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Meneguzzo DT. Influéncia do fracionamento da energia de irradiacdo na
fototerapia com laser em baixa intensidade sobre o crescimento de
fioroblastos de polpa dentdria humana [Dissertacdo de Mestrado]. Séo
Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 2007.

RESUMO

A fototerapia com laser em baixa intensidade tem sido utilizada na
odontologia em vdrias patologias bucais para o confrole de dor e
cicatrizacdo. O objetivo do estudo foi comparar o efeito da fototerapia no
crescimento de fibroblastos de polpa dentdria humana usando irradiacoes
com energia fotal aplicada de uma vez ou fracionada. Apds a
determinacdo da metodologia, a linhagem celular FP5 (1 x 103 células por
pPoOco) cresceu em placas de cultivo de 96 pocos (1 para cada grupo
experimental) em déficit nutricional (meio suplementado com 5 % de SFB). A
iradiacdo laser foi realizada com laser de diodo INGaAIP (comprimento de
onda 685 nm, 40mW, drea do feixe 0,0028cm?2) usando a técnica pontual, no
modo continuo e em contato. As energias totais foram aplicadas em
iradiacdes Unicas de 0,12 J (G1), 0,24J (G2), 0,36 J (G3). Essas energias totais
foram fracionadas em multiplas iradiacdes de 0,12 feitas com intervalos de 6
horas: duas para G4 e trés para G5. Grupos ndo irradiados de células
cultivadas em déficit nutricional (5 % SFB, Gé) e em condicdes nutricionais
regulares (10 % SFB, G7) foram usadas como controles negativo e positivo
respectivamente. O nUmero de células foi indiretfamente obtido pela
mensuracdo da atividade celular mitocondrial 24 horas apds a primeira
iradiacdo. Os dados em quadruplicata foram comparados pelo teste
ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p < 0,05). Houve diferenca
significante entre os grupos. O controle positivo (G7) apresentou nUmero de
células significantemente maior quando comparado ao controle negativo
(G6). Esse numero foi similar aos dos grupos submetidos a irradiacoes
multiplas (G4 e G5). Os grupos irradiados uma Unica vez (G1 a G3)
apresentaram nUmero de células significantemente menores que aqueles
do controle positivo e dos grupos com multiplas irradiagcdes. Com base na
metodologia empregada concluiu-se que o fracionamento das energias de
iradiacdo potencializa o efeito bioestimulador da fototerapia com laser em
baixa intensidade no crescimento de fibroblastos de polpa dentdria
humana.

Palavras-chave: Fototerapia, Fibroblastos pulpares, Laser de InGaAlP,
Dosimetria, Crescimento celular



Meneguzzo DT. Influence of the fractioned irradiation energy in the
phototherapy with low intensity laser on the growth of human dental pulp
fibroblasts. [Dissertacdo de Mestrado]. SGo Paulo: Faculdade de Odontologia
da USP; 2007.

ABSTRACT

Phototherapy with low intensity lasers has been used in dentistry in several oral
pathologies for pain and healing control. The aim of this study was to
compare the effect of phototherapy on human dental pulp fibroblasts growth
using irradiations with whole energy delivered at once or fractioned. After the
determination of the methodology, the FP5 cell line (1x 103 cells per well) was
grown in 926 wells-microftritation plates (one for each experimental group) in
nutritional deficit (medium supplemented with 5% fetal bovine serum-fos).
Laser irradiation was carried out with an InGaAIP diode laser (A-685nm, 40
mW, spot size 0.028 cm?) using the punctual technique, at continuous mode
and in contact. The whole energies were delivered in single irradiations of
0.12J (G1), 0.24]) (G2), 0.36J (G3). These whole energies were fractioned in
multiple irradiations of 0.12J done with éh-intervals: two for G4 and three for
GS5. Non-irradiated groups of cell cultured in nutritional deficit (5% fbs; Gé) and
in nutritional regular condition (10 % fbs; G7) were used as negative and
positive controls, respectively. The number of cells was indirectly assessed by
measuring the cell mitochondrial activity 24 hours after the first irradiation. The
data from four replicates were compared by the ANOVA complemented by
the Tukey's test (p < 0.05). There were significant differences amongst the
groups. The positive control (G7) presented significantly higher number of
cells when compared to the negative control (Gé). This number was similar to
those of multiple irradiation groups (G4 and GJ5). The single irradiated groups
(G1 to G3) presented cell numbers significantly smaller than those of positive
control and multiple irradiated groups. Under the conditions of this study it was
concluded that multiple irradiations of fractioned energies improve the
biostimulatory effect of the phototherapy with low intensity laser on the
growth of dental pulp fibroblasts.

Keywords: Phototherapy, Pulp fibroblasts, INnGaAIP laser, Dosimetry, Cell
growth
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1 INTRODUCAO

A irradiacdo laser como modalidade terapéutica para a inducdo e
aceleracdo da reparacdo tecidual foi introduzida por Mester e
colaboradores na década de 70 (MESTER et al, 1971). A ampla
aplicabilidade clinica e os resultados clinicos favoraveis relatados desde
entdo fazem com que muitos trabalhos sobre fototerapia com laser em
baixa intensidade sejam continuamente publicados na literatura.

A fototerapia com laser em baixa intensidade tem sido amplamente
ufiizada como um tratamento coadjuvante, alternativo e ndo invasivo
promovendo a aceleracdo dos processos cicatriciais, reducdo de dor,
edema e modulando a inflamagdo. Muitos profissionais da saude como
médicos, dentistas e fisioterapeutas recomendam cada vez mais a
fototerapia e ampliam continuamente a sua aplicabilidade devido aos
resultados clinicos favoraveis.

A fototerapia atua acelerando processos cicatriciais, como
fechamento de feridas de lesdes herpéticas e em pds-operatdrios cirdrgicos
(AMORIM et al., 2006; CATAO, 2004); biomodulando inflamacdo periodontal
(QUADRI et al., 2005); atua na estimulacdo e reparo de células nervosas em
parestesias e nevralgias; tem efeito de biomodulacdo em tecido oOsseo,
acelerando a neoformacdo éssea (OZAWA et al., 1998) e estimulando a
osseointegracdo em implantes (KHADRA et al., 2004) e acelerando a

movimentacdo dental (CRUZ et al., 2004); promove analgesia e possui
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efeitos antiinflamatdrios em lesdes aftosas e lesdes de mucosite oral (NES;
POSSO, 2005); acelera a drenagem linfatica diminuindo o edema (FERREIRA
et al., 2005); atua na analgesia (FERREIRA et al.,, 2005) e estimulacdo de
dentina reaciondria na hipersensibilidade dentindria (FERREIRA et al., 2006;
KIMURA et al., 2000) e possui efeitos modulatérios na inflamacdo pulpar e
muscular, como nas disfuncdes témporo-mandibulares (BJORDAL et al., 2003;
NUNEZ et al.,2004).

Atualmente, os efeitos benéficos da fototerapia com laser em baixa
infensidade j& ndo s@do mais questionados. O que se procura atualmente é
saber como administrar a fototerapia dentro do conceito de dosimetria que
envolve o comprimento de onda ideal para o tecido que serd irradiado, a
energia irradiada (J), a fluéncia (J/cm?), a forma de irradiacdo (pontual ou
varredura), a poténcia que serd utilizada (mW) e principaimente a
quantidade e freqUéncia de irradiacdes que serdo necessarias.

O conhecimento da maneira como as células respondem a essas
variagcdes dosimétricas direcionaria ou esclareceria muitas indagacoes
clinicas sobre fototerapia. Sessdes de iradiagcdo Unica ou essa mesma
energia total fracionada em vdrias sessdes alcancariam resultados clinicos
diferentes? Energias proximas possuem resultados clinicos relevantes? Entre
outras perguntas que fazem parte da prdtica clinica da fototerapia.

Em realidade estas sdo as respostas que estamos buscando no
desenvolvimento do presente trabalho cujos resultados poderdo contribuir
para o melhor entendimento dos protocolos clinicos utilizados na

odontologia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO DO LASER DE BAIXA POTENCIA

A palavra LASER € um acrénimo de: Light Amplification by the
Stimulated Emission of Radiation ou em portugués, Amplificacdo da Luz por
Emissdo Estimulada de Radiacdo. A Emissdo estimulada de Radiacdo foi a
teoria proposta por Einstein em 1917 que possibilitou a invencdo do Laser em
1960 por Teodore Maiman (TUNER; HODE, 1999).

O primeiro laser desenvolvido foi o laser de Rubi, e naquela época sua
aplicabilidade ainda ndo era clara, como € descrito na frase famosa do seu
criador Teodore Maimam: “Laser € a solucdo procurando o problema’.

Ainda na década de 60, Javan, Bennett e Herriott desenvolveram o
primeiro laser de baixa poténcia, o laser de hélio-nebnio (HeNe), emitindo no
comprimento de onda vermelho. E em 1971, Endre Mester, da Hungria, foi o
pioneiro a publicar a ulilizacdo do laser em baixa intensidade na
bioestimulacdo tecidual. Era o inicio de uma nova modalidade terapéutica
ndo invasiva no fratamento de lesdes superficiais que logo se popularizou na
Europa Oriental e Unido Soviética (BASFORD, 1989; KITCHEN; PARTRIDGE,

1991).
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Historicamente, os trabalhos seguintes ao de Mester foram realizados
na mesma regido geogrdfica e publicados também no idioma local. As
publicacdes eram bastante empiricas, sem o crivo de uma publicacdo
infernacional onde cada detalhe metodoldégico deve ser relatado. Muitos
trabalhos foram feitos, porém muitas informacdes metodoldgicas
importantes foram omitidas. A auséncia de padronizacdo de como divulgar
a metodologia gerou contradicdes em relacdo aos reais beneficios da
fototerapia. Apesar da falta de divulgacdo dos resultados
internacionalmente, na década de 80 a comunidade cientifica
internacional despertou para os estudos com laser e desde entdo muitos
trabalhos sdo anualmente publicados na literatura (MOORE et al.,, 2005;
SCHINDL et al., 2000).

Os lasers em baixa intensidade que utilizamos atualmente sdo os lasers
de diodo, cuja tecnologia de semicondutores foi desenvolvida ainda em
1962. Esta tecnologia teve que evoluir muito até chegar ao estado atual. O
alto desempenho e confiabilidade dos lasers de Arseneto de Gdlio (GaAs)
(800 nm) permitiu, no final de década de 70, o seu uso no mercado de dudio
em “compact disk” (CD). Este &, até hoje o Unico mercado de producdo em
massa para lasers de semicondutor, absorvendo mais de 90 % de todos os
lasers produzidos no mundo. Outra aplicacdo importante dos lasers de
semicondutor € em comunicacoes opticas (CATUNDA et al., 1998).

Somente na década de 80 comecou a ser desenvolvida a tecnologia
dos lasers de semicondutor visiveis de indio, gdlio, aluminio, fésforo (INGaAlP),

cobrindo a regido espectral de 630 a 690 nm, o que impulsionou a sua
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utilizacdo nas dreas bioldgicas. O comprimento de onda visivel, era
correspondente ao laser de HeNe até entdo empregado nos trabalhos de
bioestimulacdo (CATUNDA et al., 1998).

