reduz os riscos de coagulacdo e trombose (KONO et al., 2016).

Uma das ferramentas utilizadas na clinica para induzir o reparo tecidual é a
fotobiomodulacdo (PBM) com o laser de baixa intensidade (LBI). Ao se aplicar o laser
sobre o tecido, algumas funcdes celulares podem ser estimuladas, como proliferagéo e
viabilidade (MARQUES et al, 2016). Neste sentido, a fotobiomodulagcdo pode ser

também uma estratégia alternativa nos protocolos de engenharia tecidual, ja que a
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laserterapia aumenta a taxa proliferativa in vitro, mantendo a viabilidade celular
(GINANI et al, 2015).

A literatura mostra os efeitos positivos da fotobiomodulagéo sobre diversos tipos
celulares, incluindo células-tronco (GINANI et al., 2015). Tem sido sugerido que o LBI
estimula a proliferacdo de células endoteliais (SILVA et al., 2010; SCHINDL et al.,
2003) e a expressdo do fator de crescimento endotelial vascular (SILVA et al., 2010),
além de influenciar a organizacdo do citoesqueleto endotelial (RICCI et al., 2009).
Todavia, a acdo da laserterapia em modelos in vitro utilizando células endoteliais ainda
precisa ser melhor investigada, em virtude da grande variabilidade nos parametros de
irradiacdo utilizados nos trabalhos anteriores, especialmente no tocante ao comprimento
de onda e a dosimetria. No presente estudo, foi testata em experimentos in vitro a
hipdtese de que a fotobiomodulagdo com LBI no espectro vermelho (660 nm) influencia
positivamente a proliferacdo e a viabilidade de células endoteliais da veia umbilical
humana (HUVEC), contribuindo assim para o processo de endotelizagcdo. Os resultados
podem ter impacto nas técnicas de engenharia tecidual vascular, sugerindo o uso

potencial da laserterapia na promocéo da endotelizagdo nestas técnicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCAS CARDIOVASCULARES (DCVs)

As doencas cardiovasculares (DCVs), incluindo acidente vascular cerebral e
ataque cardiaco, sdo as principais causas de mortes em todo o mundo (RADKE et al.,
2018). Dados sobre a taxa de mortalidade mostram que as DCVs representaram 31,9%
(787.650) de todas as 2.468.435 mortes em 2010, ou seja, 1 de cada 3 mortes nos
Estados Unidos (GO et al., 2014). Além disso, a Organizacdo Mundial de Saude
estimou que 17,5 milhdes de pessoas morreram em todo o mundo devido a doencas
cardiovasculares no ano de 2013, e este nimero devera crescer para 23,6 milhdes até
2030 (RADKE et al., 2018).

A causa mais notavel da doenca cardiovascular é a aterosclerose, uma placa de
gordura nas paredes das artérias. A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatoria cronica,
que produz placas arteriais caracterizadas por infiltrados inflamatorios, acumulo de
lipidios, morte celular e fibrose (ANDERSSON et al., 2010). A DCV também pode
causar estenose ou oclusédo de vasos sanguineos e estd comumente associada a doenga
arterial coronariana, doenca cerebrovascular, trombose venosa profunda e outras
complicacbes graves (RADKE et al., 2018). Doencas como infarto do miocérdio,
isquemia, doencas vasculares e cicatrizacdo de feridas causam um grande impacto na
qualidade de vida de milhdes de pessoas atingidas ao redor do mundo. Isso leva
pesquisadores a desenvolverem novas ferramentas para o tratamento dessas doengas,
afim de encontrar uma ferramenta capaz de criar, reparar e regular o sistema vascular
humano (DEAN, et al., 2012).

O termo intervencdo coronariana percutanea (ICP) é comumente usado para
descrever procedimentos que podem melhorar mecanicamente a perfusdo miocéardica
sem recorrer a cirurgia. A ICP é comumente realizada com a inser¢cdo de um stent.
Stents feitos de metal ainda sdo tradicionais e tém sido aplicados desde os anos 80.
Ainda que a ocorréncia de infeccdo na artéria coronaria apds implante de stent seja rara,
0 impacto de uma complicacdo desse tipo é potencialmente fatal. Além disso, a
resposta inflamatdria a essa infeccdo pode contribuir para a reestenose em stents
metalicos. Além do stent, o padrdo ouro para uma substituicdo vascular é o uso de um
vaso nativo aut6logo, que possui propriedades fisiologicas ideais (ADIPURNAMA et
al., 2017).
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As doencas isquémicas sdo consequéncia de dano endotelial e as principais
causas deste dano é inflamagdo e estresse oxidativo (TAO et al., 2015), que tém sido
apontados como responsaveis por prejudicar o crescimento endotelial e a angiogénese,
levando a morte celular (DREGER et al., 2010). O tratamento mais comum € a cirurgia
de revascularizagdo miocardica (CRM). Nesta cirurgia, sdo utilizados vasos como a
artéria mamaria interna, artéria radial e veia safena maior (SVG) como substitutos
vasculares. Entretanto, a disponibilidade de segmentos de veias e artérias nativas €
limitada, o que limita as cirurgias tradicionais de transplante (ADIPURNAMA et al.,
2017). Para o tratamento dessas doencas, hd uma demanda de producdo de condutos
vasculares para reconstruir ou contornar oclusfes vasculares e aneurismas. Além disso,
a demanda por tecidos e 6rgdos funcionais para bioengenharia aumentara no futuro,
afim de lidar com a escassez de tecidos e o0rgéos transplantados. No entanto, um dos
principais gargalos nessa abordagem ainda é a vascularizagdo desses construtos de
bioengenharia (CHANDRA; ATALA, 2019).

Os enxertos sintéticos sdo uma alternativa Util para vasos de grande diametro,
mas nado sdo ideais para vasos de pequeno calibre (diametros inferiores a 6 mm), devido
a baixa taxa de desobstrucdo. Os enxertos vasculares produzidos por engenharia de
tecidos (TEVGs) prometem superar as limitagdes observadas nos enxertos sintéticos e
servem como vasos de substituicdo alternativos para aplicacdes clinicas. No entanto,
materiais de engenharia para imitar as propriedades dos tecidos nativos sdo desafiadores
devido a estrutura e composicdo complexas. Para desenvolver um enxerto vascular
funcional de pequeno diametro, € essencial entender a superficie de contato com o

sangue e 0s mecanismos antitrombogénicos (RADKE et al., 2018).

2.2 ENGENHARIA TECIDUAL

A engenharia tecidual possui um enorme potencial para substituir ou restaurar a
funcdo de tecidos danificados. Embora progressos significativos na combinacdo de
células e estruturas de polimeros tenham sido alcancados, pouquissimos sistemas reais
semelhantes a tecidos foram desenvolvidos até o . As aplicagdes clinicas mais bem-

sucedidas foram de fato limitadas a tecidos como pele, cartilagem e bexiga. 1sso se deve
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principalmente a dificuldade de obter um sistema vascular funcional (BAIGUERA;
RIBATTI, 2013).

Atualmente a engenharia de tecidos tem apresentado avangos importantes na
impressao de 6rgdos em 3D, como figado, rim, pulmao e coracdo (MELCHIORRI et al.,
2016), todavia um pré-requisito basico para a sobrevivéncia e fun¢éo dessas construgdes
teciduais tridimensionais (3D) € o estabelecimento de vasos sanguineos (MIRIA et al.,
2019).

A bioimpressdo 3D de redes vasculares com estruturas hierdrquicas que se
assemelham a estruturas in vivo permitiu que a circulagdo sanguinea dentro de
construgdes de tecidos espessos acelerasse a vascularizagdo e aumentasse a regeneracao
tecidual. A rapida vascularizacdo bem-sucedida de construcoes de tecido requer sinergia
entre a fabricacdo de canais perfusaveis e funcionais que induzem a angiogénese e a
formacdo de capilares nos construtos (MIRIA et al., 2019). Para obter sucesso nessa
aplicacdo é necessario que essa estratégia de vascularizacdo seja eficiente, e que
possibilite a entrega de sangue para a parte interna do tecido. Durante os Gltimos anos,
diferentes estratégias de vascularizacdo tém sido empregadas no campo da engenharia
de tecidos e as células endoteliais tém demonstrado um papel fundamental na obtencéo
de redes de vasos funcionais e adequados dentro de construgdes de engenharia de
tecidos (MELCHIORRI et al., 2016).

A engenharia de tecidos vasculares tem o potencial de causar um impacto
significativo no tratamento de uma ampla variedade de condi¢cbes médicas, incluindo o
fornecimento de construgdes de tecidos e Orgaos vascularizados gerados in vitro para
transplante (CHANDRA; ATALA, 2019). Assim, ela representa um desafio para
encontrar uma abordagem consistente para a escolha de um material apropriado em
enxertos vasculares produzidos por engenharia tecidual (TEVG). Os requisitos
necessarios para a engenharia de tecidos de enxertos vasculares incluem
biocompatibilidade, biodegradabilidade e biomimética. Em outras palavras, ele deve
replicar as propriedades da matriz extracelular cardiaca em termos de geometria,
propriedades mecanicas e interacdo com as células, e degradar em produtos de
degradacdo ndo-toxicos a medida que a necessidade de suporte mecanico diminui
(BOFFITO; SARTORI; CIARDELLLI, 2014).

Os vasos sanguineos tém uma estrutura complexa e um tecido funcionalmente
dindmico, com potencial minimo de regeneracdo (THOTTAPPILLIL; NAIR, 2015). A
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funcdo diversa desempenhada pelos vasos sanguineos é mantida pela presenca da sua
matriz extracelular (MEC) cardiaca, que varia em composi¢do, espessura e arquitetura
geral, diferenciando-se entre artérias, capilares e veias (RHODES; SIMONS, 2007).

Diversos enxertos vasculares artificiais comerciais ja foram aprovados pela Food
and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos e milhdes de pacientes se
beneficiaram desses produtos. Devido a facilidade de sintese de polimeros, o ajuste
controlado de suas propriedades, alta reprodutibilidade e rapida disponibilidade de
polimeros como polietileno (PE), poli (metacrilato de metila) (PMMA), poliuretanos
(PUs), poliglicolideo (PGA) e polilactideo (PLA), estes tém sido os principais
biomateriais selecionados para implantes e outros dispositivos médicos (REN et al.,
2015).

O desenvolvimento de uma superficie de contato biocompativel com o sangue
ainda é um grande desafio. Os pesquisadores estdo usando biomimeética para gerar
enxertos vasculares funcionais e redes vasculares. Uma abordagem multidisciplinar esta
sendo usada, incluindo biomateriais, células, fatores pro-angiogénicos e tecnologias de
microfabricacdo (CHANDRA; ATALA, 2019).

