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RESUMO

O objetivo deste trabalho consistiu na analise dos efeitos da laserterapia de baixa
intensidade (LBI) na atividade biolégica de células-tronco isoladas da papila apical
(SCAPs). Foram utilizadas células-tronco isoladas da papila apical doadas pelo
banco de células do Laboratério de Nanotecnologia Farmacéutica e Sistemas de
Liberagédo de Farmacos da Universidade Federal de Goias (UFG). As células foram
cultivadas em garrafas de 75cm? e mantidas em estufa umidificada a 37°C em
atmosfera saturada em 5% de CO,. Foi utilizado meio de cultura padrédo composto
por Dulbecco's modified Eagle's medium nutrient mixture F-12 (DMEM/F12), soro
fetal bovino a 10%, 100 pg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. Para
irradiacao, foi utilizado o laser semicondutor diodo (InGaAIP), no comprimento de
onda de 660 nm, poténcia de 100mW, energia de 6J, tempo de irradiagao de 60
segundos. Inicialmente, foi avaliada a intensidade do metabolismo mitocondrial por
meio de imunofluorescéncia com o uso do Mitotraker Red. Foram comparadas as
intensidades de atividade mitocondrial em células néo irradiadas, e apds dois
tempos de irradiagdo: imediato a aplicagdo do LBI e 24h apds a aplicagdo. Com o
intuito de avaliar a imunoexpressao de proteinas reguladoras, foi realizada
imunocitoquimica, empregado os marcadores Ki-67, Ciclina B1, TGF-B2 e TGF-B,
p53, Bcl-2. Para cada anticorpo, foram analisados dois grupos distintos de células:
um ndao irradiado (CNT) e outro irradiado (G6J). A analise da progressao do ciclo
celular foi realizada no tempo de 8h por meio da marcagdo com lodeto de Propideo,
as células foram quantificadas de acordo com a fase do ciclo em que se
encontravam, por meio de citometria de fluxo. Foram comparados os resultados
obtidos nos grupos irradiados e néo irradiados. A normalidade de distribuicdo dos
dados foi testada utilizando o teste de Kolmogov-Sminorv. . Para verificar as
diferengas nos percentuais de imunoreatividade, foi utilizado o teste de Mann-
Whitney e para verificar se houve diferenca estatistica entre os grupos quanto a
progressao do ciclo celular, foi utilizado o teste T ndo paramétrico. Em ambos os
casos, foi adotada significancia de 5%. O aumento da atividade mitocondrial foi
evidente desde o momento imediato da irradiagédo, sendo este aumento metabdlico
ainda maior apos 24h de exposicdo ao LBI. As células irradiadas com LBl vermelho
apresentaram maiores medianas de percentuais de imunopositividade ao Ki-67 e a
Ciclina B1. Nao houve diferenca quanto a expressdao de TGF-B. Da mesma forma,
também nao foi obtida diferenga quanto a imunoexpressao do p53 e Bcl-2, o que
indica que o LBl n&o desregula genes importantes na manuteng&o da progresséo do
ciclo celular e controle da apoptose. Também ndo houve divergéncias quanto a
cronologia da progressdo do ciclo celular entre os grupos irradiados e néo
irradiados. Desta forma, & possivel concluir que a absorcao da luz pelas SCAPs
resulta em aumento imediato do metabolismo mitocondrial que pode influenciar a
maior expressdao do marcador de proliferagdo nestas células. Também foi
demonstrado que a irradiacdo destas células ndo resulta em nenhum dano a
regulagao das fungdes vitais de proliferagéo celular e apoptose.

Palavras-chave: Células tronco; Laserterapia de baixa intensidade; Proliferacao
Celular



ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the effects of low-intensity laser therapy (LILT)
in stem cells from apical papilla (SCAPs) proliferation. Stem cells isolated from apical
papilla cells were donated by the cell bank from Pharmaceutical Nanotechnology
Laboratory and Drug Delivery Systems, Federal University of Goias (UFG). Cells
were cultured in 75cm? bottles and kept in a humidified stove at 37 °C in a saturated
atmosphere at 5% CO,. Standard culture medium used was composed of Dulbecco's
modified Eagle's medium nutrient mixture F-12 (DMEM / F12), 10%, fetal bovine
serum ,100 ug / ml streptomycin and 100 U / ml penicillin. For irradiation, the
semiconductor laser diode(InGaAlP) was used at a wavelength of 660 nm, 100mwW
power, 6J energy, 60 seconds for irradiation time and 200 J / cm?2. Dose. Initially, the
intensity of mitochondrial metabolism was evaluated by immunofluorescence. For
this, we used Mitotraker Red in a concentration of 100mM. Intensities of
mitochondrial activity was compared in non-irradiated cells, and after two irradiation
times: immediately to the application of LILT and 24h after application. In order to
assess the immunoreactivity of proteins involved in cell proliferation, it performed
immunocytochemistry using Ki-67, p53, Bcl-2, Cyclin B1, TGF-2 and TGF-B3 .The
incubation time for the primary antibody exposure was standardized at 2hours. For
each antibody, two different groups were analyzed: non-irradiated (CNT) and
irradiated (G6J). The progression of the cell cycle analysis was performed, by flow
cytometry. The results obtained in the groups irradiated and non-irradiated were
compared. The normality of the data distribution was tested using the Kolmogov-
Sminorv test. To check the diferences in the immunoreactivity between the groups,
were used the Mann-Whitney test and to check whether there was a statistical
difference between the groups regarding the progression of the cell cycle, we used
the nonparametric T test. In both cases, it was adopted significance of 5%. Increased
mitochondrial activity was evident immediately from the time of irradiation, and this
metabolic activity increase even more after 24 hours of exposure to LILT The
irradiated group showed greater median percentage of immunopositive Ki-67 and
Cyclin B1. However, in both cases, there was no statistical significance when
compared to control groups. There was no difference in TGF-3 expression. Likewise,
it was also no difference obtained as the p53 and Bcl-2, which indicates that the LILT
does not deregulating the maintenance of cell cycle progression and control of
apoptosis. There was no disagreement on the chronology of cell cycle progression
between the groups irradiated and non-irradiated. Thus, it is possible to conclude that
the LILT increases mitochondrial metabolism of isolated stem cells of the apical
papila and it can influence the imunoexpression of proliferation marker. Furthermore,
the irradiation of SCAPs does not result in any damage to regulation of cell
proliferation and apoptosis functions.

Keywords: stem cells; low-intensity laser therapy; Cell proliferation
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1 CONSIDERAGOES INICIAIS

As células-tronco ou células progenitoras sdo células indiferenciadas que
guando isoladas sao caracterizadas como aderentes e formadoras de colbénias. O
seu potencial de diferenciacdo em uma variedade de tipos celulares e as
consequentes implicagbes clinicas deste, despertaram o interesse de diversos
pesquisadores nas ultimas décadas, que iniciaram uma busca por métodos de
isolamento destas células de diferentes tecidos (FRIEDENSTEIN; KURALESOVA,
1971; SONOYAMA et al, 2006).

As células-tronco de origem mesenquimal sdo caracterizadas pelo seu alto
potencial mitético e sua multipla capacidade de diferenciacao. Inicialmente, estas
células foram isoladas da medula 6ssea e possuiam capacidade de diferenciagao
em osteoblastos, condroblastos, miocitos e adipdcitos (PITTENGER et al, 1999;
PHINNEY; PROCKOP, 2007). Tal descoberta fomentou a curiosidade dos
pesquisadores quanto a existéncia de outros tipos de células pluripotentes em
adultos, as quais pudessem contribuir para o desenvolvimento nas areas de
engenharia tecidual e regeneragéo, inclusive aplicadas a Odontologia (SONOYAMA
et al, 2006; BAKOPOULOU et al, 2011).

As primeiras células isoladas de tecidos dentarios foram as células-tronco da
polpa dentaria (GRONTHOS et al, 2000). A partir dai, varios estudos resultaram no
isolamento de outros tipos celulares destes tecidos, como as células-tronco
derivadas de dentes deciduos (MIURA et al, 2003), do ligamento periodontal (SEO
et al, 2004), dos germes dentarios (MORSCZECK et al, 2005) e da papila apical
(SONOYAMA et al, 2008), visando principalmente a evolugdo da medicina
regenerativa e suas consequentes aplicagdes clinicas.

Inicialmente, as células-tronco isoladas do 6rgao dentario sdo ditas de origem
mesenquimal, e caracterizadas pela expresséo de Stro-1 e CD146. Porém, é sabido
que durante o desenvolvimento dentario, as células da crista neural, de origem
ectodérmica, migram e interagem com o epitélio dentario durante a formacdo do
dente (KOUSSOULAKOU; MARGARITI; KOUSSOULAKOU, 2009; MAYO et al,
2014). Este fato permite a discussdo de que as células-tronco isoladas do tecido
dentario possuiriam origem ectomesenquimal, e ndo apenas mesenquimal. Isto é
reforgado por estudos in vitro, os quais demonstram que, quando estimuladas por

meios neurogénicos, estas células apresentam aumento na producdo de Sox-2,
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Oct4, p75 e Nistina, o que pode indiciar diferenciacdo neurogénica (GOVINDASAMY
et al, 2011; MAYO et al, 2014).