Na odontologia, a tecnologia do diodo economicamente mais
acessivel, fez com que muitos profissionais da drea adquirissem estes
equipamentos contribuindo para sua popularizacdo. A efetividade da
fototerapia comprovada pelos resultados clinicos favordveis experimentados
pelos profissionais e pacientes impulsionou definitivamente a comunidade
cientifica odontoldgica a realizar pesquisas in vitro e clinicas sobre os efeitos,
aplicacdes e mais recentemente dosimetria em fototerapia (AZEVEDO et al.,
2006; BJORDAL et al., 2003; CATAO, 2004; FERREIRA et al., 2005; GUTKNECHT;

EDUARDOQ, 2004; LOEVSCHALL; ARENHOLT-BINDSLEV, 1994; QADRI et al., 2005).

2.2 CARACTERISTICAS DO LASER

A luz emitida pelos equipamentos lasers apresenta caracteristicas
especificas como monocromaticidade, paralelismo e coeréncia dos fétons
que a compdem. Em contraste com os lasers de alta poténcia utilizados em
cirurgia e dermatologia que operam com poténcias acima de TW e cujos
efeitos sdo relacionados com o aquecimento local do tecido promovendo
corte, vaporizacdo e ablacdo, os equipamentos lasers em baixa intensidade

operam com poténcias na faixa de miliwats (mW). A irradiacdo emitida é
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ndo térmica, o que significa que seus efeitos bioldgicos ndo sdo causados
por calor perceptivel ou lesdo celular e sim, por efeitos fotofisicos,
fotoquimicos e fotomecdnicos nas células dos tecidos irradiados (BAXTER,
1997; KARU, 1987).

A forma como a luz laser ird interagir com o tecido vai depender das
caracteristicas opticas do laser utilizado como comprimento de onda,
poténcia, tempo de exposicdo e densidade de energia assim como vai
depender das caracteristicas dpticas do tecido alvo, ou seja, os cromoforos
presentes no tecido (KARU, 1989; LOW; REED, 2001).

Um cromoéforo € um elemento presente no tecido que € capaz de
absorver os fétons que constituem o feixe laser. Cromdforos podem ser
enzimas, membranas ou qualquer outra substdncia que apds absorver a luz
a converte em energia fotogquimica. Os principais croméforos enddgenos
relatados na literatura incluem: porfirinas, flavinas, citocromos mitocondriais,
sistemas oxidatérios como o NADPH, enzimas mitocondriais € outras porfirinas
endogenas (BECKERMAN et al., 1992; LUBART et al., 1992).

Assim, a luz laser s& poderd ser absorvida se um cromoforo com
afinidade com o comprimento de onda emitido for irradiado. Se isso ndo
ocorrer, a luz poderd ser fransmitida, espalhada ou refletida (KITCHEN;
PARTRIDGE, 1991). Uma vez que o tecido possui uma grande diversidade de
componentes se movimentando de uma forma dindmica, estes fendmenos
poderdo ocorrer simultaneamente. Além disso, devido ao espalhamento da
iradiacdo, um cromoforo distante do local da aplicacdo poderd absorver

esta irradiacdo (LOW; REED, 2001; SCHINDL et al., 2000).
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A absorcdo da energia luminosa pelo cromoéforo ocorre a nivel
atémico. Os elétrons constituintes dos dtomos do cromoéforo ao captarem
esta energia, saem do seu estado fundamental e se deslocam para uma
orbita mais energética, ou seja, vao para um estado excitado de energia.
Apds um curto intervalo neste estado excitado, o elétron esponteamente
volta ao seu estado fundamental liberando a energia anteriormente
absorvida. Esta energia, por sua vez, serd utilizada pela célula nas suas
funcdes metabdlicas. A energia luminosa, portanto, € transformada em
outro tipo de energia, resultando nos efeitos fotoquimicos, fotofisicos e

fotfomecdanicos do laser (BAXTER, 1997; KARU, 1987).

2.3 MECANISMOS DE ACAO CELULARES

Na literatura, algumas hipdteses bem estabelecidas explicam a
inducdo dos efeitos fototerdpicos celulares promovidos pelo laser em baixa
infensidade em comprimentos de onda na faixa do visivel e do
infravermelho (BREITBART et al., 1996; GROSSMAN et al., 1998; JORI et al.,
1996; KARU, 1989; LABBE et al., 1990; LUBARD et al.,1990; LUBART et al., 1997;
OLSON; SCHIMMERLING; TOBIAS,1981; POLO et al., 1999; SCHINDL et al., 2000;
SMITH, 1991). Basicamente, dois tipos de reacdoes ocorrem em fotobiologia:
reacoes primdrias induzidas pela luz e reagcdes secunddrias que ocorrem na

auséncia de luz (SCHINDL et al., 2000).
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As reacoes fotoquimicas e fotofisicas primdrias relevantes na
fototerapia possuem pelo menos quatro modelos diferentes que foram
propostos para responder como o laser pode interagir com as células vivas:
1) a absorcdo da luz pelas enzimas mitocondriais resulfam em aguecimento
local gerado pelo aumento de vibracdo molecular (OLSON; SCHIMMERLING;
TOBIAS, 1981); 2) efeitos estimulatérios e inibitdrios induzidos pela luz laser é
resultado respectivamente da absorcdo da luz por flavinas e citocromos da
cadeia respiratdria mitocondrial, resultando em alteracdes na transferéncia
de elétrons para seus pares reduzidos localizados na mitocdndria (KARU,
1989; LABBE et al., 1990); 3) porfirinas enddgenas foto-induzem oxigénios
singletos (GROSSMAN et al., 1998; JORI et al., 1996; LUBARD et al.,1990; POLO
et al, 1999); e 4) a luz laser ativa diretamente os canais de Ca*2 da
membrana celular através de modificacoes fotofisicas induzindo a entrada
de Ca*2intracelular e proliferacdo celular (BREITBART et al., 1996; LUBART et
al.,, 1997; SMITH, 1991). Muito provavelmente, dois ou mais destes modelos
podem ocorrer simultaneamente no tecido irradiado contribuindo para os

efeitos bioldgicos observados (SCHINDL et al., 2000) (Figura 2.1).
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Figura 2.1 — Esquema das teorias que explicam as reacdes primdrias que ocorrem na célula
por estimulo da fototerapia

As reacdoes secunddrias (sem a presenca de luz) sinalizam transducdo
e amplificacdo. As alteracdes do pH intracelular, relacionadas com a
ativacdo das ATPases e seguidas por alteracdes nos niveis de cdicio
intracelular, parecem ser um caminho comum para a transducdo do sinal e
amplificacdo de todas as fotoreacdes primdrias citadas. A mudanca do
estado redox para oxidacdo acarreta em um aumento intracelular de Ca+2
e estimula o metabolismo celular. Por outro lado, a reducdo leva a
diminuicdo de Ca*2intracelular e, portanto, inibicdo do metabolismo celular.

Altos niveis de Ca*2 infracelular por sua vez, estimulam vdrios processos
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bioldgicos, como sintese de RNA e DNA, mitose celular e secrecdo protéica.
Mesmo assim, altos niveis de Ca*?2 intracelular tfambém podem levar a
inibicdo do metabolismo celular (FRIEDMAN; LUBARD, 1996). Recentemente,
tém sido claramente mostrado que tanto a estimulacdo quanto a inibicdo
da enfrada de Ca*2 nas células de mamiferos podem ser induzidos por luz
vermelha monocromdatica dependendo da dosagem aplicada (KARU,
1996).

Alguns dos mecanismos secunddrios relatados na literatura sdo:
aumento no metabolismo celular, proliferacdo e sintese de coldgeno mais
acentuada em fibroblastos; sintese protéica; aumento no potencial de acdo
de células nervosas; estimulo da formulacdo de DNA e RNA no nucleo
celular; efeitos sobre o sistema imunoldgico pela ativagcdo de linfocitos;
formacdo de capilares estimulada pela liberacdo de fatores de crescimento
e aumento na atividade de leucdcitos (ANDERS et al., 1993; BISHT et al., 1994;
EFENDIEV et al., 1992, HAWKINS E ABRAHAMSE, 2006a; LOEVSCHALL;
ARENHOLT-BINDSLEY, 1994; MARQUES et al., 2004; MESTER; SNOW JR; SHAMAN

1991; YU; NAIM: LANZAFAME, 1994) (Figura 2.2).
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Figura 2.2 — Esquema das reacdes secunddrias a partir do estimulo da fototerapia

Segundo Karu (1987), os fotoreceptores primdarios (flavinas e citocromo
c oxidase) sdo os responsdveis por estimularem e inibirem os processos
celulares. Em altas doses de energia, os fotorreceptores sdo danificados e os
efeitos diminuidos. Doses ainda maiores, estes fotorreceptores sdo destruidos
e ocorre inibicdo no crescimento e letalidade das culturas quando estas sdo
iradiadas. Nas doses estimulatoérias, os processos celulares que aceleram a
transferéncia de elétrons nos pares redox em algumas sessdes da cadeia
respiratdria prevalecem. Enquanto que doses maiores, a transferéncia de
energia de excitacdo para o oxigénio para formar O2 prevalece, causando

dano fotodin@dmico. Outros autores também relatam efeitos inibitdrios por
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superdosagem no tecido/célula alvo, entre eles, Friedman, Lubart e Laulicht

(1991), Mester et al. (1985) e Schindl et al. (2000).

2.4 CULTURA DE CELULAS X FOTOTERAPIA

A cicatrizacdo de feridas é o efeito da fototerapia mais estudado na
literatura. Muitos trabalhos buscam explicar os mecanismos e 0s possiveis
efeitos da terapia laser no reparo cicatricial estudando principalmente as
células envolvidas, ou seja, os fibroblastos (KARU, 1989; LOEVSCHALL;
ARENHOLT-BINDSLEV, 1994; LUBART et al., 1992; MARQUES et al., 2004; MOORE
et al., 2005; PEREIRA et al., 2002; VINCK et al., 2003).

O perfil da expressdo génica de fibroblastos humanos irradiados com
o laser emitindo no vermelho em baixa intensidade e avaliados com a
técnica de cDNA “microarrays”, mostra que a irradiacdo regula 111 genes
agrupados em 10 categorias funcionais diferentes, incluindo: proliferacdo,
efeitos antioxidantes, metabolismo, canais idnicos e potencial de
membrana, proteinas do citoesqueleto e matrix extracelular, sintese e reparo
do DNA, fatores de transcricdo e citoquinas imunoldgicas/inflamatdrias. A
maioria dos genes de 7 das 10 categorias estd direta ou indiretamente
envolvida nos processos relacionados com a proliferacdo celular, e duas
vias de sinalizacdo, a p38 MAPK e a PDGF. Estas vias foram identificadas

como tendo importante papel na mediacdo dos efeitos da luz vermelha
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sobre a proliferacdo dos fibroblastos estudados. Além dos efeitos na
proliferacdo celular, a irradiacdo também pareceu regular a expressdo de
genes relacionados & antioxidacdo e metabolismo energético mitocondrial
(ZHANG et al.,, 2003). Um outro estudo mostrou que o laser (685 nm)
aumentou significativamente a quantidade de células tronco no periodo
inicial da regeneracdo em plandrias lesionadas (SOUZA et al., 2005).