Os enxertos vasculares sintéticos baseados em polimeros sdo uma das opcoes
que estao disponiveis comercialmente desde a década de 1970, e que sdo utilizados ha
mais de 50 anos (LI; SENGUPTA; CHIEN, 2014). No entanto, os problemas gerais em
todos esses polimeros sdo que eles tém resisténcia limitada a formagdo de trombos na
superficie, o que leva a obstrucéo dos enxertos. Para melhorar ainda mais o potencial do
poliuretano, é necessaria uma abordagem estratégica para modificar sua superficie
(ADIPURNAMA et al., 2017).

As reacdes do hospedeiro a prétese vascular comecam imediatamente apés a
restauracdo da circulacdo sanguinea. As interfaces tecido-protese e sangue-protese sao
microambientes complexos, e varias propriedades fisico-quimicas como carga, energia,
molhabilidade e topografia podem ser responsaveis pela permeabilidade do enxerto e,
assim, influenciar o comportamento interfacial adjacente ao biomaterial (HOFFMAN,
1982).

Afim de diminuir a resposta inflamato6ria e promover a endotelizacdo, o uso de
materiais biodegradaveis como arcaboucos tém recebido atengdo especial. Eles
geralmente demonstram propriedades mecanicas adaptaveis e alta reprodutibilidade e,

comparados a polimeros naturais, podem ser produzidos em grandes quantidades
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(KOCH et al., 2010; CATTO et al., 2014). Existem varios exemplos desses polimeros,
como poli (e-caprolactona) (PCL), PGA e PLA. No entanto, nenhum dos materiais
biodegradaveis geralmente pode ser implantado para bio-aplicagdes de longo prazo.
Embora os polimeros ndo degradaveis tenham sido descritos como sendo excelentes
para a preparacdo de enxertos vasculares artificiais em aplicacbes a longo prazo,
existem preocupacdes quanto a sua falta de boas propriedades de superficie. Para
enxertos vasculares artificiais ideais, suas propriedades de superficie, como
hemocompatibilidade e atividades anti-trombdticas e anti-infecciosas, devem ser
consideradas. Assim, para atingir esses objetivos, varias estratégias foram
desenvolvidas ao longo dos anos (ADIPURNAMA et al., 2017).

Diferentes estratégias tém sido propostas para simular o crescimento de novos
vasos sanguineos em tecidos modificados, como o uso de fatores de crescimento,
fabricagdo de tecnologias de arcaboucos, prevascularizacdo in vivo e estratégias
baseadas em células, e foi demonstrado que as células endoteliais desempenham um
papel central no processo de neovascularizagdo e no controle da funcdo dos vasos
sanguineos. Em particular, diferentes configuragdes “ambientais™ (origem, presenca de
células de suporte, superficie do biomaterial, presenca de forcas hemodindmicas)
influenciam fortemente a funcdo das células endoteliais, o potencial angiogénico e a
formacdo in vivo de vasos duraveis (BAIGUERA; RIBATTI, 2013). Para a engenharia
vascular, o entendimento da biologia da superficie de contato com o sangue e dos
mecanismos antitrombogénicos é fundamental para o desenvolvimento de enxertos
vasculares funcionais ou tecidos vascularizados. O limen do vaso sanguineo é coberto
por uma monocamada confluente de CEs e um endotélio saudavel desempenha um
papel critico na manutencdo da saude vascular e hemostasia (CHANDRA; ATALA,
2019).

Para entender a formacdo do trombo, cada passo dentro das interacdes entre o
sangue e o material precisa ser observado. O primeiro passo dessa reacdo é 0 processo
de adsorcdo/dessorcdo de proteina plasmatica, que € comumente conhecido como efeito
Vroman, seguido de adesdo plaquetaria e, eventualmente, migracdo de células
endoteliais e células musculares. Uma vez aderidas a superficie, as plaquetas se
agregam e tornam-se ativas. Essa ativacdo leva a liberacdo de varias moléculas que
atuam como sinal, disparando posteriormente uma série de reacdes complexas. Durante

esse estagio, a trombina converte o fibrinogénio soluvel em fitas insoliveis de fibrina.
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Esses fios séo entdo reticulados, formando um trombo. O trombo resultante pode se
soltar da superficie e ser levado através da circulacdo sanguinea, resultando no blogqueio
de um vaso sanglineo, conhecido como tromboembolismo (DE MEL et al., 2012). 1sso
geralmente acontece nos pulmdes, no cérebro, no trato gastrointestinal, nos rins ou nos
membros inferiores, sendo uma causa significativa de morbidade e mortalidade dos
pacientes (ADIPURNAMA et al., 2017).

Implantes cardiovasculares, especialmente enxertos vasculares feitos de
polimeros sintéticos, apresentam aplicacfes clinicas amplas no tratamento de doengas
cardiovasculares. Entretanto, casos de falha ainda existem, notadamente causados por
reestenose e formacgdo de trombo (ADIPURNAMA et al., 2017). O desenvolvimento de
uma superficie de contato biocompativel com o sangue permanece um grande desafio.
A superficie luminal enxerto produzido deve evitar respostas inflamatdrias negativas e
trombogénese imediatamente ap0s o implante e promover a endotelizagdo. A superficie
tornou-se, portanto, um foco primario para os esforgos de pesquisa nesta area (RADKE
et al., 2018). Com o objetivo de resolver esses problemas, varias abordagens para a
modificacdo da superficie de enxertos vasculares sintéticos tém sido usadas para
melhorar tanto a hemocompatibilidade quanto a paténcia a longo prazo dos enxertos
vasculares artificiais (ADIPURNAMA et al., 2017).

Para reduzir a trombogenicidade e manter a paténcia, 0os enxertos vasculares
produzidos por engenharia tecidual (TEVGS) exigiriam o processamento da superficie
de contato com o sangue. Para aplicacdes clinicas correntes, 0 uso de mensurantes
antimicrobianos sistémicos e anticoagulantes sdo comuns na manutencdo da paténcia da
artéria. A modificacdo adequada da superficie que entra em contato com o sangue pode
reduzir ou eliminar a necessidade de tais drogas, diminuindo assim o0 risco
correspondente de sangramento sistémico. A heparina € o agente anti-trombogénico
amplamente utilizado no revestimento de superficies de contato com sangue de enxertos
e aparelhos vasculares (CHANDRA; ATALA, 2019).

Em geral, a engenharia de tecidos vasculares com o0 uso de estruturas
poliméricas representa uma abordagem promissora no atendimento da crescente
demanda por substituicbes de vasos sanguineos. Para resolver esse problema
cardiovascular, a abordagem mais viavel é a utilizacdo de veias e artérias autélogas de
diametro pequeno (<6 mm) (ROCCO et al., 2014; RADKE et al., 2018). Devido a

limitagdo em fornecer esse material e ao risco crescente de trombose e ocluséo em
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enxertos vasculares de pequeno didmetro, a necessidade de uma nova estratégia para
melhorar a complacéncia e a hemocompatibilidade de enxertos vasculares sintéticos
tornou-se importante (RADKE, et al., 2018). Um desafio critico para o sucesso dos
enxertos vasculares biodegradaveis é o estabelecimento de um endotélio saudavel. Para
estabelecer esta monocamada de células endoteliais, uma variedade de técnicas foi
desenvolvida, incluindo semeadura celular (MELCHIORRI et al., 2016).

As abordagens mais comuns usadas para resistir a adesdo inespecifica de
proteinas, melhorar a hemocompatibilidade e melhorar a permeabilidade a longo prazo
de enxertos vasculares artificiais sdo as modificagcdes superficiais, fisicas ou quimicas.
Porém, algumas pesquisas também consideraram a endotelizacdo da superficie interna
dos biomateriais vasculares (LI; SENGUPTA; CHIEN, 2014). Enxertos vasculares
podem ser semeados com tipos de células relevantes e deixados amadurecer antes da
implantacdo. Devido a baixa capacidade proliferativa das células endoteliais adultas e a
morbidade do sitio doador, tem havido um interesse crescente no uso de células
progenitoras endoteliais (CPEs) para procedimentos de cicatrizacdo vascular
(MELCHIORRI et al., 2016).

O desafio mais significativo na engenharia de tecidos vasculares é o
desenvolvimento de enxertos de pequeno didmetro com propriedades antitromboticas e
alta paténcia. Numerosas tentativas tém sido feitas para melhorar a paténcia e o sucesso
desses enxertos com diametros internos inferiores a 6 mm. A paténcia reduzida é
geralmente causada por trombose e hiperplasia intimal, e a nocdo prevalente € que o
estabelecimento precoce de um endotélio pode reduzir o risco dessas questdes
(MELCHIORRI et al., 2016). A fim de suportar células semeadas in vitro, uma
variedade de tipos de células, materiais, técnicas de fabricacdo e biorreatores tém sido
usados para fornecer o ambiente mecanico e biologico para o desenvolvimento de
enxertos vasculares de engenharia tecidual (TEVGs) (PUNSHON et al., 2008;
TONDREAU et al., 2015).

O carater da interface material-sangue é determinado pelas propriedades do
material, pelos efeitos do fluxo sanguineo e pelo ambiente bioldgico. A selecdo de
materiais e a compreensao de seus efeitos sobre as células sanguineas sdo fundamentais
para a engenharia do TEVG (RADEC, et al., 2018). A hemocompatibilidade dos
biomateriais dependente principalmente de suas caracteristicas fisicas e quimicas de

superficie. Desta forma, a modificagdo da superficie € uma das estratégias mais diretas e
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eficazes para minimizar a trombogenicidade e melhorar a hemocompatibilidade. Uma
vantagem notavel é que as propriedades mecanicas intrinsecas dos biomateriais e
enxertos ndo sdo significativamente alteradas apds o processo de modificacdo da
superficie (HEWETT; MURRAY, 1993; SANTOS; REIS, 2010).

Ha& classes principais de técnicas de modificacdo de superficie que podem ser
consideradas (FERREIRA, et al., 2015). A primeira diz respeito a modificacdo de
superficie por agentes fisicos. Estes incluem o tratamento de descarga corona,
tratamento com plasma, condicionamento, exposi¢do a radiagcdo ultravioleta (UV),
tratamento de ablacdo a laser, irradiagcdo gama e tratamentos de raios-X. A primeira
inclui a modificacdo da superficie usando agentes quimicos e incorporacdo de grupos
funcionais, como oxidacdo de superficie, hidrolise, enxerto quimico e revestimento de
superficie (FERREIRA, et al., 2015). A segunda classe envolve 0 uso e a imobilizagédo
de moléculas bioldgicas ou células na superficie dos materiais, como no processo de
endotelizacdo (REN et al., 2015). Revestimentos de superficie com compostos
bioativos, modulando as interacdes celulares com uma superficie implantada,
fornecendo sinais que direcionam as atividades bioldgicas na interface
(ADIPURNAMA et al., 2017).