Quando as células-tronco sdo isoladas da regido apical na fase de
desenvolvimento da polpa dentaria, sdo denominadas células-tronco da papila apical
(SCAPs, do inglés, Stem Cells from Apical Papilla) e possuem um alto indice de
proliferagcdo celular comparada a outras células isoladas de tecidos dentarios
(SONOYMA et al, 2006; SONOYAMA et al 2008; BAKOPOULOU et al, 2011).
Diferente das demais células isoladas do 6rgao dentario, as SCAPs possuem
expressao reduzida de Stro-1 e maior expressao de marcadores neuronais como o
CD90 e p75, mesmo na auséncia de estimulos neurogénicos. Este fato torna a
hipétese de origem ectomesemquimal ainda mais forte para este tipo celular (ABE;
YAMAGUCHI; AMAGASA, 2007; SONOYAMA et al, 2008)

As SCAPs possuem maior indice de proliferacdo que células-tronco do
ligamento periodontal (CHEN et al, 2013) e, indices de proliferagdo semelhantes aos
obtidos em células-tronco isoladas de dentes deciduos e do foliculo dentario.
(GOSAU et al., 2013; CHEN et al, 2015). Desta forma, a caracterizagdo sobre a
proliferacdo e diferenciacdo das SCAPs é de extremo interesse no estudo da
regeneracdo tecidual aplicada a Odontologia, principalmente no ambito da
endodontia (SONOYAMA et al, 2006; SONOYAMA et al, 2008).

Quando isoladas de terceiros molares impactados, estas células podem se
diferenciar em células semelhantes a odontoblastos, capazes de migrar e produzir
tecido mineralizado. Estudos in vitro e in vivo também demonstraram o potencial de
formacao de estrutura semelhante a dentina (SONOYAMA et al, 2008; CHEN et al,
2012).

Também visando o avango nestas areas, a laserterapia de baixa intensidade
(LBI) vem sendo estudada quanto ao seu efeito na proliferacdo celular e
consequente regeneracgao tecidual. A LBI, principalmente no comprimento de onda
vermelho (635-660nm), promove melhor viabilidade e estimulo de proliferagéo
celular em cultura de células indiferenciadas (CAVALCANTI et al, 2015), o que pode
ser demostrado em analises in vitro, em que se observa a associagdo dos seus
efeitos a maior producao de fatores tréficos, como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e fator de crescimento neural (NGF), quando comparados a células
nao irradiadas (HOU et al, 2008).
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Um estudo realizado por Wu et al (2012) analisou os genes reguladores nas
células-tronco mesenquimais de rato antes e depois da exposigao ao LBI (665nm),
com poténcia de 60mW e dose de 5J/cm?. Foi demonstrado que o laser estimulou a
superexpressdo de alguns genes, com énfase no gene regulador de Ciclina D1,
envolvida diretamente em diversas etapas da proliferagao celular. Além deste, varios
outros genes, destacando-se os das vias Vdac1, Akt1 e Pick3ca, que desempenham
papeis fundamentais na regulagdo da apoptose e do ciclo celular, também foram
influenciados pela exposicao ao laser, o que demonstra que o LBI pode ter
aplicabilidade na regulagao da proliferagédo de células-tronco mesenquimais.

Ginani et al (2015) realizaram uma revisdo sistematica sobre os efeitos do LBI
na proliferagcao de células-tronco mesenquimais, por meio da qual pode-se observar
que os resultados dos estudos abordados demonstraram que a LBI influenciou
positivamente o aumento da proliferacdo na maioria das células-tronco estudadas,
em especial, as originadas da medula 6ssea e tecido adiposo.

Apesar dos avangos da fototerapia na medicina regenerativa, ainda ndo ha
estudos publicados que evidenciem o efeito do laser de baixa intensidade em cultura
de células-tronco isoladas da papila apical. Desta forma, o objetivo deste trabalho

consiste na analise dos efeitos biolégico da LBl na em cultura primaria de SCAPs.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos biolégicos da laserterapia de baixa intensidade em células-

tronco isoladas da papila apical humana.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar se a irradiagcdo com o LBI influencia no metabolismo mitocondrial das
SCAPs por meio de imunofluorescéncia;

-Verificar se o LBI influencia a proliferagdo das SCAPs por meio da comparagao da
imunoexpressao de Ki-67 entre os grupos irradiados e nao irradiados;

- Analisar o efeito do LBI sob o ciclo celular utilizando citometria de fluxo e por meio
da imunomarcacgao para Ciclina B1 entre grupos irradiados e n&o irradiados;

- Averiguar se houve desregulagdo na divisédo celular e apoptose por meio da
comparagdo da imunoexpressédo de TGF-B, p53 e Bcl-2 entre grupos irradiados e
n&o irradiados.
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3 METODOLOGIA
3.1 Consideragoes Eticas

Os experimentos foram realizados com células doadas e previamente
caracterizadas do biorrepositorio de células-tronco do Laboratério de Nanotecnologia
Farmacéutica e Sistemas de Liberagdo de Farmacos da Universidade Federal de
Goias (UFG). Os procedimentos de isolamento destas células in vivo fazem parte de
um projeto paralelo coordenado pela Professora Dr? Elisandra Gava. Todos os
procedimentos antecedentes a estocagem das células seguiram os principios éticos
regidos pelo Codigo de Helsinque e foram submetidos ao comité de ética em
pesquisa da UFG, aprovado sob o numero CAAE: 44993015.8.0000.5083.

3.2 Cultura de Células
3.2.1 Manutencgéao das SCAPs

As células foram cultivadas em garrafas de 75cm? e mantidas em estufa
umidificada a 37°C em atmosfera saturada a 5% de CO,. Para cada garrafa, foi
utilizado 10 ml de meio de cultura padrdo composto por: Dulbecco’s modified
Eagle's medium nutrient mixture F-12 (DMEM/F12, Sigma-Aldrich®- SLBH2344V),
soro fetal bovino (SFB) a 10%, 100 pg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de
penicilina. Este meio foi mantido na garrafa por um periodo maximo de 3 dias, para
nao por em risco a viabilidade celular.

Para todos experimentos realizados neste estudo, foram utilizadas células
isoladas de 4 pacientes distintos.

3.2.2 Passagem Celular

Denomina-se passagem celular o processo de repassar células de uma
garrafa para outra ou de uma garrafa para placa de pocgos. As células isoladas do
papila apical e inicialmente cultivadas sdo chamadas de passagem zero ou apenas
Po. Quando a garrafa Py obtém confluéncia acima de 90%, é possivel seguir as
seguintes alternativas:
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« Dividir a suspensdo celular em duas novas garrafas que passardao a
representar uma passagem a mais que a garrafa made, no caso, a primeira
passagem (P+);

= Utilizar determinada concentragdo celular no plaqueamento, onde as células
cultivadas nos pogos também representam P4, e sdo utilizadas nos ensaios
experimentais;

= Congelar e Estocar as células. Neste caso, as células congeladas permanecem
na mesma passagem da garrafa mae, mesmo apds descongelamento em nova
garrafa.

Para todos os ensaios realizados, foram utilizadas células entre a primeira e a
quinta passagem, para que as linhagens ndo entrassem em senescéncia.
Durante estes experimentos, utilizou-se o seguinte protocolo para passagem
celular:

1) Retirada do meio de cultura das garrafas;
2) Duas Lavagens com solucdo salina (PBS), para remogéo de residuos de
meio e SFB;
3) Pipetagem de 500ul de tripsina (temperatura ambiente) para dentro das
garrafas;
4) Homegenizacgao da tripsina por 30 segundos;
5) Estimulo mecéanico (leves pancadas na lateral da garrafa) para desadeséo
celular por 30 segundos;
6) Adigdo de 5ml de DMEM +SBF 10% para neutralizagdo da tripsina;
7) Transferéncia da suspencéao celular para tubo falcon estéril;
8) Centrifugagao em velocidade de 1500 rpm e duragao de 5 minutos;
9) Descarte do meio sobrenadante e resuspensao do pallet de células em 2ml
de meio;
10) Repetir centrifugagdo com mesmos parametros supracitados;
11) Descartar meio sobrenadante e resuspender o pallet de células em 2ml de
meio;
12) Pipetar 10pl de azul de trippan 0,4% em um ependorf e adicionar 10 pl de
suspensao celular;
13) Pipetar 10 pl da suspensdo de células em azul de trippan e colocar em
slide especifico para contador automatico. O contador automatico fornece o

numero total de células e a viabilidade celular. Para calculo do numero total de
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células na suspenséao utiliza-se a seguinte férmula:

N° total de células = Numero de células viaveis x Fator de diluicdo

Como as células foram suspensas em 2ml de meio, o fator de diluicdo foi
igual a 2.
14) A suspencgdo celular pode ser dividida igualmente entre duas novas
garrafas ou plaqueada. Para plaquemento em placa de pogos, estipula-se uma
concentragdo de células desejada em cada pogo e utiliza-se a seguinte

equagao:

Onde:
C+1 é o numero de células por ml determinado pela contagem;

V,representa o volume total da suspengéo celular no tubo falcon;
C, é a concentragao celular que se deseja ter em cada pogo;

V, é o volume de suspenséo a ser pipetado em cada pogo.

Caso haja remanescente de suspensao celular apos o preenchimento de
todos os pogos a serem utilizados em um experimento, pode-se transferir este
remanescente para uma nova garrafa ou estoca-lo por meio de congelamento em

vayo.
3.3 Irradiagao das Células

As células foram depositadas em placas de seis pocos (EasyPath®, EP-
5125241) ou 12 pogos (Falcon® 35-3504), na densidade de células especifica para
cada ensaio, mantendo-se sempre um pogo vazio entre dois pogos contendo
células, de modo a evitar a dispersao de luz n&o intencional entre os pogos durante
aplicacdo do LBIl. As células foram irradiadas com um aparelho de Laser
semicondutor (InGaAlIP), laser DUO MMOPTICS® (Sao Carlos, SP, Brasil.), com as
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especificagbes apresentadas no Quadro 1. Os grupos controle e tratados foram
retirados da estufa simultaneamente. A irradiagao ocorreu dentro da cabine de fluxo
desprovida de iluminagéo.