Além dos estudos que buscam os mecanismos de acdo celulares e
seus efeitos, os questionamentos clinicos atuais sobre dosimetria sdo também
transferidos aos estudos in vitro, e realizados com culturas celulares. Estes
estudos, além de contribuirem para a padronizacdo das metodologias de
pesquisa celulares indiretamente colaboram para responder as duvidas
clinicas.

A interacdo do comprimento de onda utilizado na fototerapia com o
tecido alvo é de grande importancia para que os efeitos terapéuticos sejam
alcancados. A andlise da absorcdo dos diferentes tipos de comprimento de
onda por fotorreceptores presentes em fibroblastos mostrou que existem
alguns picos favordveis de absorcdo (420, 445, 470, 560, 630, 690 nm)
concentradas na faixa de comprimento de onda visivel, e apenas um pico
no comprimento de onda maior, na faixa do infravermelho (730 nm) (VAN
BREUGHEL; BAR, 1992).

Entretanto, outfros estudos com culturas de células, mostraram existir
efeitos em diversas faixas de comprimento de onda. Na faixa de 780 a 904
nm estudos revelaram que o laser estimulou a proliferacdo de fibroblastos

(GROSSMAN et al., 1998; PEREIRA et al., 2002) e sinfese de DNA e RNA
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(LOEVSCHALL; ARENHOLT-BINDSLEV, 1994; YU et al., 1996). Na faixa de 632 a
660 nm o laser mostrou estimular a proliferacdo de fibroblastos e
queratinécitos (HASS et al., 1990; MOORE et al., 2005; STEINECHNER; DYSON,
1993; YU et al., 1996), regular a producdo de fatores de crescimento de
fibroblastos (YU; NAIM; LANZAFAME, 1994), mostrou ser capaz de transformar
fibroblastos em miofibroblastos (POURREAU-SCHNEIDER et al., 1990), estimulou
a liberacdo de IL-1 e IL-8 (YU et al., 1996) e aumentou a taxa de motilidade
de queratinécitos (HASS et al., 1990; YU et al., 1996). Os macrofagos também
podem ser estimulados pelo laser em 632,8 nm e assim como em outros
comprimentos de onda, o laser atua aumentando a secrecdo de fator de
crescimento dessas células em cultura (YOUNG et al., 1989).

Os diferentes comprimentos de onda que influenciam a proliferacdo
de células endoteliais e fibroblastos dentro de uma mesma irradidncia e
fluéncia foram estudados por Moore et al. (2005). Apds 72 horas da
iradiacdo, tanto os fibroblastos quanto as células endoteliais apresentaram
melhores resultados de proliferacdo celular no comprimento de onda
vermelho, 665 e 655 respectivamente. A iradiacdo com o laser
infravermelho (810 nm), no entanto, foi inibitdria para os fibroblastos e pouco
estimulatéria para as células endoteliais (MOORE et al., 2005).

A maior afinidade celular por comprimentos de onda na faixa do
visivel relatada na literatura também foi estudada por Lubart et al. (1992).
Avaliando a ocorréncia de mitoses em fibroblastos irradiados com 360 nm,
632 nm e 780 nm em diferentes doses, foi verificado existir uma relacdo entre

dose e comprimento de onda. No comprimento de onda 360 nm, a dose
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relacionada com o maior nUmero de mitoses € 25 vezes menor que a melhor
dose do comprimento de onda 632 nm e aproximadamente 12 vezes menor
que a melhor dose do 780 nm. Segundo o autor, isso pode estar relacionado
com a banda de absorcdo das porfirinas enddgenas (cromoforos
absorvedores de luz) que esta na regido dos 360 nm. Como a sua absor¢cdo
€& maior, uma menor dose de energia € necessdria para promover os efeitos
bioestimulatorios esperados. Por outro lado, quando doses elevadas foram
utilizadas, independentemente dos comprimentos de onda, ocorreu uma
diminuicdo no nUmero de mitoses, ou seja, o efeito inibitdrio foi verificado
(LUBART et al., 1992).

Diferentes fluéncias e diferentes poténcias de irradiacdo também
foram testadas em culturas de fibroblastos e mostraram interferir de forma
importante no crescimento celular e producdo de coldgeno tipo | (ALMEIDA-
LOPES et al., 2001; VAN BREUGEL; BAR, 1992). Este fato observado na
producdo de coldgeno, segundo os autores, deve estar relacionado com as
fases proliferativas e produtivas das células especializadas, como acorre nos
processos cicatriciais.

A grande variedade de protocolos na literatura contribui para a
grande divergéncia nos efeitos da fototerapia. Efeitos positivos da acdo do
laser sdo mostrados na maioria dos trabalhos, porém muitos ainda relatam
auséncia de efeitos ou efeitos inibitdrios do laser (HALLMAN, 1988; LAGAN et
al., 2001; POGREL; CHEN; ZHANG, 1997; WALKER et al., 2000). Isso pode ser
explicado pelos efeitos bioinibitérios do laser quando doses elevadas em

relacdo as doses ideais para aguele tecido irradiado sdo administradas
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(KARU, 1987). Outra explicacdo € a falta de uma metodologia correta de
investigacdo. Quando estudos com células sdo desenvolvidos, uma das
vantagens da metodologia in vitro € o controle de todas as varidveis que
podem influenciar nos resultados, mas, no entanto muitos trabalhos ainda
comparam variaveis diferentes, obtendo resultados ndo t&o confiaveis. O
trabalho desenvolvido por Vinck et al. (2003), por exemplo, avaliou o
crescimento celular de células irradiadas com Laser infravermelho e LED
vermelho, infravermelho e verde. Cada uma das irradiacdes apresentava
densidade de energia, poténcia e drea de irradiacdoes distintas, e apesar
disso, foi concluido que entre as fontes de irradiacdo o LED verde foi o que
promoveu maior crescimento celular. Esta conclusdo deve ser analisada
com cuidado, pois € limitada para aquele trabalho exclusivamente. Assim,
na literatura, muitas conclusdes sdo tiradas de forma aleatéria e cada vez
estd mais dificil a padronizacdo dos resultados encontrados.

Os efeitos do laser também estdo relacionados com o estado
fisioldgico da célula prévio a iradiacdo. Segundo Karu (1987), a
fotossensibilidade das células ndo € um fendbmeno “tudo ou nada”, e as
células podem responder aos estimulos da radiacdo de vdrias formas e
infensidades. A magnitude da fotoresposta depende do estado fisioldgico
que a célula se encontra no momento que antecede a irradiacdo, sendo
condicionado, por exemplo, pela quantidade de nutrientes disponiveis e
pela idade da cultura. Células em déficit nutricional sdo mais fotossensiveis
que células em meio nutricional ideal, sendo que a amplitude da resposta

varia com o grau de déficit nutricional. Em seus estudos recentes, Karu (2000)
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relaciona o efeito estimulante do laser com o estado redox da célula no
sentido da oxidacdo, enquanto que alteracdes no sentido da reducdo
estdo relacionadas com os efeitos inibitdrios do laser. Além disso, células na
fase exponencial de crescimento (fase log) sdo também mais fotossensiveis
que aqguelas na fase estaciondria de crescimento (fase lag).

Clinicamente, os efeitos do laser sdo, portanto melhor evidenciados
em tecidos lesionados ou em pacientes com disfuncdes locais ou sistémicas
(TUNER; HODE, 1999). Assim, os tratamentos preventivos com laser sé sdo
eficazes em pacientes j& comprometidos como € caso do tratamento
preventivo da mucosite oral, lesdo associada ao fratamento oncoldgico
(COWEN et al., 1997).

Em frabalhos que envolvam a irradiacdo de culturas celulares uma
das maneiras citadas na literatura de alterar o potencial redox celular é
causando uma injuria local na monocamada celular. Esta injuria € realizada
com a ponta de uma pipeta ou agulha, onde é removida uma faixa celular
no meio da placa de cultura, como se esta tivesse sido arranhada. Este tipo
de experimento causa uma ruptura nos contatos celulares que tendem a ser
restabelecidos através da migracdo e proliferacdo celular (CHA et al., 1996;
HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005; 2006a; 2006b).

Outros trabalhos utilizam uma metodologia que gera uma situacdo de
estresse nutricional. Este stress € causado pela deficiéncia nutricional
causada quando a porcentagem de Soro Fetal Bovino (SFB) usualmente
adicionada ao meio (10 %) é alterada para menores valores. Esta reducdo

vai depender da linhagem celular e do tempo experimental necessdrio, que
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& determinada a partir de experimentos pilotos (ALMEIDA-LOPES et al., 2001;
PEREIRA et al., 2002).

A alteracdo do estado fisioldgico celular previamente & iradiacdo e
induzido experimentalmente € defendido por muitos autores como sendo
uma etapa experimental fundamental para que os efeitos do laser sejam
evidenciados (HALLMAM, 1988; KARU, 1988; LOEVSCHALL, ARENHOLT-
BINDSLEV, 1994; NARA; MATONO; MORIOKA, 1991). No entanto, na literatura
existem trabalhos comprovando que mesmo as células normais quando
iradiadas apresentam resposta fisioldgica ao laser (ENWEMEKA et al., 1990;
HALLMAM et al., 1988; HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005; ALMEIDA-LOPES et al.,
2001). Um dos efeitos observados por Almeida-lopes et al. (2001), quando
fibroblastos normais (com nutricdo ideal de 10 % SFB) foram irradiados, foi
uma polarizacdo celular em diferentes sentidos observada por microscopio
de luz (ALMEIDA-LOPES et al., 2001).

A freqUéncia e o numero de irradiacdes também sdo controversos na
literatura. A maioria dos frabalhos realizados com culturas celulares avaliou
os efeitos do laser apds uma Unica iradiacdo (LOEVSCHALL; ARENHOLT-
BINDSLEV, 1994; LUBART et al., 1992; MOORE et al., 2005). Na prdtica clinica,
no entanto, a maioria das lesdes indicadas para o tratamento com o laser
requer varias irradiacdes como € o caso do tratamento de lesdes herpéticas
e aftosas, para as quais sdo indicadas irradiacdes didrias até a regressdo
total da lesdo (PRIKULS, 2000; SCHINDL; NEUMANN, 1999)

No entanto, nos estudos onde mais de uma irradiacdo foram

realizadas, (HAWKINS; ABRAHAMSE, 2006a; 2006b; PEREIRA et al., 2002; VINCK
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et al., 2003) a comparacdo direta dos efeitos de energias administradas de
uma Unica vez e estas fracionadas sobre o crescimento celular de

fibroblastos ndo foi o objetivo principal de nenhum dos trabalhos publicados.
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3 PROPOSICAO

O objetivo do trabalho foi analisar os efeitos do fracionamento da
energia comparados com energias totais na fototerapia com laser em baixa

intensidade sobre fibroblastos pulpares humanos.
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FOUSP, sob o protocolo nimero 47/06 (Anexo A). Todos os procedimentos
realizados com o laser seguiram as hormas de seguranca da ABNT, NBR/IEC
601.2.22 e IEC 60825-1/2001-8, ou seja, o pesquisador utilizou os dculos de

protecdo especificos sempre que o laser foi utilizado.