Enxertos produzidos a partir de biomateriais ou enxertos celulares fabricados por
células alogénicas ou autdlogas, todos os TEVGs requerem uma superficie funcional de
contato com o0 sangue para reduzir a trombogenicidade e manter a paténcia. Diferentes
estratégias, como inclusdo de células antitromboticas no limen do enxerto, estimulacdo
da endotelizacdo in vivo, utilizacdo de biomateriais de enxerto resistentes a trombose e
modificacdo quimica da superficie do enxerto, tém sido empregadas para produzir
superficies de contato com sangue em TEVGs (RADKE, et al., 2018).

A modificacdo da superficie desempenha um papel importante em aplicacGes
biomédicas, uma vez que o0s revestimentos podem ser usados para adaptar a superficie
as propriedades desejadas sem comprometer suas propriedades de volume (DE MEL, et
al., 2012). Modificagdo de superficie usando moléculas hidrofilicas pode aumentar a
hemocompatibilidade, mas isso pode limitar a adesdo inicial da célula endotelial
vascular. Portanto, a melhoria da endotelizacdo desses enxertos com peptideos,
biomoléculas e células especificas é agora um campo estimulante de pesquisa
(ADIPURNAMA et al., 2017).
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2.3 CELULAS ENDOTELIAIS E ENDOTELIZAC}AO

As células endoteliais (CEs) formam uma monocamada continua entre o sangue
e o tecido conjuntivo subepitelial. A superficie da CE em um humano adulto é composta
por aproximadamente 6 x 103 células e cobre uma area superficial de aproximadamente
7 m? (BAIGUERA; RIBATTI, 2013). As CE desempenham papéis importantes na
manutengdo da homeostase corporal. Elas estdo relacionadas com a logistica de
transporte, controle de permeabilidade vascular e regulam o ténus vascular (POBER,;
SESSA, 2007). As CEs ainda sintetizam, metabolizam e liberam substancias humorais e
hormonais gerando uma superficie antitrombdtica ativa que facilita o transito de
constituintes plasmaticos e celulares por toda a vasculatura. Perturbacdes induzem CEs
a criar um microambiente protrombotico e antifibrinolitico (BAIGUERA; RIBATTI,
2013).

O formato de paralelepipedo € a principal caracteristica histologica da EC,
mas elas constituem mais do que placas mecanoprotetoras estaticas. As CEs que
revestem a parede interna do vaso nao sdo totalmente inertes e externas, possuem
também partes centrais e ativas em dois importantes sistemas do corpo, 0 sistema
imunoldgico e o vascular. Como consequéncia, danos, (hiper) ativacdo e disfungdo da
CE sdo frequentemente relacionados com a etiologia das doencas cardiovasculares.
Esses dois sistemas geralmente agem em conjunto, por exemplo, durante a cicatrizagdo
de feridas, mas também ha condicGes em que a CE se envolve em papéis distintos em
cada um deles, como durante o desenvolvimento e a regeneracdo tecidual (POBER;
SESSA, 2007).

O sistema vascular € composto por CE revestindo o interior dos vasos e por
tecido conjuntivo e células musculares lisas que suportam a estrutura do vaso.
Fortemente adaptado aos varios tecidos, o sistema linfatico e o vaso sanguineo
permeiam todo o corpo. Os vasos linfaticos sdo tubos com extremidades cegas
equipados com valvulas para cumprir eficientemente sua principal tarefa de coleta e
drenagem do liquido intersticial que vaza dos vasos sanguineos. Assim, eles tambéem
sdo uma rota de transporte de nutrientes ou células moéveis, como gloébulos brancos,
mais uma vez interligando a funcdo com o sistema imunolégico (ALITALO, 2011).

A CE isolada de diferentes tecidos exibird adaptacGes especificas do 6rgdo e

ajustes na forma e fungdo. Por exemplo, a CE do sistema nervoso central forma parte da
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barreira hematoencefélica, a CE uterina expressa os receptores estrogénicos, a CE das
vénulas endoteliais altas permitem rotas extracelulares para o extravasamento de
leucdcitos durante o retorno, CE do endocérdio se dobram e se adaptam ao batimento
cardiaco constante e CE comprometida para vasos arteriais ou venosos mostram
diferentes capacidades de germinacdo (HAACK; ABDELILAH-SEYFRIED, 2016).
Durante a angiogénese, a CE é ativada, e linhas unicas de células comecam a migrar de
um vaso preexistente em direcdo a um gradiente de fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), um fator de crescimento produzido sob condi¢cBes hipoxicas
(GERHARDT, 2008).

As CEs de fontes diferentes sdo conhecidas por apresentar comportamentos
diferentes em termos de potencial angiogénico, permeabilidade molecular, homeostase,
tonus vascular e até tolerancia imunologica. A fonte celular €, portanto, um importante
aspecto que deve ser considerado. As CEs da veia umbilical humana (HUVECS) tém
sido frequentemente usadas para o estudo in vitro da angiogénese (estudos de
vascularizagio) (BAIGUERA; RIBATTI, 2013). E comumente aceito que novos vasos
sdo formados como brotos crescentes de celulas de ponta/ caule. A célula de ponta
principal é altamente migradora e ressalta muitos filopodios, que expressam receptores
de VEGF para detectar o gradiente de VEGF. As chamadas células do caule seguem
atras da célula da ponta. Estes sdo altamente proliferativos e acabardo por formar um
novo vaso lumenizado. O Delta-like 4 (DLL4), um ligante do receptor Notch, expresso
em células de ponta, induz a sinalizagdo Notch na célula vizinha, sobre a qual a
expressdo de superficie do receptor KDR (VEGF 2) € regulada negativamente
implementando o fen6tipo da célula peduncular (OTTAVIANI et al., 2009).

Vaérios fatores podem selecionar uma célula para se tornar uma célula de ponta,
incluindo superexpressdo local aleatéria de KDR, vantagens metabdlicas de algumas
células em termos de glicolise elevada conferindo maior mobilidade, ou arranjos
celulares orientando as células em certas dire¢des para facilitar a migracdo (BLANCO;
GERHARDT, 2013). Quando um broto encontra outro, eles se anastomosam e 0 sangue
pode fluir através de um vaso recém-formado (WACKER; GERHARDT, 2011).

EC ndo apenas funciona como um dispositivo de transporte para células
imunes moveis e formacdo de uma barreira mecénica contra intrusos (POBER; SESSA,
2007), mas também possui funcdo paracrina essencial ao secretar quimiocinas,

interleucinas, interferons e fatores de crescimento (ALITALO, 2011), organiza o
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recrutamento de células do sistema imunolégico e regula o extravasamento de
leucocitos em locais de inflamagdo por meio da expressdo de moléculas de adesdo como
E-selectina, P-selectina, ICAM ou VCAM, bem como mantém hemostasia e coagulacao
apropriada (POTENTE; GERHARDT; CARMELIET, 2011).

E um grande desafio para a CE manter o equilibrio entre a vedagao das paredes
dos vasos para evitar o vazamento de fluidos transportados, por um lado, e facilitar o
extravasamento de células imunes moveis, por outro. No entanto, durante a inflamacéo,
0 aumento da permeabilidade vascular e migracdo transendotelial (TEM), refletindo a
imunidade inata e adaptativa, sdo necessarios em diferentes momentos. A liberacdo de
moléculas como anticorpos ou componentes do complemento para o tecido lesionado
deve restringir as infecgdes. Como segunda linha de defesa, os leucdcitos se juntam.
Para esse fim, a CE expressa moléculas de adesdo em sua superficie com diversas
especializacbes operatOrias para direcionar a cascata de extravasamento de leucdcitos.
Em geral, TEM pode ser retratada como leucdcitos migrando através da parede do vaso
em etapas sequenciais identificadas como: (1) adeséo fraca, (2) rolagem, (3) adeséo
firme, (4) diapedese (VESTWEBER, 2015).

A CE também controla o tdénus vascular ao enviar sinais paracrinos para as
células musculares lisas que circundam o0s vasos, 0 que pode contrair 0S vasos por
contracdo ou dilata-los por relaxamento. O vasoconstritor mais potente é a endotelina
(ET), um peptideo de 21aa existente em trés isoformas sintetizadas principalmente por
EC. O tbonus vascular € regulado no equilibrio de sinais vasodilatadores e
vasoconstritores para adaptar a pressao arterial e o fluxo as necessidades atuais da
atividade (DAVENPORT et al., 2016).

As células endoteliais sdo culpadas e vitimas, ao mesmo tempo, durante doencas
vasculares, como no infarto do miocardio. Embora a CE tolere a hipdxia melhor do que
outros tipos de célula cardiaca, sua ativacdo pro-angiogénica causa perda da funcéo de
barreira e formacdo de edema. Além disso, sua ativacdo pro-inflamatéria aumenta a
expressdo de moléculas de adesdo e causa o influxo de leucdcitos. A infiltracdo
excessiva de células imunes pode ser prejudicial ao tecido ja danificado. A perda de
sintese vasodilatora de 6xido nitrico (NO) pela CE agrava ainda mais a oclusdo do vaso
no coragdo. Além disso, a ativacdo endotelial os desloca em direcdo a um estado
protrombotico perigoso (STURTZEL, 2017).
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O endotélio desempenha um papel central nas cascatas da coagulagdo devido as
suas propriedades Unicas antitrombogénicas, fibrinoliticas e anticoagulantes (RADKE,
et al., 2018). O rompimento das fungdes endoteliais classicas de formacdo de vasos,
hemostasia e regulacdo do tdnus vascular subjaz a maioria das alteragdes
cardiovasculares, e seu papel central na organizacdo da resposta imune exacerba os
danos. Por isso, é necessario também ter como alvo terapéutico a CE durante as doencas
cardiovasculares (RADKE, et al., 2018; STURTZEL, 2017).

Quando os pacientes sdo implantados com um enxerto, os resultados s&o
considerados ruins quando nao ocorre a aderéncia e proliferacdo das células endoteliais
no enxerto implantado. Por outro lado, com o passar do tempo, 0s animais endotelizam
qualquer enxerto, mesmo que ndo sejam previamente semeados. Isso explica o
desenvolvimento de inimeros sistemas de perfusdo in vitro para testar a endotelizacdo
das superficies dos enxertos (STURTZEL, 2017).