Quadro 1. Parametros do Laser de Diodo.

Composicao InGaAIP

Poténcia 100 mW

Comprimento de onda 660 nm

Modo de acao Continuo

Diametro da ponta 0,03 cm?

Energia 6J

Tempo 60s

Modo de aplicagao Sonda de irradiagéo perpendicular a placa,
a 0,5 cm das células

3.4 Imunofluorescéncia

Para o ensaio de Imunofluorescéncia, utilizou-se o Mitotraker Red (Molecular
Probes®, MP-07512, Invitrogen©) na concentracdo de 100mM. A técnica consiste na
aplicacdo de um fluorocromo de coloracdo vermelha que permeabiliza a célula e
através de um radical clorometilo se fixa na superficie de mitoc6ndrias ativas.
Quanto maior o metabolismo mitocondrial, maior a fixagdo do fluorocromo a sua
superficie.

Foram utilizadas placas de cultura clonal ou pogo unico de 35mm (Thermo
Scientific®- 130180), sendo a densidade de células de 5x10° por pogo. Os grupos
controle e de intervengao foram divididos como exposto no Quadro 2. O grupo CNM
foi usado como parédmetro da fluorescéncia natural de cada célula. O grupo CNT
representa a atividade mitocondrial da célula sem tratamento e serviu como
parametro de comparagdo com os grupos tratados. O grupo 6JTO0 e 6J24h
representam os grupos tratados, por meiDEMo dos quais pode-se observar a
resposta mitocondrial imediata e apds 24h das células irradiadas.
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Para irradiacdo, cada poco foi colocado sobre um molde que delimitava cada
1cm? da area do poco (Figura 1). O laser vermelho (Quadro 1) foi aplicado no ponto
central de cada quadrado, desta forma, toda a superficie do pogo foi irradiada uma

Unica vez.

Figura 1. Poco unico posicionado sobre a placa molde para
irradiagao das células previamente ao ensaio de imunofluoréscencia.

Apds exposicao ao laser, as células foram incubadas por mais 24h. No caso
do grupo TO, ndo houve incubagéo. Posteriormente, iniciou-se o0 ensaio seguindo o
protocolo abaixo citado:

1) Remover o meio de cultura dos pogos;

2) Lavar um vez com DMEM sem SFB, com o intuito de que as proteinas do

SFB néo interajam com o fluorocromo provocando precipitacdo e

consequente coloragao de fundo;

3) Colocar o Mitotraker(100mM) e incubar por 30 min;

4) Remover o corante e lavar uma vez com PBS aquecido;

5) Preparar um solugdo de 150ul de PBS aquecido e adicionar 850ul de

Paraformaldeido a 4% para cada pogo. Incubar os pogos com a solugéo por

15min;

6) Retirar a solugao;

7) Lavar com PBS mantendo os pogos sob agitacdo por 5min. Repetir este

passo trés vezes;

8) Realizar leitura em microscopio de fluorescéncia.
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As imagens obtidas através da microscopia de fluorescéncia foram adquiridas
e editadas com o auxilio do software LAS AF 4.1 (Leica®), com objetivo de detectar
diferengas na fluorescéncia mitocondrial entre os grupos irradiados e néo irradiados.
Esta analise foi realizada apenas de forma qualitativa. Foi comparada a diferenca
de fluorescéncias entre os grupos CNT, 6JT0 e 6J24h.

Quadro 2. Distribuicdo dos grupos, para Imunofluorescéncia, de acordo com o tipo de
intervencgao

GRUPO INTERVENCAO

Controle ndo marcado (CNM) Sem irradiacdo e sem marcagdo do
Mitotraker

Controle nédo tratado (CNT) Sem irradiacdo e com marcagdo do
Mitotraker

Irradiado tempo 0 (6J TO) Irradiagéo e ensaio de Imunofluorescéncia
sem intervalo de incubacéo.

Irradiado 24h (6J 24h) Irradiacdo e ensaio de Imunofluorescéncia
com intervalo de 24h de incubacgao.

3.4 Imunocitoquimica

Com o objetivo de analisar o mecanismo de agao do LBl sob as SCAPs, foi
realizada técnica de imunocitoquimica, seguindo protocolo do Laboratério de
Patologia e Imunohistoquimica da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Goias (FO- UFG). Foram utilizados os marcadores Ki-67, p53, Bcl-2,
Ciclina B1, TGF-B2 e TGF-B3 (Quadro 3); com o objetivo de verificar se ha diferenga
na regulagao da expressao destas proteinas nas células irradiadas e nao irradiadas.

Para realizagdo da técnica, foram utilizadas laminulas circulares (13mm,
Glasscyto®) condicionadas em acido cloridrico, para que houvesse ultra limpeza, e,
posteriormente, esterilizadas em autoclave. As laminulas foram posicionadas em
placas de 12 pocos (Falcon® 35-3504), imergidas em 200pl de SFB e incubadas por
40 minutos. Este processo resulta na decantagdo de proteinas presentes no soro
que agem diretamente na adesao celular, desta forma, as células se concentraram

em maior volume na laminula e ndo no pogo.
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Figura 2. Irradiag&o das células aderidas na laminula 24h antes
da reagao de imunocitoquimica.

Apds incubacdo, retirou-se o SFB remanescente e depositou-se uma
suspensdo celular concentrada na densidade de 1x10° células/ poco. As placas
foram armazenadas em estufa e incubadas por mais 24h, para completa adeséo.
Posteriormente, as células foram irradiadas (Figura. 1) apenas na energia de 6J
conforme especificagbes ja descritas (Quadro 1) e incubadas novamente por mais
24h.

Todo o procedimento da imunocitoquimica foi realizado na propria placa com
a ajuda de pipetas de pasteur, seguindo-se o seguinte protocolo:

1) Retirar todo o meio dos pogos;

2) Pipetar sobre a laminula, 200ul de acetona P.A refrigerada;

3) Envolver a placa em papel aluminio e congelar;

4) Apés descongelamento, lavar os pogos com TBS para remogao do excesso

de acetona;

5) Pipetar H,O, sobre a laminula, incubando por 20 min;

6) Lavar duas vezes com TBS;

7) Pipetar PBS-BSA e incubar por 20 min;

8) Lavar duas vezes com TBS;
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9) Pipetar o anticorpo primario, de acordo com a diluicdo especifica (Quadro

2), e incubar por 2 horas;

Quadro 3. Especificagbes dos anticorpos utilizados na reagado de imunocitoquimica.

Anticorpo Especificagoes Diluicao | Sistema | DAB
Ki-67 Anticorpo monoclonal de camundongo, anti-
Ki-67 humano , MIB1 Dako (NCL-Ki-67- 1:100 LSAB 5min
MIB1)
Ciclina B1 | Anticorpo monoclonal de camundongo, anti
Ciclina B1 humana, clone 7A9 Novocastra 1:40 LSAB 7min
(NCL- Cyclin B1)
TGF-B2 | Anticorpo policlonal de coelho, anti TGF[(3-2 _
humano, Santa Cruz (SC-90) 1:100 -SAB >min
TGF-B3 | Anticorpo policlonal de coelho, anti TGF[(3-3 _
1:50 LSAB 5min
humano, Santa Cruz (SC-83)
p53 Anticorpo monoclonal de camundongo, anti-
p53 humano, clone DO-7, Dako (NCL-p53- 1:200 LSAB 5min
DO-7)
Bcl-2 Anticorpo monoclonal de camundongo, anti-
Bcl-2 humano , especificagdo 124, Dako 1:100 LSAB 5min

(NCL-Bc-12-124)

10) Lavar cinco vezes com TBS;

11) Colocar uma gota anticorpo secundario biotinilado (Kit LSAB) sobre a

laminula e incubar por 30 min;

12) Lavar cinco vezes com TBS;

13) Colocar uma gota da solugéo estreptavidina-biotina-peroxidase (Kit LSAB)

sobre a laminula e incubar 30 min;

14) Colocar a solugao reveladora (DAB) sobre a laminula por 5min;

15) Lavar 5 vezes com TBS;
16) Gotejar hematoxilina e incubar por 15min;
)

17) Lavar em agua ultrapura ate completa remogéo;
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18) Imergir em cadeia ascendente de alcool, incubando 1 min em cada
concentragdo (70%; 95%; 100%)
19) Passar rapidamente em xilol e montar em laminas.

ApoOs a montagem das laminas, foi realizada a leitura em microscépio optico.
As células imunorreativas apresentam coloragao acastanhada: para o ki-67, p53 e
Bcl-2, em nucleo; e para os TGFs e Ciclina B1, em citoplasma. Utilizou-se o software
AxioVision® 4.7.1 para fotografar 3 campos de cada lamina. A quantificagdo foi
realizada com o auxilio da ferramenta cell counter do software Image J®, sendo
programado o tipo 1, para células negativas e o tipo 2, para células positivas. Por
fim, para cada marcador, obtinha-se um somatdrio de células positivas e negativa
nos trés campos e calculou-se o percentual de imunoreatividade através da

equacao:

% de Imunoreatividade=

O ensaio foi repetido em linhagens isoladas de quatro pacientes distintos.
Para cada anticorpo, eram separados dois grupos de células de cada paciente, um
grupo controle ndo tratado (CNT) e um grupo irradiado com laser vermelho (6J). Os
% de imunoreatividade de cada grupo de células foram registrados em planilha e

posteriormente submetidos a analise estatistica.