A andlise do efeito da fototerapia com laser em baixa intensidade
sobre o crescimento de fibroblastos pulpares humanos foi feita a partir da
comparacdo entre energias totais e fracionadas. O estudo foi realizado in
vitro com fibroblastos pulpares humanos da linhagem FP5 (Fibroblasto Pulpar
5) estabelecida a partir da polpa dental de terceiro molar humano. A
linhagem celular FP5 utilizada pertence ao banco de células do Laboratério
de Pesquisa Bdsica do Departamento de Dentistica, sob coordenacdo da

Profa. Dra. Mdrcia Martins Marques.

Os fibroblastos foram cultivados, mantfidos em meio de cultura com
déficit nutricional e os grupos experimentais foram divididos de acordo com
a energia utilizada e o niUmero de irradiacdes realizadas com laser de diodo
emitindo no comprimento de onda vermelho (INnGaAlIP). Os efeitos da
fototerapia foram avaliados pelo aumento da atividade mitocondrial
através do teste de reducdo do MTT, onde o crescimento celular pode ser

observado.
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Para a readlizacdo do trabalho, o item Material e Métodos foi dividido
em 2 fases. A Fase 1 compreendeu 4 etapas sequenciais que determinaram
o protocolo experimental (metodologia final) do frabalho. A Fase 2

compreendeu a realizacdo da metodologia final estabelecida.

Em todos os experimentos da Fase 1 e da Fase 2 as metodologias de
cultivo e contagem celular, bem como o plagueamento celular e a andlise
de crescimento celular avaliado pelo método de reducdo do MTT foram

realizados conforme descrito a seguir:

4.1 CULTURA DE CELULAS

Para a realizacdo dos experimentos frascos de células da linhagem
FP5 armazenados em nitrogénio liquido foram descongelados e as células
cultivadas em meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM:
Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Cultilab, Campinas, SP, Brasil)
contendo 10 % de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab) e 1 % de solucdo
antibidtica-antimicética (Cultilab) dentro de frascos apropriados ao cultivo
celular de 5 ml. As células foram incubadas em estufa, em ambiente Umido,
a 37 °C, numa atmosfera contendo 95 % de ar atmosférico e 5 % de didxido
de carbono (COz). A monitorizagdo do crescimento celular foi realizada a

cada 24 horas utilizando-se um microscoépio invertido de fase. Ao afingirem a
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subconfluéncia, condicdo onde mais de 75 % da superficie de cultivo estd
coberta por células e, para evitar a confluéncia, situacdo onde o
crescimento celular passa a ser inibido pelo contato celular, foi realizada a
subcultura. Para tanto, o meio de cultura foi aspirado do frasco, e a
monocamada celular lavada duas vezes com solucdo tampdo fosfato-
salina sem cdlcio e sem magnésio (PBSA), pH 7,2. As células foram entdo
incubadas durante 2 minutos a 37 °C com 2 ml de solucdo de tripsina-EDTA a
0,25 % (Cultilab). A atividade da ftripsina foi digerir e clivar as proteinas de
adesdo celular e do EDTA de quelar os cdtions divalentes livres possibilifando
que as células aderidas ao fundo do frasco de cultura fossem liberadas. A
sequir, as células foram examinadas no microscopio para verificar se
estavam totalmente soltas e a tripsina foi inativada com o acréscimo de 5 ml
de meio de cultura (com 10 % SFB) ao frasco. Todo o conteldo do frasco foi
entdo transferido para um tubo de ensaio e centrifugado a 300g durante 5
minutos, a temperatura ambiente. O precipitado de células resultante da
centrifugacdo foi ressuspendido em 1T ml de meio de cultura fresco, e a
suspensdo de células foi replaqueada em frascos de cultivo maiores, de 20
ml. Para a manutencdo da viabilidade celular, a troca dos meios de cultura

foi realizada a cada dois dias (Figura 4.1).
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Figura 4.1 - Esquema da Cultura de Células (descongelamento, cultivo e subcultura)

4.2 CONTAGEM E PLAQUEAMENTO CELULAR

Para a redlizacdo dos experimentos em placas experimentais de 96
pocos (Figura 4.2), as células cultivadas precisavam ser contadas para que
um mesmo nUmero de células fossem plagueadas em cada poco

experimental. Desta forma, a contagem de células vidveis foi realizada
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através do uso de hemocitdbmetro com o método da exclusdo de células

coradas pelo azul de Trypan (FRESHNEY, 2005).

Figura 4.2 - Placas Experimentais de 96 pocos

As células cultivadas eram entdo tripsinizadas, seguindo © mesmo
protocolo do subcultivo celular, e o precipitado de células resultante da
centrifugacdo era ressuspendido em 1 ml de PBSA. Parte desta suspensdo de
células (0,1 ml) era entdo fransferida para um fubo tipo Eppendorf, onde
eram adicionados 0,8 ml de PBSA e 0,1 ml de Azul de Trypan. Cada uma das
2 cdmaras do hemocitébmetro recebia 15 pl dessa nova suspensdo de
células, onde com o auxiio do microscédpio invertido era realizada a
contagem celular nos 2 quadrados cenfrais das cdmaras do hemocitdmetro
(Figura 4.3). Somente as células vivas entravam no numero total de células
contadas. As células mortas encontravam-se coradas em azul, pela
penetracdo do azul de Trypan nas lesdes da membrana celular, e eram
excluidas do cdlculo. O niUmero total de células vidveis origindrias do frasco

era obtido através da seguinte equacdo matemdatica:
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NUmero total de células (NT)

NT = Numero total de células ndo coradas contadas x 10 (diluicdo) x 104

2 (nUmero de quadrados do hemocitdmetro usados para contagem)

1 mm

Campo aproximado
.=*¥ da objetiva de 10X
do microscopio

invertido
A

- ' 1 mm .

o

Célula morta, azul,
nao entra na
contagem

Figura 4.3 - C&dmara de Neubauer (hemocitémetro)

De posse do nUmero de células presentes em 1 ml da suspensdo
avaliada (NT), era possivel a realizacdo dos cdlculos necessdrios para o
plagqueamento celular dos experimentos realizados.

Para a readlizagcdo do plagueamento, era necessdrio o nUmero de
pPOcos que seriam plaqueados (n. pocos) e o numero de células desejadas
em cada poco (n. células). Obtendo-se o nUmero total de células
necessdrias para o experimento (total células experimento = n. pocos x n.
células) era realizada uma regra de trés para se obter a quantidade da
suspensdo celular (ul. suspensdo) que seria utilizada para que o niUmero total

de células para o experimento fosse obtido:
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NUmero total de células

1000 ul de suspensdo

Total células experimento X ul de suspensdo

Além disso, o nUmero de pocos plagueados multiplicados por 100 era
a quantidade de meio em que o X ul de suspensdo deveria ser diluido a fim
de se colocar em cada poco experimental no momento do plaqueamento
100 pl de meio com o n. células diluidas.

Depois de plagueadas as células nos pogos experimentais os demais
pocos das placas eram preenchidos com liquido (PBSA) para minimizar a

evaporacdo dos meios de cultura.

4.3 ANALISE DO CRESCIMENTO CELULAR A PARTIR DO METODO DE REDUCAO

DO MTT

Os dados do crescimento celular foram obfidos afravés da andlise da
atividade mitocondrial celular. Essa andlise se baseia no teste de atividade
mitocondrial das células pelo método da reducdo do MTT (brometo de 3-
(dimetiltiazol-2-y1)2,5-difeniltetrazdlio). Esse teste quantifica a conversdo do
MTT, realizado por enzimas mitocondriais, que é soluvel em dgua, em um

formazan insolUvel (Figura 4.4). O formazan, de cor azul purpurea, é
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solubilizado e entdo, sua concentracdo € determinada pela densidade

Optica em espectrofotdbmetro com filtro de 562 nm.

Para a realizacdo do teste foram preparados os reagentes A e B. O
reagente A € composto por 0,05 g de MTT (CalBioChem, Canadd) em 10 ml
de PBSA e o reagente B por 1 g de SDS (dodecil sulfato de sédio; QBioGene,
EUA) em 10 ml de 0,01 M de HCI (&cido cloridrico). O reagente A era
preparado um dia antes da realzacdo do teste e o reagente B,

imediatamente antes da sua utilizacdo.

Formagao de
| cristais de
formazan

Blank

Figura 4.4 - Formacdo de cristais de formazan (poco A2 experimental) e Blank (poco BT,
conftrole negativo para o espectrofotémetro)

No dia da realizacdo do teste de MTT, os meios de cultura dos pocos
experimentais eram aspirados e substituidos por 100 uL de meio DMEM
fresco. Em seguida, eram adicionados 10 uL do reagente A em cada poco,

incluindo alguns pocos sem células considerados controle negativo (Blank)
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necessdrio para a leitura no espectrofotdbmetro. Depois de 4 h de incubacdo
com o reagente A, em estufa a 37 °C e protegidas da luz com folha de
papel aluminio, 100 puL do reagente B eram adicionados em cada poco
experimental das placas avaliadas. Estas retornavam para incubacdo em
estufa a 37 °C por mais 4 horas, também protegidas da luz. Decorrido esse
periodo as culturas eram misturadas gentiimente com auxilio de pipetador
multicanal, as bolhas eventualmente formadas eram aspiradas e a placa
era levada ao espectrofotdbmetro (Leitor de ELISA, Amersham Biosciences,
Biotrak I, Inglaterra) para leitura de sua absorbdncia com leitor de 562 nm.
Uma impressora acoplada ao leitor imprimia os dados obtidos
imediatamente apds a leitura do espectrofotbmetro com valores no formato

de log do valor da absorbéncia (Figura 4.5 € 4.6).

TESTE der Reducdo- do-MTT
(ATIVIDADE MITOCONDRIAL CELULAR)

4h LEITURA NO
— > ESPECTROFOTOMETRO —— ESTATISTICA

REAGENTE A: REAGENTE B:
Mtt solavel — mtt SDS solubiliza o
formazan insoltvel formazan e libera

cor azul

Figura 4.5 - Esquema geral da Reacdo do MTT
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4

Adicdo de 10 ul
doreagente A

Meios 10%5FB e déficit

Troca dos meios de cultura (100 pl Inevbocde des placas
em cada pogo experimental) em estufa & 37° C por 4
horas, protegidas da luz

Homogeneizagdo
dasolugdo e
remogdo de
bolhas

Incubagdo das placas
em estufa a 37° C por 4
horas, protegidas da luz

Adicdo de 100 ul do reagente B

Leitura no Espectrofotdmetro e
obtengdo dos dados (OD)

Figura 4.6 - Passos laboratoriais da reagdo do MTT

4.4 FASE 1: DETERMINACAO DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL

4.4.1 Etapa 1. Determinacdo do nUmero de células a serem plaqueadas

Em experimentos com cultura celular é importante como primeiro
passo laboratorial avaliar o comportamento celular da linhagem especifica

que serdo realizados os experimentos. Isso porque, cada linhagem possui um
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ritmo préprio de crescimento, e cada experimento utiliza um tipo de placa
de cultura. Assim, para a delimitacdo do experimento, € necessdrio
conhecer como a linhagem celular se comportard nas placas de cultura ao
longo dos dias experimentais. A quantidade de células que cada poco
experimental da placa de cultura ird receber e seu crescimento ao longo do
tempo experimental &, portanto o que queremos saber nesta primeira
etapa.