Uma maneira de resolver esse problema € incorporar uma grande quantidade de
células, o que requer 2 a 4 semanas de tempo de cultura. No entanto, este método
tornou-se inadequado para o uso. Esta abordagem leva semanas a meses de incubacao
em biorreatores antes que as embarcacdes estejam prontas para implantacdo. O termo
utilizado para esse processo é endotelizacdo (CHONG, et al. 2015).

A maioria dos arcaboucos vasculares sintéticos frequentemente sofre de pouco
reconhecimento pelas células devido a falta de interacbes celulares especificas,
enquanto a endotelizacdo € essencial para melhorar a compatibilidade entre os
componentes do sangue e 0s enxertos vasculares artificiais. As células endoteliais sdo
entdo cultivadas na superficie de enxertos vasculares artificiais e isso é chamado de
endotelizacédo in vitro (ADIPURNAMA et al., 2017).

Atualmente, a endotelizacdo é a estratégia mais promissora para producdo de
materiais ndo trombogénicos. As células endoteliais podem ser aplicadas sobre o
implante sintético antes do procedimento (endotelizacdo in vitro) ou podem ser
recrutadas da corrente sanguinea e areas adjacentes (endotelizacdo in situ)
(ADIPURNAMA et al., 2017). Chong et al. (2015) desenvolveram uma abordagem
para investigar o papel sinérgico da topografia e quimica da superficie na promocédo da
endotelizacdo em materiais de enxerto vascular nanocompésito.

A superficie ideal do enxerto vascular ndo precisa apenas de

hemocompatibilidade, mas também precisa de uma superficie ndo trombogénica.
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Idealmente, eles devem ter hemocompatibilidade superior e regular as respostas do
enxerto sanguineo espacialmente, aumentar a endotelizacdo e acelerar a formacao de
uma monocamada endotelial (ADIPURNAMA et al., 2017). Uma camada endotelial
intacta pode impedir a ativagdo de fatores promotores de trombos na cascata de
coagulacdo. Fatores de anticoagulacdo presentes nas CE incluem heparans,
trombomodulina e ADPase. ECs sintetizam heparans (ou glicosaminoglicanos
semelhantes a heparina (GAG), que diminuem grandemente a trombogénese pela
desativacdo dos fatores de coagulacdo (RADKE, et al., 2018).

Todas as propriedades fisicas, biolégicas e quimicas das superficies devem ser
integradas e prontamente ajustadas para aplicacfes de enxertos vasculares. Cobrindo a
superficie interna de um enxerto vascular artificial com uma camada biofuncional e
confluente de ECs poderia imitar um vaso sanguineo saudavel e potencialmente permitir
a aplicacdo a longo prazo de implantes. Uma vez que a adesd@o celular a uma proteina
artificial desempenha um papel importante na geracdo de uma camada EC, uma
estratégia foi desenvolvida para melhorar a superficie com a capacidade de aderir
seletivamente Ecs (ADIPURNAMA et al., 2017).

A ativacdo de ECs pode estimular mudancas fenotipicas que influenciam as
propriedades antitrombogénicas dos vasos sanguineos. Os ECs podem ser ativados pelo
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), adesdo celular, vérias citocinas,
estimulacdo mecéanica ou endotoxina. Uma compreensdo da ativacdo endotelial e
doencas endoteliais trombdticas pode ajudar a projetar as TEVGs com propriedades
antitrombogénicas melhoradas (RADKE, et al., 2018).

Em um estudo recente sobre o efeito das ECs transfectadas com VEGF na
endotelizacdo feito por Wu et al. (2016). Foi demonstrado que a superexpressao de
VEGF promoveu proliferacdo celular, migracdo e formacdo de tubo semelhante a um
capilar, enquanto, por outro lado, a regulacdo por baixa expressao de VEGF inibiu essas
atividades (WU, et al. 2016). A ativacdo endotelial pode ajudar a prevenir o acimulo de
placa aterosclerética, que poderia levar a oclusdo vascular (RADKE, et al., 2018).

Entretanto, a endotelizacdo rapida em enxertos vasculares artificiais € um
processo complexo que envolve adesdo, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo de CE,
que sdo regulados por numerosos sinais. Proteinas da matrix extracelular agem para

modular o destino celular através de cascatas de sinalizacdo celular. Fatores de
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crescimento, especialmente os VEGFs, estéo implicados na regulacdo das atividades da
CE e na formacédo de novos vasos sanguineos (ADIPURNAMA et al., 2017).

No entanto, os ECs sdo uma populacdo heterogénea e seu crescimento,
diferenciag@o, migracgéo e sobrevivéncia resultaram em uma maneira complexa, por uma
combinacdo da matriz extracelular circundante, contatos célula-célula, fatores de
crescimento e sinais mecanicos. Como consequiéncia, 0 processo angiogénico pode ser
influenciado e modulado pela interacdo das CEs com outras células e com o ambiente
(BAIGUERA; RIBATTI, 2013).

A endotelizacdo revela-se uma promissora estratégia para melhorar a
hemocompatibilidade e diminuicdo dos riscos de formacdo de trombo, formacdo de
coagulos, isquemias (RADKE, et al., 2018), e melhora do fluxo sanguineo em pacientes
com insuficiéncia cardiaca, especialmente para individuos que ndo sdo candidatos a
técnicas padrdo de revascularizacdo (LI, et al., 2005). A proliferacdo de células
endoteliais pode ser estimulada pela Laserterapia de baixa intensidade ou
Fotobiomodulacdo, pois essa estimula a proliferacdo celular e expressdao do fator de

crescimento endotelial vascular (SILVA et al., 2010).

2.4 FOTOBIOMODULACAO

A Fotobiomodulacdo (PBM) é um método de tratamento baseado em pesquisas
gue mostram que a irradiacdo com certos comprimentos de onda de luz vermelha ou
proximo ao infravermelho apresenta uma série de efeitos fisiologicos em células e
tecidos de animais e humanos. A pesquisa cientifica sobre PBM foi iniciada no final dos
anos 1960, utilizando os lasers desenvolvidos no inicio desta década, e a terapia
rapidamente se tornou conhecida como “terapia a laser de baixa intensidade”
(HEISKANEN; HAMBLIN, 2018).

O laser consiste em um tipo de radiacdo eletromagnética que apresenta
propriedades especificas, como a monocromaticidade, ou seja, emissao de radiacdes em
um unico comprimento de onda, o que determina a absorcdo seletiva por parte dos
fotoreceptores celulares. A coeréncia espacial e temporal que se refere a propagacdo de
ondas com a mesma fase no tempo e espago; a direcionalidade ou colimacdo que
permite a obtencdo de alta densidade de energia concentrada em pequenos pontos e a
polarizacdo (PINHEIRO et al., 2010; LIN et al., 2010).
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O acronimo LASER, de origem inglesa, ¢ derivado do termo “light
amplification by stimulated emission of radiation” e consagrou-se pelo uso, definindo
uma fonte de luz monocromaética, intensa, coerente e colimada, cuja emissdao de
radiacdo se faz pelo estimulo de campo externo, com aplicagdes variadas e crescentes na
indastria, na engenharia e na medicina (INOE; ZAFANELLI; ROSSATO, 2008).
Apesar de outras fontes de luz estarem disponiveis durante os primeiros 40 anos de
pesquisa em PBM, os lasers permaneceram de longe o dispositivo mais comumente
empregado e, de fato, alguns autores insistiram que os lasers eram essenciais para o
beneficio terapéutico (HEISKANEN; HAMBLIN, 2018).

Varios aparelhos surgiram nas Gltimas décadas, baseados nos estudos realizados
apos a criacdo do laser. Evidéncias dos efeitos bioestimulatérios da laserterapia de baixa
intensidade tém sido descritas em pesquisas, e a partir disto, inGmeros estudos tém sido
conduzidos para estabelecer sua eficacia. (MOREIRA et. al., 2011). Pode se classificar
0s lasers como sendo de alta poténcia ou cirdrgicos; e laser de baixa intensidade (LBI)
ou terapéuticos (PINHEIRO et al., 2010).

Os primeiros proporcionam efeitos térmicos, propriedades de corte,
vaporizacdo e hemostasia. Enquanto os lasers terapéuticos ou de baixa intensidade,
geram efeitos analgésicos, antiinflamatdrios e cicatrizantes. Neste grupo esta o laser de
hélio-nebnio (He-Ne), cujo comprimento de onda é 632,8nm, ou seja, na faixa de luz
visivel (luz vermelha), o laser de arseniato de galio (AsGa), arseniato de galio aluminio
(AsGaAl) e indio galio aluminio e fosforo (InGaAlP) ou lasers diodo, cujo comprimento
de onda se situa tanto no espectro de luz visivel quanto no infravermelho ou invisivel
(PINHEIRO et al., 2010).

A terapia com Laser de baixa intensidade (LBI) ou laser de baixa poténcia
(LBP) refere-se ao uso do laser em dois diferentes espectros que séo estabelecidos a
partir do comprimento de onda utilizado. A luz vermelha ou visivel apresenta
comprimento de onda entre o intervalo aproximado de 630 a 700 nm, enquanto o
invisivel ou infravermelho compreende uma faixa entre 700 a 904 nm (LIZARELLI,
2005). Esses comprimentos de onda da luz demonstraram penetrar nos tecidos humanos
e afetar localmente (e possivelmente sistemicamente) o metabolismo celular, a
sinalizacdo celular, os processos inflamatorios e a produgdo de fatores de crescimento
(HEISKANEN; HAMBLIN, 2018).
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De acordo com o espectro de onda utilizado, mecanismos de acdo diferentes
séo observados, onde os lasers de luz vermelha atuam primeiramente nas mitocondrias e
lisossomos, ja os de luz infravermelha agem nas membranas celulares através de
alteragBes no potencial das mesmas, desencadeando efeitos fotofisicos e fotoelétricos,
responsaveis pela excitacdo de elétrons, vibragdo e rotacdo de moléculas que se
traduzem no aumento da sintese intracelular de ATP (LIZARELLLI, 2005).

Este tratamento ¢ hoje chamado de “terapia de fotobiomodulagdao” (PBM), mas
também teve mais de 60 outros nomes na literatura cientifica; “Terapia a laser de baixa
intensidade” (LLLT) tem sido o termo mais comumente usado. As razdes para preferir o
uso de “PBM” sobre “LLLT” sdo duas: Em primeiro lugar, a PBM ndo implica que um
laser seja necessario para que os beneficios terapéuticos ocorram. Em segundo lugar, a
PBM implica que os efeitos terapéuticos poderiam, em algumas circunstancias, ser
devidos a efeitos de inibigdo, bem como aos efeitos estimulatorios. Atualmente, o PBM
vem sendo estudado em aproximadamente 40 paises diferentes. Até hoje, foram
publicados mais de 3.500 artigos cientificos sobre fotobiomodulacdo (HEISKANEN;
HAMBLIN, 2018).