3.6 Analise da Progressao do Ciclo Celular

As células foram dispostas em placas de 6 pogos, sendo utilizados apenas 3
pogos por placa, intercalados. Cada pogo representou um grupo de intervencéo,
como disposto no Quadro 4. O grupo CNM representou o parametro da
fluorescéncia natural de cada célula, ja o grupo CNT, a progressao do ciclo celular
das células sem tratamento e parametro de comparagéo com o grupo tratado.
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GRUPO

INTERVENGAO

Controle ndo marcado (CNM)

Sem irradiagao e sem lodeto de Propideo

Controle néo tratado (CNT)

Sem irradiagdo e com marcagao do lodeto
de Propideo

Irradiado (Glr)

I[rradiado com laser vermelho e marcado
com lodeto de Propideo

Apos plaqueamento, as células foram incubadas por 24h para completa

adesdo. Posteriormente, retirou-se o meio de cultura e as células foram novamente

incubadas por 24h em DMEM 1%penicilina/estreptomicina. A retirada do SFB implica

em auséncia de fatores de crescimento disponiveis a célula, deixando-as em um

periodo de Starving (sem fatores troficos) que induz as células a entrarem em

laténcia no ciclo celular, resultando em maior homogeneidade entre os grupos.

Seguido ao periodo de Starving, as células foram irradiadas com laser

vermelho (Quadro 1) e incubadas com DMEM+ 10%SFB por 8 horas. O protocolo

para fixagao e leitura para citometria foi utilizado nos seguintes passos:

1) Remogao do meio de cultura e lavagem com 1 ml de PBS;

2) Remogéao do PBS e adigao de 200pl de tripsina por 1 min;

3) Neutralizagao da tripsina com meio de cultura enriquecido de SFB;

4) Transferir 1ml de suspensdo celular para cada tubo de citometria

identificado;

5) Centrifugar os tubos por 5min na velocidade de 1500rpm;

6) Descartar o sobrenadante e resuspender o pallet em 2ml de PBS;

7) Centrifugar novamente, utilizando os mesmo parametros;

8) Desprezar o sobrenadante e resuspender o pallet de células em 1ml de

alcool 70% gelado;

9) Armazenar os tubos em refrigerador, mantendo-os entre a temperatura entre

2°C e 4°C por 24h;

10) Apds incubacgao, centrifugar os tubos por 5 min a 1500 rpm;

11) Descartar o sobrenadante e resuspender em 2ml PBS gelado;

12) Repetir a centrifugagao e descartar novamente o sobrenadante, mantendo

o pallet aderido ao tubo;
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13) As células do tubo foram, entédo, resuspendidas em 300ul de solugdo de
RNase (200ug/ml) e lodeto de Propideo (50ul/ml) em PBS, apenas o grupo
CNM foi resuspenso apenas em PBS gelado;
14) As células foram incubadas por 1h em temperatura ambiente e protegidas
de luz. Por fim, realizou-se leitura em Citémetro.
Por meio da leitura das diferencas de fluorescéncia apresentadas pelas
células em fases distintas do ciclo celular, & possivel obter, através de um software,
a quantificacdo de células em cada uma dessas fases. Desta forma, & possuivel

comparar a progressao no ciclo celular nos grupos tratados e ndo tratados.

3.7 Analise dos Dados

A analise estatistica foi empregada para os dados obtidos no ensaio da
imunocitoquimica e no ensaio de analise de progressao do ciclo celular. Inicialmente
foi realizada a analise descritiva com obtencao de mediana e desvio padréo de todos
os grupos estudados. A normalidade de distribuicdo dos dados foi testada utilizando
o teste de Kolmogov-Sminorv. Apesar de a distribuicdo ter sido dada como normal,
s6 foi possivel a analise por meio de testes ndo paramétricos. Desta forma, para
verificar se houve diferenga estatistica na imunoreatividade ao Ki-67 e a Ciclina B1,
entre os grupos de células irradiados e nao irradiados, foi utilizado o teste de Mann-
Whitney e para verificar se houve diferenga estatistica entre a progressao do ciclo
celular dos grupos irradiados e né&o irradiados, foi utilizado o teste T néo
paramétrico. Em ambos os casos, foi adotada significancia de 5%.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho consistiu na analise dos efeitos biolégicos da laserterapia
de baixa intensidade (LBI) sobre as células-tronco isoladas da papila apical
(SCAPs). Para irradiagao, foi utilizado laser semicondutor diodo (660 nm ,100mW,
6J,200J/cm?). A intensidade do metabolismo mitocondrial foi avaliada por meio de
imunofluorescéncia, utilizando Mitotraker Red. Em seguida, foi realizada
imunocitoquimica, empregando os marcadores Ki-67, p53, Bcl-2, Ciclina B1, TGF-2
e TGF-B3. Para andlise da progressao do ciclo celular, foi utilizada citometria de
fluxo. Foram comparados os resultados obtidos nos grupos irradiados e nédo
irradiados. As diferengas nos percentuais de imunoreatividade foram analisadas por
meio do teste de Mann-Whitney e as diferengas quanto a progressdo do ciclo
celular, por meio o teste T ndo paramétrico. Em ambos os casos, foi adotada
significancia de 5%. O aumento da atividade mitocondrial foi evidente desde o
momento imediato apds a irradiacdo, sendo ainda mais evidente apos 24h de
exposi¢ao ao LBI. As células irradiadas também apresentaram maiores medianas de
percentuais de imunopositividade ao Ki-67 e a Ciclina B1, porém, a diferenga nao foi
estatisticamente significativa. Nao houve divergéncias quanto a cronologia da
progressédo do ciclo celular, bem como, ndo houve diferenga quanto a expressao de
TGF-83, p53 e Bcl-2 Desta forma, é possivel concluir que a LBI foi capaz aumentar o
metabolismo mitocondrial das SCAPs, bem como pode estar associada a modulacao
da proliferacdo destas células, sem envolvimento de aceleracdo do ciclo celular.
Além disso, a irradiagcdo ndo resulta em nenhum dano as fungdes vitais de
proliferagdo celular e apoptose.
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INTRODUGAO

As propriedades do Laser (do inglés, Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation), foram inicialmente descritas em 1960 [1]. Porém, o interesse
de estudar a sua relagdo com tecidos biolégicos surgiu apos a evidenciagdo de que
menores comprimentos de onda n&o causavam danos térmicos aos tecidos
irradiados [2]. Este tipo de Laser foi denominado Laser de Baixa intensidade (LBI) e,
posteriormente, passou a ser estudado em larga escala com finalidades
terapéuticas, inclusive, na Odontologia [3].

A interagcédo do LBI com os tecidos ocorre devido a presenga de cromoforos no
interior das células, estas estruturas sao responsaveis pela absor¢cao dos fotons
pelos tecidos [4]. Os comprimentos de onda no espectro vermelho sdo absorvidos
por cromoforos concentrados na membrana mitocondrial, principalmente pela CytC
(Citocromo C oxidase), resultando em excitagcdo de elétrons [5], e,
consequentemente, em uma maior producdo de ATP, de forma a acelerar o
metabolismo celular em uma tentativa de retorno ao estado homeostatico [6].

Diversos estudos evidenciaram a aplicagao clinica do LBI na inflamacao e
regeneragao tecidual. Desta forma, o uso do laser com finalidade terapéutica no
tratamento da dor e da cicatrizagdo tecidual tornou-se uma alternativa segura e
cientificamente embasada. Em contrapartida, pouco se conhece quanto ao
mecanismo de agéo do LBI a nivel biomolecular [3,7,8,9,10].

A engenharia tecidual utilizando células-tronco também vem avangando como
possibilidade terapéutica no reparo tecidual. O carater proliferativo e o amplo
potencial de diferenciagdo destas células podem permitir uma vasta aplicabilidade
[11]. As células isoladas de tecidos dentarios apresentam-se como boas alternativas
pela possibilidade de serem isoladas de individuos adultos e pelas propriedades de
diferenciacdo em tecidos de diversas origens, incluindo tecidos mineralizados
[12,13].

Destacam-se as células isoladas da regido apical na fase de desenvolvimento
da polpa dentaria, denominadas células-tronco da papila apical (SCAPs, do inglés,
Stem Cells from Apical Papilla). As SCAPs possuem alto indice de proliferagao
celular comparada a outras células isoladas de tecidos dentarios, além da
capacidade de diferenciagdo em tecido mineralizado semelhante a dentina
[14,15,16]. Diferente das demais células isoladas do 6rgdo dentario, as SCAPs
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possuem expressao reduzida de Stro-1 e maior expressdo de marcadores neuronais
como o CD90 e p75, mesmo na auséncia de estimulos neurogénicos. Este fato
reforga a hipotese de origem ectomesemquimal para este tipo de célula-tronco [15,
17].

Visando uma otimizagdo quanto ao tempo de proliferacao e diferenciacédo das
células-tronco, varios pesquisadores iniciaram estudos utilizando o LBI e células-
tronco mesenquimais [18]. Foi demonstrado que a irradiacdo de células-tronco
mesenquimais com LBl em comprimentos de onda de espectro vermelho resultou
em efeitos positivos na viabilidade e proliferagdo celular [19]. Acredita-se que a
interagdo da luz com as células interfira diretamente na regulacdo de fungdes
celulares vitais, estimulando a produgéo de proteinas como a Ciclina D1 e de fatores
troficos como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de
crescimento neural (NGF) [20,21].

Outros estudos experimentais demonstraram os efeitos da irradiagdo com LBI
vermelho na proliferacéo de diferentes tipos células-tronco de origem mesenquimal
[18]. Efeitos positivos foram observados na proliferacdo de células originadas da
medula 0ssea [21], bem como, em células de origem adiposa [22] e periodontal [23].
Em contrapartida, a atuagdo do LBI na proliferagdo de células isoladas da polpa
dentaria demonstra resultados variaveis [23, 24].