Para a determinacdo do nUumero de células foram realizados 3
experimentos para analisar a taxa de crescimento celular em 4 dias
experimentais testando o plaqueamento de 500, 1000, 2000, 3000 e 5000
células. Cada experimento foi realizado seguindo o seguinte protocolo
experimental:

1. Descongelamento celular.

2. Cultura celular em meio DME acrescido 10 % de SFB.

3. Plagueamento celular de cada grupo em quadruplicata e em 4
placas de 96 pocos.

4. Redlizacdo da Andlise do crescimento celular a partir do método de
reducdo do MTT nos 4 dias experimentais (em cada dia, uma placa
experimental foi submetida ao teste do MTT).

Em todos os experimentos, nas Colunas 1 e 12 os pocos tinham apenas
meio de cultura + reagentes, sendo o controle negativo (Blank, BK) para o
espectrofotdbmetro. As diferentes quantidades de células testadas foram
plagueadas nas demais colunas sempre em quadruplicata, como

esquematizado na Figura 4.7.
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BK 500 1000 2000 3000 5000 BK
Células por poco

Figura 4.7 - Esquema da placa de cultura com a localizacdo do confrole negativo para o
espectrofotdbmetro e dos grupos experimentais em quadruplicata

Todos 0s experimentos foram plagueados em 4 placas experimentais,

para a realizacdo de 1 teste de MTT por dia, durante 4 dias (Figura 4.8).

53 g6 7
- i- o *-‘- ‘u’.
-}-lu -’-"4—'}-

Figura 4.8 - Plagueamento de 4 placas iguais por experimento
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4.4.2 Etapa 2. Determinacdo da porcentagem de soro fetal bovino no meio

de cultura que promova um déficit nutricional celular

Segundo a literatura (NARA; MATONO; MORIOKA, 1991; STEINLECHNER;
DYSON, 1993), o efeito provocado pela laserfototerapia sé pode ser
observado se a estrutura a ser irradiada estiver em nivel intermedidrio de
potencial redox, ou seja, em estresse oxidativo. As células devem estar em
um estado fisiologico ndo sadio, por exemplo, dentro de um processo de
cicatrizacdo celular apds uma injuria tecidual. A maioria dos trabalhos na
literatura reproduz esta situacdo de estresse celular através da diminuicdo
da concentracdo do soro fetal bovino do meio de cultura causando um
déficit nutricional celular (ALMEIDA-LOPES et al., 2001; AZEVEDO et al., 2006;

PEREIRA et al., 2002).

Desta forma, o objetivo da Etapa 2 foi encontrar a porcentagem de
soro fetal bovino capaz de gerar um déficit nutricional na linhagem celular
utiizada neste trabalho (FP5). A concentracdo de soro ideal para gerar este
déficit deve diminuir a taxa de crescimento celular de forma significativa em
relacdo ao crescimento regular da linhagem FP5 (em DMEM com 10 % de
SFB) sem, no entanto, impedir sua viabilidade. Assim, foram realizados 2
experimentos que testaram diferentes concentracdes de soro fetal bovino:
25%,5%,7,5% e 10% (controle) avaliando o crescimento celular (pelo teste

de MTT) em quatro dias experimentais.



47

O protocolo experimental de descongelamento, cultura celular e
plagueamento seguiram o mesmo profocolo j& descrito anteriormente. Em
cada experimento testado, foram vutilizadas 4 placas de 96 pocos, da
mesma forma que na Etapa 1, para avaliacdo do crescimento celular
através do teste do MTT em 4 tempos experimentais (1, 2, 3 e 4, dias apds o

plaqueamento).

Diariamente o meio de cultura era aspirado e 200 pl de meio fresco era
adicionado respeitando sempre a porcentagem de SFB correspondente a
cada grupo experimental. Uma das placas era aleatoriamente escolhida
para ser submetida ao teste de MTI. Nesta placa apenas 100 ul do meio
fresco era acrescentado para que os outros reagentes do teste tivessem

espaco dentro do poco experimental.

Em decorréncia dos resultados da Fase 1 optamos por frabalhar daqui

para frente com 500 ou 1000 células por poco experimental.

No experimento 2.1 foram plagueadas 500 células por poco, em
quadruplicata para os seguintes grupos experimentais de acordo com a

concentracdo do SFB:

Grupos experimentais Experimento 2.1:

G1:2,5% SFB
G2: 5% SFB

G3:7,5% SFB
G4: 10 % SFB (controle)
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Distribuic&o dos grupos experimentais nas placas:

Colunas 1 e 12: controle negativo (BK) para o espectrofotébmetro. As
diferentes concentracdes de SFB no meio de cultura foram distribuidas da
seguinte forma: coluna 2 (10% SFB), 4 (7,.5%), 7 (5%) e 10 (2,5%) (Figura 4.9).
Em cada placa, as concentracdes de SFB foram testadas em quadruplicata
e foram plaqueadas 4 placas, para a realizacdo do teste do MTT em 4 dias

experimentais.

QPR

BK 10% 7.5% 5% 25% BK

Figura 4.9 - Distribuicdo dos grupos na placa de cultura do experimento 2.1

No experimento 2.2 foram plagueadas 1000 células por poco em
quadruplicata, para os seguintes grupos de acordo com a concentracdo do

SFB:

Grupos experimentais Experimento 2.2:

G1:2,5% SFB
G2: 5% SFB

G3: 10% SFB (conftrole)
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Distribuic&o dos grupos experimentais nas placas:

Colunas 1 e 12: controle negativo (BK) para o espectrofotébmetro. As
diferentes concentracdes de SFB no meio de cultura foram distribuidas da
seguinte forma: coluna 4 (2,5%), 7 (5%) e 10 (10% SFB) (Figura 4.10). Assim
como no experimento 2.1, as concentracdes de SFB foram testadas em

quadruplicatas em 4 placas para a realizacdo do teste do MTT diariamente.

N
(2]

e
st
-2

oo

% 10% Bk

W

o

Qun
l

X
X

IT O T MOt D

QRPN

" C

2,

1)
R
&)

Figura 4.10 - Distribuicdo dos grupos na placa de cultura do experimento 2.2

443 Etapa 3. Determinacdo da distribuicdo dos grupos nas placas

experimentais para as iradiacoes.

Em estudos que envolvem irradiacdo celular com laser em baixa
intensidade, a realizacdo de experimentos para testar a distribuicdo dos
grupos nas placas é fundamental para a verificacdo de que tal organizacdo
dos grupos ndo interferird nos resultados finais. Isso se deve, principalmente,

oo fato da radiacdo laser possuir a caracteristica de espalhamento
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(GUTKNECHT; EDUARDO, 2004), podendo atingir mais de um pogo
experimental.

Desta forma, para a determinacdo da distribuicdo dos grupos nas
placas experimentais foram realizados experimentos pilotos onde as células
foram submetidas & irradiacdo com laser de baixa poténcia. O protocolo de
irradiacdo foi realizado j& na tentativa de responder ao objetivo do frabalho,
ou seja, foram testadas energias inteiras e fracionadas.

Foram redlizados dois experimentos (3.1 e 3.2), ambos com déficit
nutricional de 2,5 % de SFB. No experimento 3.1 foram plaqueadas 500
células e no experimento 3.2, 1000 células. Os grupos experimentais (Tabelas
1 e 2) foram divididos em duas placas experimentais e cada uma foi
plaqueada em quadruplicata (Figura 4.11 e Figura 4.12) para que o teste do

MTT fosse realizado em 4 tempos experimentais (dias 1, 2, 3 e 4).

2

G1. Unica irradiacdo de 3 segundos, energia total de 0,12 J e 1,97 J/cm
G2. Unica irradiagdo de 6 segundos, energia total de 0,24 J e 3,93 J/cm?
G3. Unica irradiacdo de 9 segundos, energia total de 0,36 J e 5,9 J/cm?

G4. Controle positivo (10 % SFB, sem irradiacéo) placa 1

G5. Controle negativo (2,5 % SFB, sem irradiacdo) placa 1

Quadro 4.1 - Grupos experimentais placa 1
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G6. 2 irradiagbes de 3 segundos (6/6 h), energia total de 0,24 J e 2 x 1,97 J/cm?

G7. 3 irradiagbes de 3 segundos (6/6 h), energia total de 0,36 J e 3 x 1,97 J/cm?
G8. Controle positivo (10 % SFB, sem irradiacdo) placa 2

G9. Controle negativo (2,5 % SFB, sem irradiacédo) placa 2

Quadro 4.2 - Grupos experimentais placa 2

Distribuic&o dos grupos nas placas:

.# p-;. - 4.;. E<3 .‘“" -
E -}- .“' -‘.‘.’- .‘-‘- ot
- - > >

BK &1 G2 G3 G4 G5 BK

Figura 4.11 - Distribuicdo dos grupos experimentais na placa 1

4:41 gt g S
F “‘ ‘.‘.j.‘ﬁi.‘-: -‘.‘-_ =9

Figura 4.12- Distribuicdo dos grupos experimentais na placa 2



52

4.4.3a Equipamento Laser

O equipamento laser utilizado foi o Twin Laser (MMOPTICS Ltda, Sdo
Carlos, S.P. Brasil) pertencente ao LELO - Laboratério Especial de Laser em
Odontologia da FOUSP (Figura 4.13). O Twin Laser possui dois diodos, um
emitindo no comprimento de onda do vermelho visivel (INnGaAIP, 660 nm)
com até 40 mW de poténcia e o outro, emitindo no comprimento de onda
infravermelho (GaAlAs, 780 nm) com até 70 mW, sendo a drea do feixe de
iradiacdo 0,036 cm?. Antes e apds cada irradiacdo, a poténcia de emissdo
laser foi aferida por um medidor de poténcia (Powermeter, Molectron, EUA
pertencente ao LELO -FOUSP) (Figura 4.14). Assim, o valor da poténcia foi
ajustado para os valores desejados por meio do medidor de poténcia e ndo

pelo valor apresentado no painel de controle do equipamento.

Figura 4.13 - Twin Laser (MMOPTICS Ltda, SGo Carlos, S.P. Brasil)
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Figura 4.14 - Medidor de poténcia (Powermeter Molectron, EUA)

4.4.3b Protocolo de Irradiacdo

No dia seguinte ao plagueamento e imediatamente antes das
iradiacoes, todos os meios de cultura foram trocados (meio déficit para os
grupos irradiados e controle negativo e 10 % SFB para o grupo controle
positivo). Nos grupos de multiplas irradiacdes, estas foram realizadas a cada

6 horas (PEREIRA et al., 2002).