Na abordagem terapéutica com PBM, as células ou tecidos s@o expostos a lasers
de baixa poténcia ou diodos emissores de luz (LEDs) na faixa de luz visivel (VIS, 400—
700 nm) e infravermelho proximo (NIR, 700-1000 nm). Essas fontes de luz s&o
chamadas de Blow-level® em alternativa aos lasers de poténcia elevada que sdo
prejudiciais para seus importantes efeitos fototérmicos, enquanto a PBM atua atraves de
mecanismos fotoquimicos e fotomecanicos (Khan, 2015). O Laser de baixa intensidade
diferencia-se de outras modalidades fototerapéuticas por seus efeitos ndo serem
produzidos pela inducdo térmica, mas através de um processo denominado
fotobioestimulacdo ou fotobiomodulacéo. Essa caracteristica o diferencia da luz emitida
por fontes convencionais incandescentes e faz com que ele possua propriedades
terapéuticas importantes, o que tornou seu uso viavel em mdaltiplas aplicacbes médicas
(BARBOZA et al., 2014).

Ultimamente observa-se um vasto nimero de pesquisas voltadas para o
conhecimento e melhoras no processo de reparo tecidual, dentre elas, a laserterapia de
baixa intensidade (LLLT) tem se destacado, pois apresenta efeitos terapéuticos positivos
sobre diferentes eventos biologicos, como a cicatrizagdo, que pode ser mais eficaz
quando tratada com laser de baixa intensidade (BUSNARDO; BIONDO-SIMOES,
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2010). Durante as ultimas décadas, numerosos estudos também demonstraram os efeitos
benéficos da terapia de luz de baixa intensidade (LLLT) para o tratamento de varias
patologias, como na melhora na regeneracdo nervosa periférica (ROCHKIND et al.,
2007), reducdo de reacdes inflamatorias (AIMBIRE, 2006), aumento da formagéo 6ssea
(SILVA JUNIOR, 2002), a promocao da cicatrizacdo de feridas e angiogénese (TUBY
MALTZ; ORON, 2006; MITTERMAYR et al., 2007).

Ao se aplicar o laser sobre o tecido, algumas funcdes celulares podem ser
estimuladas (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012), no entanto a magnitude desse
efeito depende do estado fisioldgico celular e/ou estéagio clinico da condicdo antes da
irradiacdo, sendo a acdo do laser mais acentuada sobre 6rgdos ou tecidos enfraquecidos
(TUNER; HODE, 2007). Em consonancia com diferentes estratégias e terapias
convencionais, como a cirurgia, a terapia fotodindmica tem sido amplamente aplicada
para a inibicdo da angiogénese no contexto de lesdes de cancer (OTTAVIANI et al.,
2016). Em relacéo a intensidade de laser, a irradiagdo de baixa intensidade (LLLI) pode
estimular e/ ou inibir a taxa de angiogénese como observado em varios experimentos in
vitro e in vivo (DIAS et al., 2012; AKBARZADEH et al., 2016).

Acredita-se que a fotobiomodulacdo a laser nos niveis moleculares e celulares
produz danos as celulas musculares. Por exemplo, a irradiacdo pode ser absorvida pelas
mitocondrias, especialmente pela citocromo C oxidase, levando a ativacdo de
numerosas cascatas em diferentes tipos de células (KARU, 2008). Afetam o ciclo
celular e a taxa de proliferagdo, por exemplo, a ativacdo do eixo Akt/ GSK3[
promovendo a apoptose derivada do laser (HUANG; WU; XING, 2011).

Gracas as suas propriedades, a fotobiomodulacao tem sido aplicada na
modulacdo de varios processos biolégicos em modelos animais e humanos, atenuando a
resposta inflamatoria, aumentando a angiogénese, estimulando a cicatrizacao,
promovendo a regeneracdo musculoesquelética e nervosa, reparo 0sseo, bem como na
biomodulacdo de linhagens celulares, acarretando em aumento na taxa de proliferacao
com manutencdo da viabilidade celular (PEPLOW; CHUNG; BAXTER, 2010;
FAVARO-PIPI et al., 2011; YAZDANI et al., 2012; FAHIMIPOUR et al., 2012;
SPERANDIO et al, 2014; GINANI et al, 2015;). Os estudos que avaliaram viabilidade
e proliferacdo celular demonstraram que as células responderam positivamente ao a
fotobiomodulagdo (GINANI et al. 2015; MARQUES et al., 2016).
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O mecanismo de agdo do laser de baixa intensidade no sistema biologico
envolve inicialmente a fotoativacdo de uma molécula fotorreceptora da célula, seguida
de absor¢do da luz e o desencadeamento de dois tipos de reacdes. A luz é composta de
fotons cuja energia depende de seu comprimento de onda; os fotons transferem sua
energia para moléculas organicas especificas, chamados cromoéforos. Os principais
alvos celulares do PBM incluem a citocromo ¢ oxidase (Cox) nos canais mitocondricos
(KARU, 2010) e célcio (Caz +) nas membranas plasmaticas, que parecem ser afetados
pela luz laser NIR (AMAROLI et al., 2016; WANG et al., 2016). A interagdo inicial
entre luz e fotorreceptores celulares (chamada de “mecanismo fotorreceptor primario”)
é seguida pela ativacdo de multiplos mediadores secundarios. Estes acabam por levar a
grandes mudangas na expressao geénica, sinalizacdo celular, metabolismo celular e
secrecdo de citocinas. Esses efeitos foram descritos em numerosos artigos de revisao na
literatura (PRINDEZE; MOFFATT.; SHUPP, 2012; FREITAS DE; HAMBLIN, 2016).

Por muitos anos, a acdo da PBM foi essencialmente considerada como uma
interacdo entre luz e mitocondria, provavelmente através da estimulacdo da respiracéo
mitocondrial e consequente producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (KARU,
2010). Existe uma estreita relacdo entre a liberacdo de ROS, principalmente pelas
mitocondrias, e a sinalizacdo de Ca2+, com ROS regulando a sinalizacdo de Ca%+ e a
sinalizacdo de Ca2+ que afetam as atividades mitocondriais e a producdo de ROS
(GORLACH et al., 2015). Além disso, foi mostrado que a PBM estimula a producdo de
coldgeno (DE LOURA et al., 2015), promove a sintese de DNA (LOEVSCHALL;
ARENHOLT-BINDSLEV, 1994) e sintese de proteina (AVCI et al., 2013) aumenta a
producdo de ATP (LAPCHAK, DE TABOADA, 2010), modula a migracdo e
proliferacdo de células (SKOPIN; MOLITOR, 2009; GINANI et al., 2015), acelera o
reparo tecidual (HOPKINS et al., 2004) e induz a diferenciacdo de células-tronco
(AMAROLLI, 2018).

As reacOes primarias ocorrem na presenca da luz e resultam em alteracGes na
configuracdo molecular e funcdo do fotoreceptor. Acredita-se que essas reacdes estejam
relacionadas a formacdo de oxigénio singlete, modificacbes das propriedades do estado
redox, presenca de 6xido nitrico, aumento da temperatura local por tempo determinado
ou superproducdo de anions superoxidos. Ja as reagdes secundarias ocorrem sem a

presenca da luz, podendo ser horas ou dias ap0s a irradiagdo, compreendendo alteracdes
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na sinalizagéo e funcGes celulares como a foto resposta dos receptores localizados nas
mitocéndrias e a sintese de DNA e RNA no nucleo celular (KARU, 2008).

A Associacdo Mundial de Terapia a Laser (WALT, www. Walt.nu) sugere usar
doses inferiores a 10 J/ cm2, em <100 mW, porque doses mais elevadas podem
danificar o DNA e outros biopolimeros (HAWKINS; ABRAHAMSE, 2007). No
entanto, tanto a absorcdo de luz quanto o espalhamento sdo elevados para a radiacao
VIS, com a consequente reducdo da penetracdo, enquanto a profundidade de penetracéo
aumenta para o NIR, sendo mé&xima a cerca de 810 nm. Apenas evidéncias limitadas
sugerem que a luz VIS pode ser aplicada em tecidos profundos com a mesma eficiéncia
de células in vitro para organismos in vivo (AVCI, et al., 2013).

Com a vantagem de ser ndo-invasiva, a abrangéncia das aplicacbes de
laserterapia € ampla, passando de alivio da dor para promover a recuperacdo de
tendinopatias, lesdes nervosas, osteoartrite a cicatrizacdo de feridas. Porém, ainda
existem lacunas sobre o efeito do LBI sobre os diversos tipos de linhagens celulares em
cultivo, principalmente relacionadas aos parametros ideais de irradiacdo para cada tipo
celular (DE FREITAS; HAMBLIN, 2016).

2.5 FOTOBIOMODULACAO EM CELULAS ENDOTELIAIS

A terapia de fotobiomodulacdo (PBMT) demonstra um potencial de alterar a
funcéo celular e tecidual, inclusive estimulando a producéo de colageno (GRYKO et al.,
2012), promovendo a sintese de DNA (BASSO et al., 2013) e aumentando o contetdo
de ATP (KHANNA; SHANKAR; KEELAN, 1999). Nas células endoteliais, o laser de
baixa intensidade (LBI) estimula a proliferacdo celular, a expressdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), contribuindo para a angiogénese (SILVA et
al., 2010), aléem de influenciar a organizacao do citoesqueleto endotelial (RICCI et al.,
2009).

A maioria dos estudos in vitro sobre PBM empregou luz VIS (600-700 nm) para
estimular queratindcitos e fibroblastos (SKOPIN; MOLITOR, 2009), e apenas alguns
estudos usaram células endoteliais (SCHINDL et al. 2003; SZYMANSKA et al., 2013;
GORALCZYK et al., 2015). Além disso, as células endoteliais foram geralmente

estimuladas pela luz VIS emitida pelos lasers de baixa energia porque, ao contrario dos
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queratindcitos e fibroblastos, pareciam ndo responder ao comprimento de onda NIR
(PEPLOW; CHUNG; BAXTER, 2010).

O estudo de Schindl et al. (2003) teve como objetivo determinar o efeito da
irradiacdo com laser de baixa intensidade na proliferacdo de HUVEC. Foi utilizado um
laser diodo de 670 nm (Helbo, Grieskirchen, Austria) com doses de 2, 4 e 8 J/cm?). Nos
resultados, observou-se que houve proliferacdo celular de HUVEC de forma
significativa, quando comparado com controle de culturas ndo irradiadas. Isso sugere
que intensidades de pouca luz pode interagir diretamente com a célula endotelial
humana para estimular a proliferacdo celular, um processo critico na reparacdo de
tecidos.