Apesar dos avangos, ndo se sabe exatamente qual o mecanismo de agao do
LBI na fisiologia das células-tronco. Além do mais, ndo ha evidéncias na literatura
sobre o efeito do LBl em SCAPs. Baseado nisto, o objetivo deste trabalho consiste
na analise do LBl na atividade bioldgica de SCAPs.

MATERIAIS E METODOS

Amostra

Foram utilizadas células da papila apical humanas previamente
caracterizadas, doadas pelo biorrepositério de células do Laboratério de
Nanotecnologia Farmacéutica e Sistemas de Liberacdo de Farmacos/UFG. Todos os
procedimentos antecedentes a estocagem das células seguiram os principios éticos
regidos pelo Codigo de Helsinque e foram submetidos ao comité de ética em
pesquisa da UFG, aprovado sob o numero CAAE: 44993015.8.0000.5083
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Cultura Celular

As células foram cultivadas em garrafas de 75cm? e mantidas em estufa
umidificada a 37°C em atmosfera saturada a 5% de CO,. Para cada garrafa, foram
utilizados 10 ml de meio de cultura padrao composto por Dulbecco's modified
Eagle's medium nutrient mixture F-12 (DMEM/F12), soro fetal bovino a 10%, 100
pMg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. Para todos os experimentos,

foram utilizadas apenas células entre a primeira e a quinta passagem.
Laserterapia De Baixa Intensidade

As células forram irradiadas, utilizando-se o laser semicondutor DUO
MMOPTICS® (Sao Carlos, SP, Brasil) no comprimento de onda de 660 nm
(InGaAlP), poténcia de 100mW, energia de 6J, tempo de irradiagdo de 60 segundos
e dose de 200J/cm? A irradiagcdo das células foi realizada em cabine de fluxo
desprovida de luz, com o laser posicionado perpendicular as placas de cultivo celular
e a distAncia entre a ponteira e as células foi de 0,5cm. As células foram

depositadas em pocos intercalados para evitar dispersdo da luz.
Imunofiluorescéncia

Foram utilizadas placas petri 35mm (Thermo Scientific®- 130180), sendo a
densidade de células de 5x10° por poco. Para aplicagdo do LBI, cada pogo foi
posicionado sobre um molde que seccionou 0 pogo em pequenos quadrados,
delimitando cada 1cm? da drea total. O laser vermelho foi aplicado no ponto central
de cada quadrado, desta forma, toda a superficie do pogo foi irradiada uma unica
vez. Pra fixagdo das células a placa, foi utilizada solugdo de paraformaldeido 4%. A
leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia e as imagens foram adquiridas
e editadas com o auxilio do software LAS AF 4.1 (Leica®). As imagens foram
analisadas de forma qualitativa, de acordo com a intensidade de marcagdo em cada
grupo.

Utilizou-se Mitotraker Red (Molecular Probes®, MP-07512, Invitrogen®) na
concentragdo de 100mM. Este fluorocromo de coloragdo vermelha, permeabiliza a
célula e, por meio de um radical clorometilo, fixa-se na superficie de mitocondrias
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ativas. Quanto maior o metabolismo mitocondrial, maior a fixagdo do fluorocromo a
sua superficie.

Foram analisados quatro grupos distintos de células. O grupo CNM foi usado
como parametro da fluorescéncia natural de cada célula. O grupo CNT representa a
atividade mitocondrial da célula sem tratamento e serviu como parametro de
comparagao com os grupos tratados. O grupo 6JTO e 6J24h representaram os
grupos tratados, por meio dos quais pode-se observar a resposta mitocondrial
imediata e apos 24h das células irradiadas

Imunocitoquimica

Para cada anticorpo empregado, foram analisados dois grupos distintos de
células: um nao irradiado (CNT) e outro irradiado (G6J). Para cada grupo, foram
fotografados 3 campos. Com o auxilio da ferramenta cell counter do software Image
J®, as células foram quantificadas em dois tipos distintos: tipo 1- negativas ou tipo 2-
positivas. O percentual de imunoreatividade de cada grupo foi calculado por meio do
somatorio de células positivas em todos os campos, dividido pelo numero total de
células quantificadas nos mesmos campos.

Para realizagdo da técnica, utilizou-se laminulas circulares (13mm,
Glasscyto®) posicionadas em placas de 12 pogos(Falcon® 35-3504). A densidade de
células utilizada foi de 1x10° células por pogo. O tempo estabelecido para completa
adesdo celular foi de 24h. Apds este periodo, as células foram irradiadas e
incubadas por mais 24h, seguindo-se entdo pra a reagdo de imunocitoquimica.
Utilizou-se acetona P.A. para fixagdo das células a laminula. As células fixadas
foram mantidas sob refrigeragdo durante todo o procedimento. Foram utilizados os
marcadores Ki-67, p53, Bcl-2, Ciclina B1, TGF-f2 e TGF-B3 de acordo com as
especificagdes expostas no Quadro 1. O tempo de exposi¢do ao anticorpo primario
foi de 2h, seguido de 30 min de incubagdo em anticorpo secundario biotinilado
(LSAB®) e 30 min em solugdo estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB®). Apds a
montagem em laminulas, foi realizada leitura em microscépio 6ptico.
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Progresséo Do Ciclo Celular

As células foram dispostas em placas de seis pogos (EasyPath®, EP-
5125241), sendo que apenas trés pogos por placas foram preenchidos, de forma
intercalada, para evitar dispersdo da luz durante a irradiagdo. Foram analisados trés
grupos distintos. O grupo CNM foi utilizado como parametro da fluorescéncia natural
de cada célula e nao foi realizada a marcagdo com o fluorocromo, nem irradiagéo
com laser. O grupo CNT representou a progressao do ciclo celular das células sem
irradiagao, porém marcadas com o fluorocromo, sendo o parametro de comparagao
com o grupo tratado. O Glr foi irradiado com laser vermelho e marcado com
fluorocromo.

Antes de iniciar o experimento, as células foram submetidas a 12h de
Starving, sendo privadas de SFB com o intuito de homogeneizar e padronizar a fase
do ciclo celular de todos os grupos. Foi analisada a progresséo do ciclo celular com
8h de incubagéo, o fluorocromo utilizado para a marcagao foi uma solugéo contendo
solugdo de RNase (200ug/ml) e lodeto de Propideo (50ul/ml). A leitura foi realizada
por meio da Citometria de fluxo, onde ocorreu a distincdo de qual fase do ciclo
celular cada célula se encontrava.

Anélise Estatistica

A analise estatistica foi empregada para os dados obtidos no ensaio da
imunocitoquimica e no ensaio de analise de progressao do ciclo celular. Inicialmente
foi realizada a analise descritiva com obtengao de mediana e desvio padrao de todos
os grupos estudados. A normalidade de distribuicdo dos dados foi testada utilizando
o teste de Kolmogov-Sminorv. A distribuicdo dos dados apenas permitiu analise por
meio de testes ndo paramétricos. Desta forma, para verificar se houve diferenca
estatistica na imunoreatividade ao Ki-67 e a Ciclina B1, entre os grupos de células
irradiados e nao irradiados, foi utilizado o teste de Mann-Whitney e para verificar se
houve diferenga estatistica entre a progressdo do ciclo celular dos grupos irradiados
e nao irradiados, foi utilizado o teste T ndo paramétrico. Em ambos os casos, foi

adotada significancia de 5%.
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RESULTADOS

LBl e Atividade mitocondrial das SCAPs

O aumento da atividade mitocondrial, evidenciado pela intensidade de
fluorescéncia, foi evidente desde o momento imediato da irradiagdo, sendo este
aumento metabolico ainda maior apds 24h de exposig¢ao ao LBI (Figura 1).

LBI na proliferagdo de SCAPs

As células irradiadas com LBl vermelho apresentaram  maior
imunopositividade ao Ki-67 e a Ciclina B1, como elucidado nas Figuras 2 e 3. As
medianas dos percentuais de imunoexpressédo também foram superiores nos grupos
irradiados para ambos os marcadores (Figura 1). Porém, em ambos os casos, nao
houve significancia estatistica quando comparadas aos grupos controle.

Ndo houve diferenga quanto a expressdo de TGF-B, tanto as células
irradiadas quanto as nao irradiadas, obtiveram 100% de imunopositividade. Da
mesma forma, também néo foi obtida diferenga quanto a imunoexpressédo do p53 e
Bcl-2 nos grupos irradiados e nédo irradiados, sendo 100% das células
imunonegativas em ambos 0s grupos.

A progressao do ciclo celular ndo parece ser alterada em SCAPs irradiadas
quando comparadas ao grupo controle. A analise de fluorescéncia, por meio da
citometria de fluxo, demonstrou que a progressdo do ciclo se deu na mesma

cronologia para ambos os grupos (Figura 5).

DISCUSSAO

O aumento da atividade mitocondrial e as maiores medianas de
imunopositividade apresentadas pelos marcadores de proliferagdo sugerem a
possibilidade de alteragdo do metabolismo celular pela absor¢édo da luz vermelha,
porém essas alteragbes foram insuficientes para ocasionar diferengas na progressao
do ciclo celular quando comparadas as SCAPs néo irradiadas. Estes achados
também foram observados em células-tronco da polpa dental [24]. Em contrapartida,
Eduardo et al [25] demonstraram efeitos positivos da irradiagdo com LBI na
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proliferacdo de células-tronco da polpa dental, fato que também foi observado em
células isoladas do ligamento periodontal [26]. Além disso, a utilizagdo do LBl em
outras células-tronco mesenquimais isoladas de outros tecidos, também demonstrou
influenciar a proliferacao celular de células indiferenciadas [20,23,27].