No momento da irradiacdo, as placas de cultura eram acomodadas
dentro de uma mdscara escura, confeccionada com cartolina preta, com

apenas a drea a ser iradiada exposta (Figura 4.15).
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Figura 4.15 - Md&scara escura com os espacos de irradiacdo por grupo experimentall

O protocolo de irradiacdo foi delineado de maneira padronizada
uma vez que a distdncia entre o laser e a superficie de aplicacdo interfere
na dosagem utilizada. A distGncia enfre o feixe laser e as células foi
constante, mantendo-se a ponteira do laser em contato com o fundo da
placa experimental em um aparato especialmente desenvolvido para
iradiacdo de culturas celulares pelo Laboratério de Cultura de Células do

Dept. de Dentistica da FOUSP (Figura 4.16 e Figura 4.17).

Figura 4.16 - Suporte desenvolvido no laboratério de Cultura de Células do
Departamento de Dentistica para aplicacdo padronizada do laser nos
pocos (Capela de fluxo laminar com suporte para a irradiacdo do laser
e placa pronta para ser iradiada)
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Figura 4.17 - M&scara escura com a placa de cultura dentro sendo posicionada para a
iradiacdo (A) e o laser sendo acionado (B)

A incidéncia do feixe laser foi feita através da base das placas de
cultivo celular (MOORE et al., 2005), incidindo diretamente na monocamada
celular sem precisar ultrapassar o meio de cultivo. As placas de cultura
utiizadas eram compostas por poliestireno transparente com 1 mm de
espessura sendo a drea cultivavel de cada um dos 96 pocos de 3 mmz2. Uma
vez que a espessura do fundo da placa € de 1 mm, o laser foi acionado a
esta distGncia da cultura de células, e os cdlculos dos pardmetros utilizados
foram feitos levando-se em consideracdo este dado, ou seja, a drea de
iradiacdo foi recalculada. Os pardmetros de irradiacdo estdo descrito no
Quadro 1 e foram escolhidos conforme frabalhos prévios realizados no
laboratdrio (PEREIRA et al.,, 2002) e outfros estudos relatados na literatura

(MOORE et al., 2005).
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Comprimento de Poténcia Modo de Area de Tempo de Fluéncia ou Energia
onda W iradiacdo iradiacdo iradiacdo | Densidade de total
(W) Energia
2 g
(nm) (cm?) (s) (/e (J)
3 1,97 0,12
660 40 Contato e 0,061 6 3.93 024
(Laser vermelho) pontua : :
2 5.9 0,36

Quadro 4.3 - ParGmetros das irradiacdes com o Twin Laser

Todos os grupos experimentais foram expostos s mesmas condicoes de
estresse ambiental (temperatura, umidade e luz), sendo que durante as
iradiacdes os grupos controles permaneceram fora da estufa o mesmo
tempo que os grupos irradiados.

Os meios de cultura foram trocados diariamente pelos meios

correspondentes e duas placas por dia (placa 1 e 2) foram submetidas ao

teste da reducdo do MTT.

4.4.4 Etapa 4. Determinacdo do tempo experimental (plagueamento,

crescimento, iradiacdo e andlise do MTT)

Os intervalos de tempo entre o plagueamento celular e as irradiacoes,

e entre estas e os métodos de avaliacdo sdo bastante discutidos na
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literatura. O primeiro intervalo deve ser tal que as células sejam capazes de
se adaptarem a sua nova condicdo de vida, ou seja, ao meio de cultura e
poco experimental (fase lag). Uma vez adaptadas, as células iniciam a fase
log de multiplicacdo celular. Para responderem s irradiacoes, o ideal é que
elas se enconfrem no inicio da fase log, assim seu crescimento estimulado
pelo laser poderd ser comparado com o crescimento do grupo controle ndo
iradiado. O segundo intervalo é bastante critico uma vez que segundo a
literatura, a multiplicacdo celular é estimulada pela radiacdo laser
(HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005; KARU, 1987; LUBART et al., 1992). Assim, se o
tempo de avaliacdo apds a iradiacdo for grande, as células podem confluir
e perder sua vitalidade e, no momento da avaliacdo do crescimento, este
ndo poderd ser mais observado. Trabalhos que avaliaram o crescimento
celular 72 h apds a iradiacdo encontraram resultados opostos comparados
com avaliacdes 24 h apds airradiacdo (VINCK et al., 2003).

Para a determinacdo do tempo experimental primeiramente foram
utilizados 2 experimentos com o objetivo de avaliar o intervalo ideal entre o
plagueamento e a irradiacdo (experimentos 2.1 e 4.2) e depois foram feitos
2 experimentos para avaliar o intervalo ideal entre as irradiacdes e a
realizacdo do teste de reducdo do MTT (experimentos 4.3 € 4.4).

Os experimentos 2.1 e 4.2 foram realizados sem a etapa de irradiacdo
celular, apenas avaliando a adaptacdo celular com o meio de cultura em 4
dias experimentais (2.1) e avaliando a adaptacdo celular 24 horas apds o
plagueamento (4.2). Ambos os experimentos compararam as células em

meio 10% e em meio déficit, sendo o experimento 2.1 realizado com 500
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células por poco e meios déficits de 2,5% e 5% e o experimento 4.2 com 1000
células por poco e meio déficit de 2,5% de SFB.

O protocolo experimental do experimento 2.1 apesar de j& ter sido
apresentado, foi novamente descrito no quadro 4.5 e a descricdo do

experimento 4.2 estd no quadro 4.6.

o0 me ultura de
Dia 5: roca do meio de cultura de fodas as placas e 4° teste de MTT

Distribuicdo dos Grupos nas placas experimentais:

BK 10% 5% 25% BK

Quadro 4.5 - Cronograma e distribuicdo dos grupos nas placas do experimento 2.1

Distribuigcdo dos Grupos nas placas experimentais:

BK 10% 2,5% BK

Quadro 4.6 - Cronograma e distribuicdo dos grupos nas placas do experimento 4.2
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Os experimentos 4.3 e 4.4 foram realizados de acordo com o0s

seguintes grupos experimentais:

G1: 3 segundos de iradia¢cdo /0,12 J/ 6,3 J/cm?
G2: 6 segundos de irradiacdo /0,24 J / 12,6 J/cm?2
G3: 9 segundos de irradiacdo / 0,36 J/ 18,9 J/cm?
G4: 2 x 3 segundos de iradiacdo / 2x 0,12 J (0,24 J)/ 2x 6,3 J/cm?
G5: 3 x 3 segundos de irradiacdo / 3x 0,12 J (0,36 J)/ 3 x 6,3 J/cm?
Gé: controle negativo (5 % SFB, sem irradiacdo)
G7: controle positivo (10 % SFB, sem irradiacdo)
O protocolo experimental utilizado em ambos os experimentos foi igual
(Quadro 4.7), a Unica diferenca entre eles foi o tempo de avaliacdo pelo

teste de MTT. No experimento 4.3 a andlise foi realizada 24 h apds as

iradiacdoes e o no experimento 4.4, 48 h apds as irradiacoes.

Dia 2: Troca dos meios de cultura
Dia 3: Irradiagfes (com intervalo de 6/6hs)

Dia 4: Troca de todos os meios de cultura + Avaliacao da reducéo do MTT para o

experimento 4.3

Quadro 4.7 - Protocolo dos experimentos 4.3 e 4.4
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Distribuicdo dos grupos nas placas experimentais:

A distGncia deixada entre os grupos experimentais e entre os pocos
dentro de cada grupo foi modificada, conforme os resultados dos
experimentos previamente realizados. Os grupos experimentais ficaram em
placas diferentes e, dentro de cada placa, apenas 4 pocos experimentais

foram utilizados (Figura 4.18).

GRUPOS:

Gl (3seg.0.12))
G2 |65eg, 024 ))

G3 (7 5eg, 0,36 J)

Gé (2x35eg, 0,24 ))

G7 (33 seg, 0,36 J)

I & T M OnOutteisan

Figura 4.18 - Distribuicdo dos grupos irradiados nas placas experimentais.

Cada grupo iradiado foi plagueado em uma placa, em
quadruplicata, com os pocos experimentais bastante afastados entre si (2 A,
8 A, 5H e 11H).

Os grupos controle por outro lado, Gé: controle negativo (5% SFB, sem
iradiacdo) e G7: conifrole positivo (10% SFB, sem irradiacdo), foram

agrupados em 1 Unica placa, sendo 8 pogos por grupo (Figura 4.19).
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Figura 4.19 - Placa com os grupos controles (Gé e G7)dos experimentos 4.3 € 4.4

Equipamento laser utilizado para os experimentos 4.3 € 4.4:

O experimento laser utilizado foi o Thera Lase (DMC® Equipamentos
Ltda - SGo Carlos, S.P, Brasil), pertencente ao LELO - Laboratério Especial de
Laser em Odontologia da FOUSP (Figura 4.20). O Thera Lase é classificado
como classe 3B, possui dois diodos emitindo no comprimento de onda do
vermelho visivel (INGaAlIP), com comprimento de onda 685 nm, e outro

emitindo no infravermelho (AsGaAl), com comprimento de onda de 830 nm.

Figura 4.20 - Equipamento Thera Lase (DMC Equipamentos LTDA, S&o Carlos, SP, Brasil)
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O laser utiizado foi o vermelho, com uma poténcia de saida
aproximada de 40 mW, drea da fibra de 0.0028 cm?, diGmetro do feixe de
0,06 cm, emissdo continua e aplicacdo pontual. Antes e apds cada
iradiacdo, a poténcia de emissdo laser foi aferida por um medidor de
poténcia (LaserCheck, Coherent, EUA/ Fapesp Auxilio a Pesquisa 05/55431-0)
(Figura 4.21). Assim, o valor da poténcia foi ajustado para os valores
desejados por meio do medidor de poténcia e ndo pelo valor apresentado

no painel de controle do equipamento.

- —
H32y>Ds DL

Figura 4.21 - Medidor de poténcia LaserCheck (Coherent, EUA)

Protocolo de irradiacdo utilizado nos experimentos 4.3 e 4.4:

No dia seguinte ao plagueamento e imediatamente antes das
iradiacoes, todos os meios de cultura foram trocados (meio déficit para os
grupos irradiados e controle negativo e 10 % SFB para o grupo controle

positivo).
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No momento da irradiacdo, as placas de cultura eram acomodadas
dentro de uma mdscara escura, confeccionada com cartolina preta, com
apenas a drea a ser irradiada exposta. Esta mdscara foi confeccionada
com um reforco de cartolina na sua base com 4 orificios destinados ao
encaixe da ponteira do equipamento laser de forma que a irradiacdo
ocorresse no ponto central do poco experimental. Ao encaixar a placa de
cultura na mdscara, era ajustado o ponto central de iradiacdo no centro

do poco de cultura e a mdascara era fechada com o auxilio de fitas adesivas

(Figura 4.22).