Também foram investigados os efeitos da luz laser na morfologia das celulas
endoteliais, sugerindo que a LLLT influencia a organizacdo do citoesqueleto endotelial
(RICCI et al., 2009). Schindl et al. (2003) observaram um aumento dose-dependente da
proliferagdo de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) pela luz laser.

A proliferacdo de células endoteliais, estimulada por laser terapia de baixa
intensidade, também tem sido estudada em celulas de origem animal. Os estudos de
Ghali e Dyson (1992), usaram comprimentos de onda de 660 e 820 nm para irradiar
células endoteliais de aorta bovina e encontraram efeitos na proliferacdo celular,
apresentando um melhor resultado nas células irradiadas com laser de comprimento de
onda de 660 nm (GHALI; DYSON, 1992). A proliferacdo de células endoteliais (CE)
desempenha um papel fundamental no processo de reparacédo tecidual (SCHINDL et al.,
2003).

Goralczyk et al. (2015) também apresentou o efeito da radiacdo laser com o
comprimento de onda de 635 nm (1.875 mW / cm?) no nimero de células endoteliais,
dependendo da dose crescente de energia da radiacdo. Doses de energia de 2, 4 e 8 J/
cm? aumentaram significativamente o namero de células (p = 0,0041, diferencas
significativas entre os grupos: | vs. I, 11 e 1V). O maior valor foi observado em uma
dose de energia de 2 e 4 J/ cm? e foi cerca de 23% maior do que no grupo controle. As
doses de 2 e 4 J/ cm? (A = 635 nm) apresentaram simultaneamente no nivel mais alto de
proliferacdo celular, sugerindo que nessas condicdes, a maioria das moléculas de
VEGF-A estd conectada com receptores que afetam significativamente o nivel da

proliferacdo da CE. Concentragdes mais baixas de SVEGFR-1 e sVEGFR-2 no
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sobrenadante em comparagdo com o grupo controle poderiam contribuir para o aumento
da proliferacdo de células pela influéncia da LLLT.

Goralczyk et al. (2015) concluiram que a terapia com laser de baixa
intensidade aumenta significativamente o nimero de HUVECs e dimunui
significativamente a concentracdo de VEGFR-1 soltvel.

Estudos in vitro realizados por Schindl et al. (2003) confirmaram o aumento da
proliferacdo de HUVEC como resultado da radiacdo laser na faixa de comprimento de
onda 670 em doses de 2; 4 e 8 J/ cm2. A irradiacdo a laser ainda alterou a taxa de
sobrevivéncia de HUVEC de maneira dose-dependente, onde doses mais elevadas (60 e
80 Jlcm?) reduziram significativamente a viabidade celular, quando comparado aos
grupos irriadiados com doses de 4 e 8 J/cm2. (BAGHERI, et al., 2018).

O potencial efeito de citotoxicidade da LLLI nas HUVECs foi determinado por
um ensaio MTT. Como esperado, a irradiagdo com laser tinha o potencial de modular a
viabilidade celular em uma maneira dose/dependente. A Fotoestimulagdo com doses de
2 Jlcm? causou um aumento de 1,22 vezes nas taxas de sobrevivéncia comparadas ao
controle ndo tratado (p <0,05; Fig.1). Aumentando a intensidade da dose, para doses de
4 e 8J/ cm?, foi demonstrado uma leve diminuicdo, mas ndo declinio significativo na
taxa de sobrevivéncia celular (BAGHERI, et al., 2018).

Em relacdo ao comprimento de onda, o espectro de luz visivel (vermelho),
variando de 600 a 700nm, apresenta resultados mais eficazes na bioestimulacao celular.
Moore et al. (2005), objetivando avaliar o efeito do laser em diferentes comprimentos
de onda (625, 635, 645, 655, 665, 675 e 810 nm) em dois tipos celulares (fibroblastos e
células endoteliais), avaliaram a taxa de proliferacao celular ap6s um periodo de 72h de
cultivo. Foi verificado um aumento no crescimento tanto das células endoteliais, quanto
dos fibroblastos em todos os comprimentos de onda estudados, exceto para o de 810
nm.

Além do comprimento de onda, outros fatores influenciam a
fotobiomodulagdo, tais como a poténcia, a densidade de energia e o tipo de célula que
estd sendo irradiada (MARQUES et al., 2016). Assim, é necessario identificar a
combinacdo ideal desses fatores para atingir a taxa maxima de proliferacdo e viabilidade
celular, sendo importante analisar os efeitos de diferentes doses na Fotobiomodulagéo

na proliferacdo e viabilidade de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC).
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No presente estudo, testamos a hipdtese de que a fotobiomodulacao utilizando
laser na faixa de luz vermelha (660 nm), poténcia de 30 mW e com doses de 1, 4e 7,5
Jicm? pode influenciar positivamente a proliferacdo e viabilidade de HUVECs em
condi¢cdes normais de cultivo celular, o que podera no futuro indicar a utilizacdo desta
metodologia nas técnicas de engenharia tecidual de enxertos vasculares, visando

promover uma melhor endotelizagio nestes construtos teciduais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo do presente estudo foi avaliar, através de experimentos in vitro, o
efeito da fotobiomodulacdo com laser de baixa intensidade na proliferacdo e viabilidade

de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

R

< Avaliar a influéncia do laser vermelho, aplicado nas doses de 1,0 Jicm?, 4,0
Jiem2 e 7,5 Jlcm? com poténcia de 30 mW, na capacidade de proliferacdo in
vitro de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC);

% Analisar a viabilidade e a apoptose/necose em celulas HUVEC submetidas a
estes protocolos de fotobioestimulacéo;

% Auvaliar qual dose apresenta melhores resultados nos parametros celulares

estudados.
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO

O presente estudo se caracteriza por uma pesquisa experimental in vitro.

4.2 AMOSTRA

Foi utilizada nos experimentos uma linhagem comercial de células endoteliais da
veia umbilical humana (HUVEC-C; ATCC® CRL-1730™), obtidas da American Type
Culture Collection (ATTC, USA) e gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Manoela
Domingues Martins, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

4.3 CULTIVO DE CELULAS

As células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) foram cultivadas
com meio D-MEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
solugcdo contendo antibidtico-antimicotico (todos da Gibco, USA). O cultivo foi
realizado em incubadora de cultivo celular (ThermoFisher, USA), em ambiente de 99%

de umidade, com 5% de CO; e temperatura de 37°C.

4.4 LOCAL

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultivo Celular do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte -
UFRN.

4.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO

A Figura 1 resume o desenho experimental do estudo. As células HUVEC
foram pré-cultivadas por 24h sobre a superficies de poliestireno das placas de cultivo,
para garantir a adesdo celular, e entdo divididas em quatro grupos:
C (Controle): células mantidas em condi¢des regulares de cultivo, sem irradiacao;
L1 (Laser 1): células irradiadas com dose de 1,0 J/cmz;
L4 (Laser 4): células irradiadas com dose de 4,0 J/cmz;

L7.5 (Laser 7.5): células irradiadas com dose de 7,5 J/cm.
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As células dos quatro grupos foram utilizadas em experimentos para avaliar a
viabilidade e proliferacdo celular, nos intervalos de tempo: 24, 48 e 72 horas apés a
aplicacdo do laser. Todo o experimento foi realizado em triplicata.

Figura 1: Desenho experimental do trabalho, mostrando os grupos de estudo, a sequéncia do
cultivo celular, o momento da irradiacdo (TO: tempo zero), os intervalos de analise (24, 48 e 72
h) e os ensaios realizados em cada intervalo.

/ C: Controle (n&o irradiado)

Irradiagcio L1: Laser 1,0 J/cm?
L4: Laser 4,0 J/cm?
L7.5: Laser 7,5 J/cm?

‘ Live/Dead
Anexina VP! |
Ciclo celular
Pré-cultivo [ i
W Al
K Alamar Blue j

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

4.6 PROTOCOLO DE FOTOBIOMODULACAO

As células foram plaqueadas sobre placas de cultivo (Kasvi, Brasil) e os grupos
submetidos a irradiacdo com um aparelho de Laser diodo (Kondortech — Bio Wave
LLLT Dual, Brazil), com as caracteristicas apresentadas na Tabela 1. O cultivo das
células nas placas foi feito de forma que entre os pocos semeados foram mantidos trés
pocos vazios, impedindo assim a dispersdo de luz ndo intencional entre 0s pocos

durante aplicacdo da laserterapia.

| Tabela 1 - Parametros do Laser

Composicéo InGaAIP

Poténcia 30mw

Comprimento de onda 660nm

Modo de acéo Continuo

Diametro da ponta 0,01 cm?

Dose utilizada 1J/cmz?, 4 Jlcm2 e 7,5 J/cm?

Modo de aplicagdo Sonda de irradiacdo perpendicular a placa, distante
0,5 cm das células.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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4.7 ENSAIO DO ALAMAR BLUE®

A proliferagdo celular foi analisada nos intervalos de 24, 48 e 72 horas apés a
irradiacdo, através do ensaio do Alamar Blue (Invitrogen, USA), um método
fluorimétrico que permite a deteccdo da atividade metabolica das células. O método é
baseado na reducdo da resazurina (7-hidroxi-3Hfenoxazina-3-ona 10-6xido), um corante
azul fracamente fluorescente, em resorufina, um corante rosa com altissima
fluorescéncia em vermelho. As células de cada grupo foram cultivadas em uma placa de
96 pogos na densidade de 5x10° células/poco e em seguidas submetidas ou ndo aos
protocolos de fotobiomodulagdo. Decorridos 0s tempos experimentais, o0 meio foi
removido, e foi adicionado 10 uL. Alamar Blue® (Invitrogen, USA) e 90 puL de meio D-
MEM (Gibco, USA). As celulas permaneceram em contato com a solugdo em condigdes
adequadas (37°C e 5% de CO2) por 4h. Apds este periodo, a absorbancia das amostras
foi medida em um leitor de microplacas (Epoch-Biotech Instruments, USA) nos
comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e 600 nm (oxidado). O meio de cultura
puro, sem adicdo de células, foi considerado como branco do ensaio e 0 meio contendo
10% de Alamar Blue o controle negativo. A reducdo do Alamar Blue foi entdo

calculada a partir da equacéo fornecida pelo fabricante.