A irradiacdo de SCAPs demonstrou influenciar positivamente a atividade
metabdlica mitocondrial. Com base nos resultados expostos neste trabalho, o
aumento da intensidade de fluorescéncia foi perceptivel desde o momento imediato
apoés a aplicacao do LBI, fato que corrobora com a afirmagao de Karu e Kolyacov
[28] de que a mitocOndria representa a via primaria da fotobiomodulagdo promovida
pelo LBI. De maneira geral, 0 mecanismo de agao do LBI na proliferagédo celular se
da pelo acumulo energético provocado pela luz no interior da célula [5]. A enzima
Citocromo C Oxidase (CytC), encontrada nas mitocondrias, representa a primeira via
de absorcédo intracelular da luz vermelha. Este processo resulta em alteragdo do
transporte transmembrana dos elétrons e em consequente aumento do metabolismo
mitocondrial [28].

O aumento metabdlico mitocondrial resulta diretamente em aumento da
producdo de adenosina trifosfato (ATP). Esta molécula desempenha um importante
papel no transporte de fons como o Ca*, além de regular os niveis de adenosina
3',5'-monofosfato ciclico (CAMP), ambos desempenham fun¢cdo de mensageiros
secundarios em diversas fungdes vitais da célula, inclusive na expressao génica. Um
dos possiveis efeitos resultantes destas cascatas de reagbes intracelulares
desencadeadas pelo LBI é a proliferacao celular [6,28].

Os resultados encontrados neste estudo demonstram que os grupos de
SCAPs irradiadas com LBI apresentaram aumento na mediana dos percentuais de
imunopositividade ao marcador anti-Ki-67, quando comparadas as n&o irradiadas
(p=0,08). Recentemente, foi elucidado que a Ki-67, proteina utilizada na
imunomarcacdo de células proliferativas, estda intimamente relacionada a
compartimentalizagdo de estruturas nucleares durante a divisdo celular,
desempenhando um papel de surfactante de superficie [29]. Desta forma, o aumento
da expresséao da Ki-67 esta diretamente relacionado com o avango da progresséo do
ciclo celular para a mitose.

A associagdo do aumento das medianas de imunopositividade ao ki-67 a
maior intensidade metabdlica mitocondrial pode sugerir que a irradiagdo com luz

vermelha pode estimular a proliferagcdo das SCAPs. Pereira et al [24] também
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observaram aumento das medianas de proliferagdo em células tronco da polpa
dentaria irradiadas, no entanto, os autores também ndo obtiveram significancia
estatistica quando comparadas aos grupos controle, semelhante ao encontrado
neste estudo. Estes resultados podem ser justificados pois em ambos os casos,
foram utilizadas linhagens isoladas de pacientes distintos, o que pode resultar em
maior variagao da resposta metabdlica das células frente a irradiagéo.

Com relacao ao efeito direto da LBl no ciclo celular, os resultados obtidos
neste trabalho demonstraram que a mediana dos percentuais de imunopositividade
ao anti-Ciclina B1 foram superiores em SCAPs apos irradiagdo com o laser vermelho
(p=0,3). Tsi et al [30] também relataram aumento na expressédo de Ciclina B1 em
tendcitos apos irradiagdo com LBI. Esta proteina desempenha fungao na regulagao
do ciclo celular durante a transigéo entre as fases G2/M [31]. Porém, o aumento da
imunopositividade a Ciclina B1 nao foi significativo, fato que também pode ser
observado na analise da progressdo do ciclo celular, em que os percentuais
representativos das células na fase G2 do ciclo celular foram os mesmos para os
grupos irradiados e controle (p= 0,99).

Em um estudo realizado por Zaccara et al [32], foi demonstrado que a
irradiacdo de células-tronco da polpa dentaria com o LBI resultou em significativo
aumento da proliferagéo celular, sem que houvesse alteragdes na cronologia do
ciclo celular, no tempo de 24h pds-irradiagéo. Isto pode indicar que apesar dos
estimulos imediatos provocados pela absorgao da luz nas células-tronco, € possivel
que as respostas bioldgicas sejam provenientes de uma biomodulagdo e possam
apresentar-se de forma mais tardia as alteragdées metabdlicas.

Em divergéncia a estes resultados, Cavalcanti et al [19] demonstraram que o
LBI influenciou positivamente na velocidade de progressdo do ciclo celular em
células-tronco isoladas da medula éssea. Os autores observaram ainda, que doses
mais altas do laser, resultavam em maiores percentuais de células nas fases G2/M,
comparadas a ceélulas ndo irradiadas. Porém, as células isoladas da medula dssea
possuiam naturezas distintas, tendo em vista que as SCAPs representam células
isoladas ainda durante o desenvolvimento do 6érgdo dentdrio, desta forma,
apresentam um potencial proliferativo muito elevado [11,15,16,33]. Tal fato pode ter
influéncia direta sobre a menor amplitude do efeito do LBI nestas células.

A imunoreatividade foi observada no tempo de 24h apds a irradiagdo das
SCAPS, para ambos os marcadores. As imagens de fluorescéncia obtidas por meio
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da marcagao com Mitotraker Red demonstraram maior intensidade no metabolismo
mitocondrial também apds 24h da aplicagéo do LBI. Sendo assim, é possivel que a
maior expressdo das proteinas esteja diretamente ligada ao aumento da atividade
mitocondrial intracelular nos grupos tratados com laser, mesmo que a amplitude
desta atividade ndo tenha sido suficiente para alterar a progresséo do ciclo celular.

Além de nao ter sido observada diferengcas quanto a imunoexpresséo do
TGF-B, também nado foram constatadas alteragbes nos percentuais de
imunoexpressao da p53, proteina reguladora da proliferagao celular [34] e da Bcl-2,
proteina reguladora da apoptose [35], nas SCAPs irradiadas com luz vermelha.
Desta forma, é possivel ponderar que a irradiagdo destas células por meio do LBI
nao provoca desregulagao em suas fungoes vitais, proliferacao e apoptose.

CONCLUSAO

A LBI foi capaz de aumentar o metabolismo mitocondrial das células-tronco
isoladas da papila e pode estar associada positivamente a proliferagdo destas
células, mesmo na auséncia de alteragbes na cronologia da progresséo do ciclo
celular. Além disso, irradiacdo das SCAPs néo resultou em nenhum dano as fungdes

vitais de proliferagéo celular e apoptose.
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Quadro 1. Especificagbes dos anticorpos utilizados na reagdo de imunocitoquimica.

Anticorpo

Especificagdes

Diluigao

Sistema

DAB

Ki-67

Anticorpo monoclonal de camundongo,
anti-Ki-67 humano , MIB1 Dako (NCL-Ki-
67-MIB1)

1:100

LSAB

5min

Ciclina
B1

Anticorpo monoclonal de camundongo,
anti Ciclina B1 humana, clone 7A9
Novocastra (NCL- Cyclin B1)

1:40

LSAB

7min

TGF-B2

Anticorpo policlonal de coelho, anti TGF3-
2 humano, Santa Cruz (SC-90)

1:100

LSAB

5min

TGF-B3

Anticorpo policlonal de coelho, anti TGF3-
3 humano, Santa Cruz (SC-83)

1:50

LSAB

5min

p53

Anticorpo monoclonal de camundongo,
anti-p53 humano, clone DO-7, Dako (NCL-
p53-DO-7)

1:200

LSAB

5min

Bcl-2

Anticorpo monoclonal de camundongo,
anti-Bcl-2 humano , especificagao 124,
Dako (NCL-Bc-12-124)

1:100

LSAB

5min
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Fig. 2 A esquerda, imunoexpressao do Ki-67 no grupo G6J. A direita, imunoexpressao do Ki-67 no grupo CNT

Fig. 3 A esquerda, imunoexpressdo da Ciclina B1 no grupo CNT. A direita, imunoexpressédo da Ciclina B1 no

grupo G6J.
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Fig. 4 Distribuicdo dos percentuais de imunopositividade ao Ki-67 e a Ciclina B1 de acordo com 0s grupos
de intervencgao.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A irradiagdo de células-tronco da papila apical humana com laser de baixa
intensidade no espectro vermelho resulta em aumento do metabolismo mitocondrial
imediato. A influéncia da luz sobre a maior atividade energética intracelular persiste
em maior intensidade apds 24h. Este fendbmeno pode estar relacionado a maior
imunoexpressao da proteina envolvida na proliferagdo celular pelas SCAPs
irradiadas. Porém, a diferenca de expressao desta proteina nao este associada a um
aumento na velocidade da progressédo do ciclo celular. Além disso, a interagdo da
luz vermelha com as células ndo resultou em nenhum dano a regulagdo das
atividades vitais a sobrevivéncia celular, como proliferacao e apoptose.