Figura 4.22 - Colocag¢do da mdscara escura com checagem se o posicionamento estava
certo, com o centro do orificio do laser no meio do pogo experimental

Além disso, para que todas as iradiacdes fossem feitas de forma
perpendicular & base da placa, foi desenvolvido um artificio de cartolina
para aqjustar a angulacdo existente na ponteira do equipamento. No
momento da irradiacdo, este artificio juntamente com a ponteira encaixada
na mdscara escura e sua posicdo paralela, além do contato da ponteira
com o fundo da placa, indicava que a irradiacdo poderia ser iniciada

(Figura 4.23).
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Figura 4.23 - Aparato para encaixar a ponta do laser e manter a aplicagcdo perpendicular e
encostada na placa de cultura

Uma vez que a incidéncia do feixe laser foi feita afravés da base das
placas de cultivo celular (incidindo diretamente na monocamada celular), e
a espessura do fundo da placa é de 1T mm, os cdlculos dos pardmetros
utilizados foram feitos levando-se em consideracdo a nova drea de
iradiacdo gerada (Quadro 4.8). Os pardmetros escolhidos seguiram o
mesmo protocolo de tempo de irradiacdo e energia dos experimentos 3.1 e

3.2 anteriormente realizados neste frabalho.
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Comprimento Poténcia Modo de Areade | Tempo de | Fluéncia ou Energia
de onda (W) iradiacdo | irradiacdo | irradiacdo Dermdoc!e de total

(nm) (cm?) (s) energia

(J/cm?) (J)

3 6,3 0,12

685 40 Contato e 0,019 6 19.6 0.24

(Laser vermelho) pontual ' ’
9 18,9 0,36

Quadro 4.8 - Pardmetros das irradiacdes com o Thera Lase

Todos os grupos experimentais foram expostos s mesmas condicoes de
estresse ambiental (temperatura, umidade e luz), sendo que durante as

iradiacdes os grupos controles permaneceram fora da estufa o mesmo

tempo que os grupos irradiados (Figura 4.24).

Figura 4.24 - Organizacdo do fluxo evidenciando todas as placas fora da estufa durante as
iradiacoes
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Os meios de cultura foram trocados diariamente pelos meios
correspondentes e duas placas por dia (placa 1 e 2) foram submetidas ao

teste da reducdo do MTT.

4.5 FASE 2: REALIZACAO DA METODOLOGIA FINAL

A metodologia final estabelecida levou em consideragcdo oS
resultados dos experimentos anteriormente realizados. Assim, para a
metodologia final foram plagueadas 1000 células por poco experimental, e
o déficit nutricional escolhido foi o meio contendo 5 % de SFB. As placas
foram separadas por grupo experimental, e em cada uma apenas 4 pocos
foram utilizados. As irradiacdes foram realizadas apenas 48 h apds o
plagueamento celular, e a andlise do MTT foi realizada 12 h apds a Ultima
iradiacdo.

Os grupos experimentais foram irradiados com o laser vermelho sobre
a linhagem FP5 variando o numero de irradiacdes e a densidade de
energia, com 0s mesmos grupos experimentais descritos nos experimentos
43 e 4.4

O descongelamento, cultura e plagueamento celular seguiram o
mesmo protocolo dos experimentos anteriores. O tempo experimental, o

equipamento laser, o protocolo de irradiacdo e a distribuicdo dos grupos
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nas placas foram realizados da mesma forma que no experimento 4.3. A

metodologia final do experimento estd ilustrada na Figura 4.25.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL FINAL

~
Preparo experimental, % ¥ e
+10 dias . ’ ’ o
CULTIVO CELULAR St Gt SO cal TN S e
.
/- L i
i il PLACAS DE & A dndh it
o < CULTURA A o e e e
' GRUPOS SO S B e B e B
DIA 1. Plaqueamento : B RRADAD0S e -
Celular ' . PLACA DE CULTURA DOS ki
- ; GRUPOS CONTROLE INCUBACAQ EM ESTUFA
DIA 2. Cultivo Celular froca dos .
meios de *
cultura i

INCUBACAO

Gl 3iegdeinod 0]

DIA 3. Irradiacdes Sy A < T G2 biegde /024 )
radiag . J 3 A G 7iegde iod /034 )
- G4 243 g defrod / 210,12 ot 024 )
Troesdos = R N e 6% 313129 deinod / 310,12, lofcl 036 )
meios de 4 y "
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cultura G ipeieafl

POSICIONAMENTO DA MASCARA 578, sem nadogia)
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PROGRAMA ESTATISTICO: SPSS 13.0

-

Figura 4.25 - Esquema da metodologia experimental final
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nos testes de reducdo do MTT foram comparados
estatisticamente pelo método de andlise de variGncia (ANOVA)
complementado pelo teste de Tukey. O nivel de significncia foi de 5 %
(p<0.,05).
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5 RESULTADOS

Em todos os experimentos, apds a readlizacdo do teste do MTT os
valores obtidos no espectrofotdmetro no formato de log do valor de
transmité@ncia (densidade Optica, DO) foram comparados estafisticamente
pelo método de andlise de variGncia (ANOVA) complementado pelo teste
de Tukey. O nivel de significncia foi de 5 % (p<0,05). A andlise estatistica foi
realizada utilizando o programa estatistico SPSS versdo 13.0 (Apache

Software Foundation, 2004).

5.1 FASE 1 - DETERMINACAO DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL

5.1.1 Etapa 1 - Determinacdo do numero de células a serem plagueadas

Esta etapa foi realizada para determinar quantas células por poco
experimental deveriaom ser plagueadas em cada poco experimental para
que ao longo de 4 dias fosse observado um crescimento celular significativo.

Foram realizados 3 experimentos para a determinacdo do niUmero de
células e os dados obtidos através do espectrofotdbmetro, foram

comparados em um mesmo teste estatistico (ANOVA dois fatores
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complementado por Tukey). Para isso, o valor de 100% foi conferido a média
dos dados do 4° dia e as médias dos outros dias foram atribuidos valores em
porcentagem comparados a este (Grafico 5.1).

A andlise de variGncia no teste estatistico envolvendo todos os grupos
experimentais mostfrou que em relacdo 4 afividade mitocondrial
(crescimento celular) houve diferenca entre os grupos experimentais sendo:
F (4,60)=8,763; p= 0,000, entre os dias experimentais x grupos: F (12,60)= 1,93;
p= 0,048, mas ndo houve diferenca estatistica entre os dias experimentais: F
(3.60)=1,323; p=0,275 (Anexo B).

Para completar a interpretacdo da curva de crescimento e avaliar se
houve diferenca significativa entre os dias 1 a 4 em cada quantidade celular
testada, foram realizados testes estatisticos individuais para cada grupo

experimental (ANOVA a um fator complementada por Tukey) (letras no

Grafico 5.1 e Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Resultado estatistico da varidvel crescimento celular em funcdo dos dias
experimentais dentro de cada grupo. Letras diferentes equivalem & diferenca
estatistica dentro de cada grupo. *p = valor de p da ANOVA a um fator

GRUPOS DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 F p*
G1: 500 células 53,46 + 27,440 52,99 +17,24¢ 85,64 +8,77 ab 100,0+ 14,100 6,718 0,007
G2: 1000 células 59,88+ 8,46¢ 61,37 £4,920 86,22+ 16,360 100,0+ 10,91 © 12,719 0,000
G3:2000 células  139,93+52,54a  111,22+51,88e 114,19 +36,43c 100 + 18,920 0,638 0,605
G4: 3000 células 103,36 +2595« 86,53+ 13,990 81,18+ 7,90¢ 100,0 + 13,35¢ 1,621 0,236
G5: 5000 células  101,0 £22,21 @ 111,59+ 15,67 103,02 +23,94c  100,0 + 26,384 0222 0,879
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Determinagao do NOmero de Células

140,0000—] a Grupos
—00 ¢ &V

| Q00 ¢ €[0S
——t000 células
—000 CElUlas

5000 células

120,0000—

100,0000—

G0,0000—

Unidodes do MTT (%)

0,0000 =

40,0000 —

I ] T |
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

Dias Experimentais

Grdfico 5.1 - Curva de crescimento de diferentes quantidades celulares plagueadas
(grupos) em funcdo do tempo experimental. Letras diferentes significam
diferenca estatistica dentro de cada grupo experimental (cores iguais)

Houve crescimento significativo de células do dia 1 ao dia 4 somente
nos grupos de 500 e 1000 células. Esse crescimento apresentou uma fase lag
do primeiro ao segundo dia e foi mais acentuado apds o segundo dia, fase
log, até o terceiro quando atingiu o platd, ou seja, no quarto dia o nuUmero
de células foi similar aquele do terceiro. Nos demais grupos ndo foram
identificados crescimento celular, o niUmero de células se manteve estdvel

durante todo o periodo experimental.
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5.1.2 Etapa 2 - Determinacdo da porcentagem de soro fetal bovino no meio

de cultura que promova um déficit nutricional celular

Em experimentos onde culturas celulares sdo irradiadas com luz laser,
previamente & iradiacdo as células sdo mantidas em meio de cultura com
déficit nutricional. Essa situacdo de estresse celular criada é fundamentada
pelo fato da irradiacdo ser melhor absorvida por células cujo potencial
redox esteja alterado (KARU, 1989). Uma das maneiras de se obter isso
experimentalmente é reduzindo a porcentagem normal de SFB do meio de
cultura DME, que em condicdes nutricionais ideais € 10 %, para menores

concentracoes.

O objetivo desta etapa foi, portanto, determinar a porcentagem de
SFB que promova um déficit nutricional. A porcentagem déficit deve diminuir
a taxa de crescimento celular de forma significativa em relacdo o
crescimento normal da célula (10 % de SFB) sem, no entanto, impedir a sua

viabilidade.

Nesta etapa, foram feitos 2 experimentos (2.1 e 2.2) e suas andlises
foram realizadas durante 4 dias experimentais para se obter a curva de
crescimento celular comparativa entre os meios com baixas concentracdes

de SFB (meios déficits) e o meio ideal de nutricdo (10 % SFB).
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5.1.2a Resultados experimento 2.1

Neste experimento foram plagueadas 500 células por poco
experimental e foram testadas as concentracdes de 2,5%, 5%. 7.5 % € 10 %

de SFB ao longo de 4 dias experimentais.

O fteste da ANOVA 2 fatores mostrou significGncia entre os dias
experimentais (p=0,000), mas ndo entre as concentracdes de SFB (p=0,311) e
nem entre os dias versus concentracoes (p=0,164) (Anexo C).

A curva de crescimento celular ao longo dos 4 dias experimentais
comparando as diferentes concentracdes de SFB enconfra-se no Grdfico
5.2. A avadliacdo da curva de crescimento foi complementada por testes
estatisticos complementares (ANOVA a um fator) avaliaondo o crescimento
de cada grupo ao longo dos 4 dias experimentais (Tabela 5.2) e testes
comparando os grupos em cada dia experimental (Tabela 5.3).

O grafico 5.2 mostra que as culturas tratadas com 10 % de SFB
apresentaram crescimento durante todo o tempo experimental, enquanto
as culturas tratadas com 2,5 %, 5 % e 7,5 % de SFB o niUmero de células
vidveis se manfeve estavel.

Quando comparamos o numero de células de cada grupo no tempo
final do experimento (dia 4) verificamos que os grupos fratados com 2,5 % e
5 % de SFB ftiveram quantidades de células semelhantes, porém
significativamente menores do que o grupo crescido nas condicdoes ideais

de nutricdo (10 % SFB) (letras mailsculas do Grdfico 5.2). O grupo tratado
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com 7,5 % de SFB apresentou quantidade celular similar aos grupos 10 % e 5

%.