4.8 ENSAIO DO LIVE/DEAD®

A viabilidade celular foi avaliada usando o Live/Dead Assay Cytotoxicity kit for
mammalian cells (Invitrogen, USA), que permite a coloracdo simultdnea com calceina-
AM (fluorescéncia verde), que indica atividade de esterase intracelular em células vivas,
e com homodimero-1 de etidio (fluorescéncia vermelha), que indica perda de
integridade da membrana plasmatica em células inviaveis. Apds 72 horas da
fotobiomodulcéo, trés amostras de cada grupo foram lavadas com PBS para eliminar o
meio de cultura e células ndo aderidas. Os pocos foram entdo incubados com 2 uM de
calceina AM (que cora em verde o citoplasma de células vivas) e 4 uM de homodimero
de etidio (que cora em vermelho o ndcleo de células mortas), por 20 minutos, em
ambiente protegido da luz. As amostras foram avaliadas em microscopio de
fluorescéncia (Zeiss Imager A2, Oberkochen, Alemanha) e foram obtidas
fotomicrografias (n=4) do campo central de cada amostra para contagem do nimero de

celulas vivas e mortas e obtencdo do percentual de viabilidade celular.
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4.9 IMUNOMARCACAO POR ANNEXINA V/PI

A porcentagem de células em apoptose e necrose foi quantificada por dupla
coloragdo com o FITC Annexin V/ Dead Cell Apoptosis Kit with FITC Annexin and PI,
for Flow Cytometry (Invitrogen, USA). Resumidamente, 72 horas ap0s o tratamento, as
células foram lavadas duas vezes com solucdo de PBS e ressuspensas em tampdo de
ligacdo 1x durante 15 min, depois as células foram incubadas com anticorpo Anexina
V-FITC durante 15 min., lavado uma vez com tampéo de ligacdo x 1, rotulado com
solugéo 5 ul PI por 10 min, e analisado por sistema de citometria de fluxo. O marcador
anexina V-FITC permite detectar os estagios iniciais de apoptose celular devido ao fato
de se ligar preferencialmente aos fosfolipidios negativamente carregados
(fosfatidilserina) expostos no inicio do processo apoptotico, enquanto o iodeto de
propideo (PI) permite avaliar os momentos finais deste processo de morte celular, por
ser um marcador que interage com o DNA, mas ndo € capaz de atravessar a membrana
plasmatica, devido ao seu alto peso molecular. Assim, a marcacdo positiva para o Pl
indica que ha poros na membrana, fendmeno caracteristico de processos de necrose ou

estagio final de apoptose.

4.10 ANALISE DAS FASES DO CICLO CELULAR

Para analise dos efeitos da laserterapia sobre o ciclo celular, as células de cada
grupo foram cultivadas em triplicata (n=3) em placas de seis pocos na densidade de 2 x
10° células/poco. Apos o intervalo estudado de 72h as células foram processadas e
foram adicionados 5 pL de iodeto de propideo (25 mg/mL, Invitrogen, USA),
juntamente com 200 uL de PBS gelado, seguindo-se a analise das células em citdmetro
de fluxo FACS Canto Il (BD Biosciences, USA). A partir das analises dos dados da
citometria, foram obtidas em cada amostra os percentuais de células nas fases G0/G1, S
e G2/M.

4.11 IMUNOEXPRESSAO DA PROTEINA Ki67

@) antigeno KI-67, também conhecido como Ki-67 ou MKI67, é
uma proteina que em humanos é codificada pelo gene MKI67 (antigeno identificado
pelo anticorpo monoclonal Ki-67). O antigeno KI-67 é uma proteina nuclear que esta
associada e pode ser necessaria para a proliferacdo celular. Além disso, esta associado
atranscricdo do RNA ribossémico (BULLWINKEL et. al., 2006). Inativacdo do
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al., 2007).

A expressdo da proteina nuclear Ki67 foi avaliada por citometria de fluxo.
Inicialmente as células foram cultivadas em triplicata (n=3), em placas de seis pogos na
densidade de 2 x 10°células/pogo. No intervalo de 72 horas apo6s a irradiagao as células
foram processadas e incubadas com 10uL do anticorpo monoclonal anti-Ki67
conjudado com FIT (Clone 7B11, Invitrogen, USA) por 20 minutos, em ambiente
protegido de luz. Em seguida, as células foram analisadas em citdmetro de fluxo FACS
Canto 1l (BD Biosciences, USA). Os dados da intensidade média de fluorescéncia do
Ki67 para cada amostra foram fornecidos pelo software FlowJo v10 (BD Biosciences,
USA).

4.12 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados quantitativos do percentual de reducdo do Alamar Blue, do nimero de
células viaveis por campo e do percentual de células mortas por campo no ensaio do
Live/Dead e da intensidade média de fluorescéncia do Ki67 foram submetidos ao teste
de normalidade de Shapiro-Wilk, utilizando-se o software GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, USA). Os dados ndo demonstraram distribuicdo gaussiana, sendo entdo
submetidos a analises ndo paramétricas. A diferenca entre os grupos para cada um dos
intervalos de tempo estudados foi analisada pelos testes estatisticos de Kruskal-Wallis e

Mann-Whitney, considerando-se um nivel de significancia de 5% (p<0.05).
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5 RESULTADOS

5.1 ENSAIO DO ALAMAR BLUE

A anélise da proliferacdo celular foi realizada a partir do Alamar Blue, que é um
ensaio de reducdo metabdlica. Os dados do percentual médio (+ desvio padrdo) da
reducdo do Alamar blue de todos os grupos em todos os intervalos experimentais estdo
representados na Figura 2. Nos intervalos de 24 e 48 horas, os dados mostraram que 0s
grupos irradiados com as diferentes doses de laser (1, 4 e 7,5 J/cm?) ndo exibiram
diferencas estatistica significativas entre si ou quando comparados com o grupo controle
(ndo irradiado). Porém, no intervalo de 72 horas todos os grupos irradiados exibiram
percentuais de reducdo significativamente maiores do que o grupo controle néo

irradiado, sendo a diferenca ainda mais evidente em L4 e L7.5 (p<0,001).

Figura 2 - Percentual médio (+ desvio padrdo) da reducdo do Alamar Blue nos diferentes
grupos ao longo do experimento. Observa-se que nos dois primeiros intervalos do estudo (24 e
48h) os valores numéricos dos grupos irradiados foram maiores do que o controle, porém sem
diferencas estatisticamente significativas. J& no intervalo de 72h todos os grupos irradiados
exibiram percentual de reducéo significativamente maior do que o grupo controle ndo irradiado
(**p<0,01; ***p<0,001; teste de Mann-Whitney).

24 h 48h
120+ 120-
100+ 100-
80+ 80-
60+ 60-
40 40+

20+ 20+

% reducdo Alamar Blue
% reducdo Alamar Blue

72h

120- *k Fekek Fekok

% redugdo Alamar Blue

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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5.2 ENSAIO DO LIVE/DEAD

No ensaio do Live/Dead as fotomicrografias das células marcadas com calceina
(verde) e com homodimero de etideo (vermelho) (Figura 3-A) mostraram que todos 0s
grupos apresentaram numerosas células de citoplasma marcado em verde pela calceina
AM, o que evidencia um grande numero de células vidveis. Houve um aumento no
namero de células nos grupos irradiados (Figura 3-B), sendo mais evidente no grupo
irradiado com dose de 7.5 J/cm2. Na analise do percentual do nimero de células mortas
por campo (marcadas com nucleos em vermelho pelo homodimero de etideo) (figura 3-
C) foi observado um menor percentual de células mortas no grupo L4 quando
comparado com os demais grupos. Esses achados corroboram com os resultados obtidos
no Alamar Blue.
Figura 3: A. Fotomicrografias das células HUVEC viaveis (citoplasmas marcados em verde
pela calceina AM) e inviaveis (nicelos marcados em vermelho pelo homodimero de etideo), no
intervalo de 72 h (barra: 200 um). B. Médias do nimero de células viaveis/campo nos diferentes
grupos. Asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas em relagcdo ao grupo

controle (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; teste de Mann-Whitney). C. Médias do percentual de

células mortas/campo, nos diferentes grupos.
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5.3 IMUNOMARCACAO POR ANNEXIN V/PI

A andlise de morte celular/apoptose através dos dados do ensaio da
imunomarcagdo por Anexina V/Pl em citometria de fluxo mostrou uma alta
porcentagem de viabilidade celular nos grupos estudados (Figura 4). As células do
grupo controle apresentaram um menor percentual de viabilidade celular (C: 95,2%),
enquanto os grupos L1 e L4 exibiram 96,1% de células viaveis. O grupo L7,5, que
recebeu dose de 7,5 J/cm?, apresentou o maior indice de viabilidade neste experimento
(96,9%), o que corroborou os resultados encontrados no ensaio metabdlico do Alamar
Blue e na analise das fotomicrografias no ensaio do Live/Dead. Este fato é um
indicativo de que as doses estudadas ndo causaram danos celulares as HUVEC.

Figura 4: A andlise de morte celular/apoptose através dos dados do ensaio da imunomarcagao
por Anexina V/Pl em citometria de fluxo mostraram uma alta porcentagem de viabilidade

celular nos grupos estudados (C: 95,2%; L1: 96,1%; L4: 96,1%; L7.5: 96,9%). Q1: Anexina V-
[P1+; Q2: Anexina V+/Pl+; Q3: Anexina V+/Pl-; Q4: Anexina V-/PI-.
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5.4 ANALISE DAS FASES DO CICLO CELULAR

A avaliagdo das fases do ciclo celular (Figura 5) mostrou que 0S Qgrupos
irradiados exibiram aumento gradativo do percentual de células nas fases proliferativas
do ciclo (S e G2/M), de modo dose-dependente. O grupo controle apresentou 0 menor
percentual de células nas fases proliferativas (36,9%); os grupos L1 e L4 mostraram
percentuais de 38 e 38,3%, respectivamente; ja o grupo L7.5 foi o que exibiu o maior
indice de células nas fases proliferativas do ciclo celular, com 40,4% das células nas
fases S e G2/M.