O alto potencial proliferativo apresentado pelas SCAPs cultivadas em
condicbes padrdo e na auséncia de outros estimulos externos pode estar
diretamente relacionado a menor amplitude de efeitos resultantes da irradiagdo com
LBl neste tipo de célula-tronco. A caracterizagdo do processo proliferativo das
SCAPs ainda ndo foi completamente elucidada, desta forma, € necessaria uma
maior investigagcdo a respeito das caracteristicas fisioldgicas destas células, bem
como dos verdadeiros potenciais de proliferagdo e diferenciagdo, com o intuido de
amplificar e direcionar a sua aplicabilidade as terapias de regeneragéo tecidual.
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ANEXO A

ABOUT THIS JOURMAL EDITORIAL BOARD MEWS AND SOCIETIEE ETHICS & DISCLOSURES
INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

Instructions for Authors

TYPES OF PAPERS

Original Article — limited to 4000 words, 45 references, no more than 5 figures
Review Article — limited fo 5000 words, 50 references, no more than 5 figures

Brief Repor - imited to 2000 words, 25 references, no more than 4 figures - Case Reporks
will not be accepled!
Letter to the Editor — up fo 600 words

MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscrpt Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before;
that it is not under consideration for publication anywhere else; thatits publication has baen
approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorifies - lacilty or explicitly
= gt the institule where fhe work has been camied out. The publisher will not be heid legally
responsible should there be any claims for compenzation

S
Authors wishing to include figures, tables or text passages that have already been published

it v springer comimedicinejournal/ 10103 7print_view=trueidetailsPage= pitci_ 1060555
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elsewhere are required o abtain permission fom e copyright owner(s) for both he print and
online farmat and to include evidence that such permission has been granted when submitting
their papers. Any matenal received without such evidence will be assumed to onginate from
the authors.

Online Submission
Please follow the hyperink “Submit online™ on the rnight and upload all of your manuscript files
following the instruchons given on the screen.

TITLE PAGE

Title Page
The title page should include:

The name(s) of the author(s)

A concise and informafive fitle

The aMiiation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, lelephone and fax numbers of the comesponding author

Abstract

Please provide a structured abstract of 150 to 250 words which should be divided into the
following sechons

Purpose (stating the main purposes and research guestion)
Methods

Resuilts

Conclusions

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

TEXT

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

* Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text

= Use italics for emphasis.

= Use the automatic page numbering funciion fo number the pages.
# Do notuse field funclions.

* Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

» Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

+ Use the equation editor or MaihType for equalions

+ Sawve your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word
VErsions).

Manuscnpts with mathemalical content can also be submitied in LaTeX
LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consisiently hereaflier

ttp:fhewve springer com/medicinefjournal 10103 7print_view=trueddetaiisPage=pitci_ 1060555
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Footnotes

Footnotes can be used lo give additional informafion, which may incdude the citaion of a
reference included in the reference list They should not consist solely of a reference citafion,
and they should never include the bibliographic details of a reference. They should also not
contain any figures or tables.

Foolnotes to the texd are numbered consecutively; those to tables should be indicated by
superscnpt lower-case lefiers (or aslensks for signiicance values and other stafisiical data)
Footnotes to the title or the authors of he arlicle are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnoles

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, elc. should be placed in a separate section on the
tile page. The names of funding organizations should be written in full.

SCIENTIFIC STYLE

Generic names of drugs and pesficides are preferred; if rade names are used, the generic
name should be given at first menfion.

Units and abbreviations
Piease adhere to intermationally agreed standards such as those adopled by he
commission of the iIntemational Union of Pure and Applied Physics (IUPAF) or
defined by the International Organization of Standardizafion (1S0). Mefric Sl units
should be used throughout except where non-51 units are more commaon [e.g. liire
{1} for volume]
Abbreviations (not standardized) should be defined at first menfion in the abstract
and again in the main body of e text and used consistently thereafier

Drugs
When drugs are menlioned, the inlemalional (generic) name should be used The
proprietary name chemical compaosison, and manufaciurer should be staled in full
in Materials and methods.

REFERENCES

Citation

Reference citations in the text should be idenfiied by numbers in square brackets Some
examplies:

1. Negofiation research spans many disciplines [3].

2 This result was later confradicted by Becker and Seligman [5].

3. This effect has been widely studied [1-3, 7]

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been
published or accepted for publication. Personal communications and unpublished works
should only be menfioned in the text Do not use fooinotes or endnoles as a subsiitute for a
reference list.

The enfries in the list should be numbered consecutively.

= Joumal article
Gamelin FX, Baguel G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L
(2009) Effect of high intensity intermittent training on hear rate vanability in
prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/500421-008-
0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long

hittp-itviww. springer com/medicinejournal/ 101037 pring_view=trueddetailsPage=pitci 1060355
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author lists will also be accepied:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J
Med 965:325-329

# Arficle by DOI
Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. doi:10.1007/5001090000086

i Bk
South J, Blass B (2001) The fulure of modem genomics. Blackwell, London

i Book chapter
Brown B, Aaron M (2001} The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modem
genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 220-257

& Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather loo. IOF Fublishing PhysicsWeb
hitp_iiphysicsweb org/articlesmews/11/6/16/1 Accessed 26 June 2007

+ Dissertation
Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of
Califormia

Always use the standard abbreviation of a journal's name according to the ISSN List of Title
Word Abbreviations, see

ISSN.org LTWA

If you are unsure, please use the full joumnal tifle.
For authors using EndMNote, Springer provides an oufput style that supporis the formatiing of in-
text citaions and reference list.

EndNote style (zip, 2 kB)

Authors preparing their manuscript in LaTeX can use the bibtex fle spbasic bst which is
included in Springer's LaTeX macro package.

TABLES
= Alltables are to be numbered using Arabic numerals.
+ Tables should always be cited in text in consecutive numerical order

= For each table, please supply a table caption (fitle) explaining the components of
the table.

* |dentify any previously published material by giving the original source in the form
of a reference at the end of the table caplion.

* Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letiers (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included beneath
the table body.

ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUNDELINES

Electronic Figure Submission

= Supply all figures electronically.

* Indicate whal graphics program was used o create the artwork.

+ For vector graphics, the preferred format is EPS; for halfiones, please use TIFF
format. MSOfiice files are also acceptable.

* Vector graphics containing fonis must have the fonts embedded in the files.
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Mame your Sigure files with "Fig” and the fgure number, e g, Fig1 eps
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Definition: Black and white graphic with no shading

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and letlering within
the figures are legible at final size

All lines should be atleast 0.1 mm (0.3 pt) wide

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files
Halftone Ar
Defnibon Photographs, drawings, or panings with ine shading
alc
It any magnification is used in the photographs, indicate this by

using scaie bars within the figures themsalves
Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi

Combination Art
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Definiton: a combination of halftone and line art, e g, halfiones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, efc
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi

Color Ant

Color art is free of charge for online publication

if black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will s6ll be visible. Many colors are not disinguishable kom one
another when converied o black and white. A simple way to check this is lo make a
xerographic copy to see if the necessary distinciions between the diflerent colors
are sbll apparent.

it the figures will be printed in black and while, do nol refer to color in the caplions
Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel)

Figure Lettenng
= To add leftering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonis).

» Keep leftering consistently sized throughout your final-sized artiwork, usually about
2-3 mm (8-12 pt).

# Variance of type size within an illustraion should be minimal, &.g., do not use 8-pt
type on an axis and 20-pt type for the axis label.

+ Avoid effects such as shading, outline letters, etc.
+ Do notinclude tittes or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals

Figures should always be cited in textin consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase leflers (a, b, ¢, efc.).

If an appendix appears in your arficle and it contains one or more figures, continue
the consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,
"A1, A2, A3, etc.” Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material)
should, however, be numbered separately.

Figure Captions
+ [Each figure should have a concise caplion describing accurately what the figure
it Merwew springer com/medicinedjournali1 0103 7pring_view=trueddetailsPage=pitci_1080555
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depicls. Include the captions in the lext file of the manuscript, not in the figure file

+ Figure captions begin with the term Fig. in bold lype, followed by the figure number,
also in bold type.

= No punctuation is fo be induded after the number, nor is any punciuaiion to be
placed at the end of the caplion.

= |dentify all elements found in ihe figure in the figure capfion; and use boxes, circles,
efc., as coordinate points in graphs.

= |dentify previously published material by giving the original source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitied separately from the text, if possible.

When preparing your figures, size figures o fitin the column width

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm_ or 174 mm wide
and not higher than 234 mm.

For books and book-sized joumnals, the figures should be 0 mm or 122 mm wide
and not higher than 198 mm.

Pemissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obiain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware
that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to

refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases, material
from other sources should be used.

Accessibility

in order o give people of all abilifes and disabiliies access fo he content of your figures,
please make sure that

All figures have descripiive capbons (blind users could then use a text-lo-speech
software or a texi-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addifion to colors for conveying information
{colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a confrast ratio of at least 4.5:1

ELECTRONIC SUPFLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts elecronic multimedia files (ammations. movies. audio, eic ) and ofher
supplementary files fo be published online along with an arficle or a book chapter This feature
can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed or is more
convenient in electronic form.

Before submitting research datasets as elecromic suppiementary matenal. authors should
read the joumnal's Research data policy. We encourage research data to be archived in data
repositories wherever possible.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats,

Please include in each file the following information: arficle fifle, journal name,
author names; affiliation and e-mail address of the comesponding author

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download imes and that some users may experience ofher
problems during downloading.

Andio, Video, and Animations
Aspectratio: 16:9 or 4.3
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Maximum file size: 25 GB
Minimum video duration: 1 sec
Supporied file formats: avi, wmv, mpd, mov, m2p, mp2, mpg, mpeqg. fiv, mxf, mis,
m4v, 3gp

Text and Prezentations
Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term

viability.
A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is
intended.

If the readers should be encouraged o make their own calculations, spreadshests
should be submitted as xds files (M3 Excel).

Specialized Formats
Specialized format such as pdb (chemical), wrl (VRML), nb (Mathemaiica
notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files
Itis possible to collect muliiple files ina zip or gz file.