Figura 5: A avaliagdo das fases do ciclo celular mostrou que os grupos irradiados (L1; L4;

L7.5) exibiram aumento gradativo do percentual de células nas fases proliferativas do ciclo (S e
G2/M), sendo o grupo L7.5 o que exibiu o percentual mais alto de células nestas fases.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

5.5 ANALISE DA EXPRESSAO DE K167

A analise da imunomarcacdo da proteina nuclear Ki67 mostrou diferencas
significativas entre todos 0s grupos, com resultado mais acentuado quando comparado o
grupo que recebeu irradiacdo de 7.5 J/cm? (L7.5) com os demais grupos (Figura 6). Esse
resultado corrobora os dados da analise do ciclo celular, uma vez que confirma que as

células do grupo L7.5 encontravam-se em maior percentual nas fases proliferativas.
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Figura 6: A — Imunoexpressao de Ki67; B — Médias da intensidade de fluorescéncia da proteina
Ki67 nos diferentes grupos, fornecidos pelo sowftare do citémetro (FlowJo). Letras diferentes
representam diferenca estatistica significante (p<0,05; teste de Mann-Whitney). Os dados
mostram diferencas entre todos 0s grupos, com expressao maior da Ki67 no grupo que recebeu
irradiacdo de 7.5 J/cm?2 (L7.5).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo utilizou nos ensaios células endoteliais da veia umbilical
humana (HUVEC), linhagem celular ja utilizada em diversos estudos anteriores. Davis
et al. (2015) utilizaram HUVECs e células mesenquimais embebidas em uma matriz de
colageno para demonstrar a formacéo de redes capilares humanas contendo CE. Chen et
al. (2009) usaram um método semelhante para criar uma rede vascular, mas utilizaram
HUVEC:s e fibroblastos em um gel de fibrina. Este estudo avaliou a fotobiomodulacao
como ferramenta para estimular a proliferacdo de células endoteliais e manutencdo da
viabilidade do endotélio, o que representa um método promissor na area da engenharia
tecidual vascular.

Diversos estudos tentaram induzir a brotacdo angiogénica in vitro utilizando o
estresse de cisalhamento do fluido (SONG; MUNN, 2011; GALIE, et al. 2014) e os
gradientes quimicos (KIM, et al., 2013). Em um estudo, Nguyen et al. (2013) usaram
um coquetel de fatores angiogénicos incluindo VEGF, forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA), esfingosina-1-fosfato (S1P) e mondcito proteina quimiotatica-1 (MCP-1) para
mostrar que 0s vasos pos-hematomas podem ser perfundidos. Porém, até o momento
ndo ha experimentos abordando a fotobiomodulagdo como estimulo para proliferacéo de
células HUVEC visando induzir a endotelizacdo de enxerto de vasos sanguineos ou de
dispositivos médicos que serdo implantados, o que mostra a importancia de um maior
aprofundamento nesta area de pesquisa.

Para apoiar a endotelizacdo em enxertos vasculares artificiais, um estudo
mostrou a incorporacdo de anticorpos como marcador e suas perspectivas. A estratégia
focou em promover a fixacdo e proliferacdo de células endoteliais e células progenitoras
endoteliais (CPES) no limen interno dos enxertos apos o implante (LIU et al. 2013).
Outros experimenos mostraran que as células endoteliais que sdo semeadas em uma
superficie de biomaterial podem prevenir complicacbes trombogénicas e melhorar a
paténcia a longo prazo (GRIESE et al. 2003). Também foram relatadas a aceleragdo na
reendotelizacdo e a reducdo da formacao neointimal (NGUYEN et al. 2013).

Melchiorri et al. (2016) demonstraram com sucesso 0 aumento da proliferacéo,
infiltracdo e diferenciacdo de células progenitoras endoteliais (CPEs) em células
endoteliais semeadas em enxertos vasculares de engenharia tecidual (TEVGS) e
cultivadas em um sistema de perfusdo tubular (TPS) dinamico, um método que se

mostrou eficaz para aumentar a endotelizagdo. Neste sentido, a presente pesquisa
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demonstrou que a utilizacdo de laserterapia de baixa intensidade em células HUVEC
também podera ser utilizada como uma alternativa para semear TEVGs de pequeno
didmetro, j& que possibilitou o aumento da proliferacdo e manteve a viabilidade das
células endoteliais, o que possivelmente contribuird para o processo de endotelizagéo,
reduzindo drasticamente as complicagcdes, como hiperplasia intimal e trombose em
aplicacOes experimentais e clinicas.

Estudos prévios relataram as importantes propriedades terapéuticas da PBM, que
vem sendo uma ferramenta utilizada em varias aplicacdes medicas (BARBOZA et al.,
2014), como no reparo de feridas (SZYMANSKA et. al., 2013; GORALCZYK et al.,
2015), regeneragdo nervosa periférica (ROCHKIND et al., 2007), reducéo de reagdes
inflamatorias (AIMBIRE, 2006), aumento da formacio dssea (SILVA JUNIOR et al.,
2002), a promocéo da cicatrizacdo de feridas e angiogénese (TUBY, MALTZ; ORON,
2006; MITTERMAYR et. al., 2007). Todavia, os mecanismos moleculares subjacentes
a acdo da PBM ainda néo estdo claros.

Relatos sobre este assunto parecem confirmar que as reagdes fotoindutoras de
transferéncia de elétrons podem iniciar a sintese e mudancas conformacionais de
proteinas e podem influenciar no aumento da sintese de DNA e RNA (KARU;
PYATIBRAT; KALENDO, 2004). Os dados do presente trabalho mostraram que a
laserterapia nas doses de 1, 4 e 7,5 J/cm? foi capaz de promover proliferacdo celular nas
HUVEC, primariamente demonstrado pelo ensaio de reducdo mitocondrial do Alamar
Blue. InvestigacGes recentes sugerem que a dinamica mitocondrial afeta a funcdo das
células endoteliais, embora o contetdo mitocondrial nas células endoteliais seja bastante
modesto quando comparado a outros tipos de células (KLUGE; FETTERMAN; VITA,
2013).

O efeito bioestimulatério do LBI tem sido relatado ha cerca de quatro décadas,
porém o0s pesquisadores ainda tém buscado o melhor protocolo para o uso da
laserterapia (DE FREITAS; HAMBLIN, 2016). O comprimento de onda de 660 nm (luz
vermelha) utilizado no presente estudo, esta de acordo com os achados de Ghali e
Dyson (1992), que usaram comprimentos de onda de 660 e 820 nm para irradiar células
endoteliais de aorta bovina e encontraram efeitos positivos na proliferacdo celular,
apresentando um melhor resultado nas células irradiadas com laser de comprimento de
onda de 660 nm.
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Esse comprimento de onda também est& proximo aos utilizados por Goéralczyk
et al. (2015) e De Araujo et al. (2007). O primeiro demonstrou em seu estudo que 0 uUso
da irradiagdo por luz vermelha com comprimento de onda de 635 nm foi associado a
uma menor concentracgdo, estatisticamente significativa, de VEGFR-1, um regulador da
angiogénese. De Araujo et al. (2007) conduziram um estudo detalhado da cicatrizagéo
de feridas em camundongos apo6s irradiacdo com laser He-Ne (632,8 nm), utilizando
dose de 1 J/ cm? e tempo de exposicdo de 3 min. As analises autoradiograficas e imuno-
histoquimicas realizadas ap6s 15 dias de irradiacdo demonstraram reducdo da
inflamacéo, aceleracdo da reepitelizacdo, ativacdo de fibroblastos e aumento da
quantidade de fibras colagenas na area de exposi¢ao.

Estudos in vitro realizados por Schindl et al. (2003) confirmaram o aumento da
proliferacdo de HUVEC como resultado da radiacdo laser na faixa de comprimento de
onda 670 em doses de 2; 4 e 8 J/ cm?, comprimento de onda e doses proximas as
utilizadas na presente pesquisa. Assim, as células endoteliais parecem seguir a regra
geral de exibirem efeitos bioestimulatérios alcancado com doses até 10 J/cm?, como
visto em outros tipos celulares (TUNER, HODE, 2007). De fato, um estudo mostrou
que doses mais elevadas (60 e 80 J/cm?) reduziram significativamente a viabidade
celular, quando comparado aos grupos irriadiados com doses mais baixas, como de 4 e
8 Jlcm2. (BAGHERI et al., 2018).

Nossos resultados demonstraram que a irradiagdo com laser em células HUVEC
apresenta potencial de modular a viabilidade celular de modo dependente da dose. O
grupo onde as celulas foram irradiadas com dose de 7,5 J/cm? apresentou uma melhor
taxa de viabidade celular quando comparado com 0s grupos que receberam doses mais
baixas (1 e 4 Jlcm?). Porém, quando comparado com o grupo controle, 0s grupos
irradiados com doses de 1 e 4 J/cm? também apresentaram um aumento na quantidade
de células viaveis, como observado no ensaio de Live/Dead.

A apoptose e a disfuncdo das células endoteliais desempenham um papel
importante em muitas doencas relacionadas a inflamacdo, incluindo aterosclerose,
aloenxerto, lesdo de isquemia-reperfusdo, hipertensdo, insuficiéncia cardiaca, sepse,
lipus eritematoso sistémico e diabetes (WINN; HARLAN, 2005). Portanto, o
desenvolvimento de novas terapias para alcancar a regeneracdo funcional do tecido,
envolve o restabelecimento e a manutengdo do fluxo sangiiineo saudavel. Varios

mecanismos celulares e moleculares interconectados regulam os trés principais
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processos envolvidos no restabelecimento de circulagdo para regeneracdo tecidual
efetiva: vasculogénese, angiogénese e arteriogénese (MADEDDU, 2005; POTENTE;
GERHARDT; CARMELIET, 2011). A analise de morte celular/apoptose, nas células
HUVEC dos grupos experimentais, foi realizada através dos dados do ensaio da
imunomarcagdo por Anexina V/PI em citometria de fluxo, que mostraram uma alta
porcentagem de viabilidade celular em todos os grupos estudados (C: 95,2%; L1:
96,1%; L4: 96,1%; L7.5: 96,9%). Porém, o grupo que recebeu dose de 7,5 J/cm?
apresentou o maior indice de viabilidade neste experimento (96,9%), 0 que corroborou
com os resultados encontrados no ensaio metab6lico do Alamar Blue e no ensaio do
Live/Dead. Este fato € um indicativo de que as doses estudadas ndo causaram danos
celulares as HUVEC.

Os dados obtivos neste trabalho sugerem que o uso da fotobiomodulacdo podera
ser uma alternativa eficiente para estimular a proliferacdo de celulas endoteliais da veia
umbilical humana, possibilitando a sua utilizagdo como uma importante ferramenta na
engenharia tecidual vascular e na endotelizacdo de dispositivos médicos para o
tratamento de diversos tipos de lesbes vasculares, o que pode impactar na qualidade de
vida de milhGes de pessoas ao redor do mundo. O modelo de ensaio proposto apresenta,
assim, perspectivas para futuras pesquisas utilizando células endoteliais cultivadas em

arcaboucos da engenharia tecidual e estimuladas através da fotobiomodulacao.
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7 CONCLUSOES

Em conjunto, os resultados do presente estudo demonstraram que a
fotobiomodulagéo, principalmente na dose de 7,5 Jicm?, promoveu aumento da
proliferacdo e viabilidade de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC), o
que pode sugerir o uso potencial do laser nos parametros estudados como estimulo a
endotelizacdo na terapia de diversas condi¢des patoldgicas e na engenharia tecidual.
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