Numbenng

If supplying any supplementary material, the text musl make specific menlion of the
matenal as a citation, similar to that of igures and tables

Refer to the supplementary files as "Online Resource™ e g, .. as shown in the
animation (Online Resource 3)°, *  addiional data are given in Online Resource
‘u

MName the files conseculively, e.g. "ESM_3 . mpa”, “ESM_4 pdf,

Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption describing the
content of the file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author
without any conversion, editing, or reformatiing.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabiliies access to the content of your
supplementary files, please make sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material
Video files do not contain anything that iashes more than three fimes per second
(50 that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

ETHICAL RESPOMNSIBILITIES OF AUTHORS

This journal is committed to upholding the integnty of the sdentific record. As a member of the
Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how fo
deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trustin
the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific
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endeavour Maintaining integrity of the research and its presentation can be achieved by
following the rules of good scienific practice, which include:

& The manuscript has not been submitted to more than one journal for simulianeous
consideration.

i The manuscript has nol been published previously (partly or in full), unless the new
work concems an expansion of previous work (please provide fransparency on the
re-use of material to avoid the hint of texd-recycling (*self-plagiansm®))

= A single swdy i1s not spiit up Into several parts to mcrease the guantity of
submissions and submitied fo various journals or to one journal over ime (e.g.

+ Mo data have been fabricated or manipulated (including images) o suppor your
CONCUSIONS

i+ Mo data, e, or theories by olhers are presenied as if they were the authar's own
{"plagtansm”) Proper acknowledgemenis lo other works must be given (this
includes material that is cosely copied (near verbatim), summarized andior
paraphrased), quotation marks are used for verbalim copying of material, and
permissions are secured for maternial that is copynighied.

Important note: the journal may use software o screen for plagiarism.

i Consent to submit has been received explicily from all co-authors, as well as from
the responsible authorities - tacitly or explicily - at the institute/organization where
the work has been camied out before the work is submitted.

= Authors whose names appear on the submission have confributed suficiently to
the scientific work and therefore share collective responsibility and accountability
for the resulis.

In addition:

Changes of authorship or in the order of authors are not accepied afler acceplance

of a manuscnpl

Requesting to add or delete authors at revision stage, proof stage. or afier

publication is 2 serious matter and may be considered when justfiably wamanied.

Justification for changes in authorship must be compelling and may be considered

only after receipt of written approval from all authors and a convincing, detailed

explanation about the role/delefion of the new/deleted author. In case of changes at
revision stage, a letter must accompany the revised manuscripl In case of changes
after acceptance or publication, the request and documentation must be sent via
the Publisher to the Edifor-in-Chiet In all cases, further documentafion may be
required to support your request The decision on accepling the change rests with
the Editor-n-Chief of the joumal and may be wumad down. Therelore authors are
strongly advised o ensure the comec! author group, corresponding author, and
order of authors at submission

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data

in order to verify the validity of the resulls. This could be in the form of raw data,

samples, records, elc

if there is a suspicion of misconduct, the jounal will camry out an investigation following the
COPE guidelines i, after invesigaion, the allegafion seems to raise valid concems._ the
accused author will be contacted and given an opporiunity 1o address the issue. Ifmisconduct
has been established beyond reasonable doubt, this may resultin the Editor-in-Chief's
implementation of the following measures, including, but not limited to:

If the article is siill under consideration, it may be rejected and returned to the
author.

i the article has already been published online, depending on the nature and
savertly ol the infraction, aither an eratum will be placed with the article orin
severe cases complete refrachion of the arlicle will occur. The reason must be given
in the published emratum or reraciion note.

The author's insfitution may be informed.

hittpc v springer comdmedicinafjournal 10103 7print_viewstrus&detailsPages=plitc_1060555

57

ans



072016

ity Mo Sprimger comimedcinsfournal/ 101037 print_view=trueidetails Page=pitci_ 1080555

58

Lazers in Medica Science —incl. oplion fo publish open access

COMPLIANCE WAITH ETHICAL STANDARDS

To ensure objecivity and ransparency in research and io ensure that accepted principles of
ethical and professional conduct have been followed, authors should include informaton
regarding sources of funding, potential conflicts of interest (inancial or non-financial), informed
congent if the research inveolved human parficipants, and a statement on welfare of animals if
the research involved animals.

Authors should inciude the following statements (if applicable) in a separate sechon enfiied
“Compliance with Ethical Standards™ when submifing a paper.

Disclosure of potential conflicts of interest
Research involving Human Participants andfor Animals
Informed consent

Please note that standards could vary slightly pes joumal dependent on their peer review
policies (1 e single or double blind peer review) as well as per joumnal subject discpline
Before submitting your aricle check the instructions following this section carefully.

The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance with
ethical standards and send if requested during peer review or afler publicalion

The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-
mentioned guidelines. The author will be held responsible for false stalements or failure o
fulfill the above-mentioned guidelines.

DISCLOSURE OF POTENTIAL CONFLICTS OF INTEREST

Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential influence
or impart bias on the work. Although an author may not feel there is any conflict, disclosure of

relationships and inlerests provides a more complete and fransparent process, leading o an
accurate and objective assessment of the work Awareness of a real or perceived conficts of
interest is a perspechive lo which the readers are enfiled This is not meant fo imply that a
financial refatonship with an organizaion that sponsored the research or compensation
received for consultancy work is inappropriate. Examples of potential conflicts of interests that
are directly or indirectly related to the research may include but are not limited to the
following:

+ Research granis ffom funding agencies (please give the research funder and the
grant number)

i Honoraria for speaking at symposia

i Financial support for attending symposia

i Financial support for educational programs

# Employment or consultation

i Support from a project sponsor

o+ Position on adwisory board or board of direclors or other type of management
relationships

i+ Multiple ailiations

o Financial relabonships, for example equity ownership or investment interest

i Intellectual property nghts (e.g. patents, copyrights and royatties from such rights)

i+ Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work

In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-financial
interests) that may be important to readers should be disclosed. These may include but are not
limited to personal reiationships or competing interests direcly or indirectly ied o this
research, or professional interests or personal befiefs that may influsnce your research.

The comesponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all authors. In
author collaboraions where formal agreements for representaiion aflow it, it is sufficient for the
corresponding author to sign the disclosure form on behalf of all authors. Examples of forms
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can be found

here:

The comesponding author will include a summary statement in the text of he manuscriptin a
separate sechon before the reference list, that reflects what is recorded in the potential conflict
of interest disclosure form(s)

See below examples of disclosures:
Funding: This study was funded by X (grant number X).

Conflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author B has
received a speaker honorarium from Company X and owns stock in Company Y. Auther C is a
member of commitiee Z.

If no conflict exists, the authors should state;
Conflict of Interest The auihors declare that they have no conflict of inferest

RESEARCH INVOLVING HUMAN PARTICIPANTS AND/OR ANIMALS

1) Statement of human rights

When reporting studies that involve human participants, authors should include a stalement
that the studies have been approved by the appropriate institutional and/or national research
ethics commitiee and have been performed in accordance with the ethical standards as laid
down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later amendmenis or comparable ethical
standards.

If doubt exists whether the research was conducted in accordance with the 1964 Helsinki
Declaration or comparable standards, the authors must explain the reasons for their approach,
and demonsirate thal the independent ethics commitiee or institulional review board explicitly
approved the doubtiul aspects of the study.

The following statements should be included in the text before the References section:

Ethical approval: “All procedures performed in studies involving human participants were in
accordance with the ethical standards of the institutional and/or national research commitiee
and with the 1964 Helsinki declaration and its later amendmenis or comparable ethical
standards.”

For refrospective studies, please add the following senlence:
“For this type of study formal consent is not required.”

2) Statement on the welfare of animals

The welfare of animals used for research must be respected. When reporting experiments on
animals, authors should indicate whether the international, national, andfor institutional
guidelines for the care and use of animals have been followed, and that the studies have been
approved by a research ethics commitiee at the institution or practice at which the studies were
conducted (where such a commitiee exists).

For studies with animals, the following statement should be included in the text before the
References section:

Ethical approval: "All applicable international, national, andfor institutional guidelines for the
care and use of animals were followed.”

If applicable (where such a committee exists): “All procedures performed in studies involving
animals were in accordance with the ethical standards of the institution or practice at which the
studies were conducted.”

If articles do not contain studies with human participants or animals by any of the authors,
please select one of the following statements:

“This article does not contain any studies with human participants performed by any of the
authors."
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“This article does not contain any studies with animals periormed by any of the authors ™

“This articte does not contain any studies with human partcipants or animals performed by any
of the authors.”

INFORMED CONSENT

All individuals have individual nghts that are not o be infringed Individual parficipants in
studies have for example, the nght to decide what happens fo the (idenfifiable) personal data
gamhered lo what they have said during a study or an inteniew, as well as o any photograph
that was taken Hence it is important that all paricipants gave their informed consent in writtng
pnor o inclusion in e study identifying delails (names, dates of birth, identity numbers and
offver miormation ) of the parbcipants that were studied should not be published m writien
descripons, photographs, and genefic profiles unless the information is essential for scienfific
purposes and the participant (or parent or guardian if the parlicipant is incapable) gave writlen
informed consent for publication. Complete anonymity is dificult to achieve in some cases,
and informed consent should be obtained if there is any doubt. For example, masking the eye
region in photographs of parsopants i1s inadequate profecton of anonymity. if identifying
characleristics are altered o protect anonymity, such as in genefic profiles, authors should
provide assurance that alterafions do not distort scienfific meaning.

The following statement should be induded:

informed consent: “Informed consen! was obtained from all individual paricipants imcluded in
the shudy "

it identifying information aboul parbcipants is available in the arlicle, the following stalement
should be included:

“Additional informed consent was obtained from all individual paricipants for whom idenfifying
information is included in this arficle.”
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