Experimento 2.1 Curva de crescimento em diferentes porcentagens de SFB

01,3750 — Concentragdo SFB
—'2_,5%
s— 5T,
00,3500 — 5%
— ] (1T
— 03250
@]
e
= 0.3000—
=
8]
T 0.2750—
(4]
i
8 00,2500 —
o
i
= 2250
0, 2000 —
00,1750 —

I T I I
dia 1 dia 2 dia 3 dia 4

Dics Experimentais

Grdfico 5.2 - Experimento 2.1, curva de crescimento em quatro dias experimentais diferentes
concentracdes de SFB testadas. Letras minuUsculas diferentes indicam
diferenca estatistica no mesmo grupo em tempos experimentais diferentes.
Letras maiUsculas diferentes indicam diferenca entre os grupos no mesmo
periodo experimental

Tabela 5.2 - Resultados da andlise de varincia (ANOVA a um fator) avaliando o
crescimento de cada grupo ao longo dos 4 dias experimentais. Letras
diferentes significam diferenca estatistica entre os dias dentro de cada grupo
experimental. *p = valor de p da ANOVA a um fator

Grupos DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 F p*

Gl1:25%SFB 023+£0,06c 023+0,10e¢ 025+£0,02¢ 0,21+0,03¢ 0245 0,863
G2:5 % SFB 021005 020£0,07c 0,27+0,04c 0,25+0,02¢ 1,486 0,268
G3:75%SFB  020+£0,06e 0,21+£007¢ 031+£0,09c 030+0,02¢ 2,81 0.85
G4:10% SFB 0,19+£0,10c¢  0,19+0,06@ 0,31 £0,03eb 0,36+0,05P 6,718 0,007
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Tabela 5.3 - Resultados da andlise de vari@ncia (ANOVA 2 fatores) comparando os grupos
dentro de cada dia experimental. Letras diferentes significam diferenca
estatistica entre os grupos dentro de cada dia experimental. *p = valor de p
da ANOVA a um fator.

Dias G1:2,5% SFB G2:5% SFB G3:7,5% SFB G4:10 % SFB F p*

DIA1 0,23%0,06 @ 0.21£0,05 @ 0,20+£0,06 @ 0,19%£0,10 @ 0,179 0.908
DIA 2 023%£0,10¢@ 0,20+0,07 @ 0,21 £0,07 ¢ 0,19+0,06 @ 0,143 0,932
DIA3 0,25+0,02 @ 0,27£0,04 @ 0,31 £0,09 ¢ 0,310,083 @ 1,177 0,359
DIA 4 0,21 +0,03 @ 0,25+ 0,029  0,30+0,02 be 0,36 +0,05 © 12,752 0,000

5.1.2b Resultados experimento 2.2

Neste experimento foram plagueadas 1000 células por pocgo
experimental e foram testadas as concentracdes de 2,5, 5, e 10 % de SFB ao

longo de 4 dias experimentais.

O fteste da ANOVA 2 fatores mostrou significGncia entre os dias
experimentais (p=0,002), as concentracdes de SFB (p=0,000) e os dias versus
concentracdes (p=0,000) (Anexo D).

Assim como no Experimento 2.1, a avaliacdo da curva de crescimento
(Grdfico 5.3) foi complementada por testes estatisticos (ANOVA a um fator)
avaliando o crescimento de cada grupo ao longo dos 4 dias experimentais
(Tabela 5.4) e testes comparando os grupos em cada dia experimental
(Tabela 5.5).

A curva de crescimento do experimento 2.2 mostrou que ao longo dos

4 dias experimentais o grupo com 10 % de SFB apresentou crescimento
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celular enquanto que o grupo déficit 5% o niUmero de células manteve-se
estavel e o grupo 2,5 % apresentou diminuicdo significativa no numero
celular. Comparando os grupos em cada dia experimental, o grupo 10 % de
SFB apresentou quantidade celular significantemente maior que os outros
grupos em todos os tempos experimentais. Entre os grupos déficit, somente
apds o segundo dia experimental houve diferenca estatistica na quantidade
celular, sendo o nUmero de células do grupo 5 % de SFB significantemente
maior que o do grupo 2,5 % de SFB. A partir do segundo dia experimental, a
diferenca estatistica entre todos os grupos testados manteve a mesma

relacdo: G3>G2>Gl.

Tabela 5.4 - Resultados da andlise de variGncia (ANOVA a um fator) comparando o
crescimento celular ao longo dos 4 dias experimentais dentro de cada
grupo. Letras  diferentes significam diferenca estatistica entre os dias dentro
de cada grupo experimental. *p = valor de p da ANOVA a um fator

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 F p*

G1:25%
SFB 0.01 0,00« -0,01 £0,00p -0,01 £0,00p -0,01 £0,00p 42,936 0,000

G2:5%SFB 002+ 0,00 001001 002001« 0,00+0,00¢ 2,393 0,119
G4:10% SFB 0,06 +0,00¢  0,06+0,00c 0,07+0,01° 0,08+0,00° 12,719 0,000




77

Experimento 2.2 Curva de crescimento em diferentes concentragoes de SFB
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Grdfico 5.3 - Experimento 2.2, mostrando a curva de crescimento em quatro dias

experimentais das diferentes concentracdoes de SFB testadas. Letras
minUsculas diferentes indicam diferenca estatistica no mesmo grupo em
tempos experimentais diferentes. Letras mailUsculas diferentes indicam
diferenca entre os grupos no mesmo periodo experimental

Tabela 5.5 - Resultados da andlise de varidncia (ANOVA a um fator) comparando os grupos

em cada dia experimental. Letras diferentes significam diferenca estatistica
entre os grupos denfro de cada dia experimental. *p = valor de p da ANOVA a
um fator

G1:2,5% SFB G2:5 % SFB G3: 10 % SFB F p*
DIA 1 0,01 £0,00 @ 0,02+0,008 @ 0,05+0,007 b 25,662 0,000
DIA 2 -0,01 £0,004 @ 0.01+£0,010b 0,050,004 ¢ 72,937 0,000
DIA 3 -0,01 £0,003 @ 0,02+0,01¢% 0,07+0,01¢ 326,901 0,000
DIA 4 -0,01 +£0,003 @ 0,008 £ 0,00 b 0,08 £ 0,009 ¢ 68,255 0,000




78

5.1.3 Etapa 3 - Determinacdo da distribuicdo dos grupos nas placas

experimentais para a realizacdo das irradiacoes

Nesta etapa foram realizados dois experimentos 3.1 e 3.2, cujo objetivo
foi avaliar se a distribuicdo dos grupos nas placas ndo interfere no resultado
final, ou seja, a distdncia entre os pocos experimentais € tal que impede que
a luz emitida durante o procedimento de irradiacdo celular seja captada

por outro poco experimental.

5.1.3a Resultados do experimento 3.1

Neste experimento, foram plagueadas 500 células por poco
experimental e 24 horas apds o plagueamento as células foram irradiadas
com laser emitindo no comprimento de onda vermelho. Os grupos foram
distribuidos em 2 placas experimentais. Na placa 1 estavam os grupos de
iradiacdo Unica (3s, 6 s e 9 s) e seus controles (controle positivo uni: 10 % SFB
e o controle negativo uni: 2,5 % SFB) e na placa 2 os grupos de multipla
iradiacdo (2x 3 se 3x3s) e seus controles (controle positivo multi: 10 % SFB e
o controle negativo multi: 2,5 % SFB). 14 horas apds a Ultima irradiacdo, foi
realizado o primeiro teste de MTT que foi repetido por mais 3 dias, totalizando

4 avaliacoes.
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Os dados de todos os grupos obtidos pelo espectrofotdmetro foram
agrupados em um mesmo teste estatistico (ANOVA 2 fatores) e a curva de
crescimento obtida enconfra-se no Grdfico 5.4. Os resultados da ANOVA
mostraram que houve diferenca estatistica entre os dias experimentais

(p=0,000), grupos (p=0,000) e entre dias x grupos (p=0,008) (Anexo E).

Curva crescimento Experimento 3.1
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Grdfico 5.4 — Curva de crescimento celular do Experimento 5.4 ao longo de 4 dias
experimentais

Foi realizado um teste estatistico (ANOVA a um fator) (Tabela 5.6) no
intuito de avaliar a curva de crescimento celular de cada grupo ao longo
de todo o periodo experimental. O nUmero de células dos grupos

pertencentes & placa 1 (Unica irradiacdo) permaneceu igual durante os 4
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dias experimentais. J& os grupos da placa 2 tiveram diferentes
comportamentos: enquanto o grupo controle positivo (10 % SFB) manteve-se
estavel, os grupos de multiplas irradiacdes (2 x 3 s e 3 x 3 s) e 0 grupo
controle negativo (5 % SFB) tiverem um declinio estatisticamente significante

no nUmero de células ao longo dos 4 dias experimentais.

Tabela 5.6 - Resultado da ANOVA a um fator do Experimento 3.1. Avaliacdo do
crescimento celular de cada grupo ao longo dos 4 dias experimentais. Letras
diferentes significam diferenca estatistica entre os dias no mesmo grupo
experimental. *p = valor de p da ANOVA a um fator

10 % 25%
3s 6s 9s 10 % uni 2,5 % uni 2X3's 3x3's multi multi

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

0,06 + 0,06 + 0,05+ 0,05+ 0,03 + 0,12+ 0,13+ 0,14 = 0,07 =
0,03 @ 0,019 0,019 0,019 0,019 0,020 0,040 0,049 0,040
0,02+ 0,02+ 0,01+ 0,04 + 0,01+ 0,04 + 0,07 + 0,07 + 0,06 +
0,01¢ 0,01¢ 0,00¢ 0,01¢ 0,01¢ 0,03¢ 0,06 ab 0,04¢ 0,050k
0,07 + 0,06 + 0,04 + 0,10+ 0,04 + 0,03 + 0,05+ 0,10+ 0,02+
0,049 0,049 0,039 0,079 0,059 0,00 @ 0,020 0,059 0,010
0.11= 0,04 = 0.01 = 012+ 0,00 = -0,00 = 0.01 = 0,09 = -0,00 =
0,149 0,069 0,039 0,089 0.01¢9 0.01¢9 0.01¢9 0,029 0,009

0.829 1.171 2,18 1,439 1,487 20,475 5,795 2,006 3,932

0,503 0,361 0,143 0,28 0,268 0,000 0,011 0,167 0,036

Outro teste estatistico (ANOVA a um fator) foi realizado comparando
os grupos em cada dia experimental (Tabela 5.7 e Grdficos 5.5 a 5.8). Onde

letras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos.
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Tabela 5.7 — Resultado da ANOVA a um fator do Experimento 3.1. Comparacdo entre os
grupos por dia experimental. Letras diferentes significam diferenca estatistica
enfre  0s grupos no mesmo tempo experimental. *p = valor de p da ANOVA

a um fator
Grupos DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4
3s 0,06 £ 0,06 abec 0,02+0,01 @ 0,07 £ 0,044 0,11 +0,14ap
6s 0,06 £0,01 abe 0,02+0,01¢ 0,06 0,040 0,04 +0,06 ab
9s 0,05+0,019p 0,01 £0,00¢ 0,04 +0,03¢ 0,01 +0,03 ap
10 % uni irrad 0,05+0,01 abe 0,04+0,01¢@ 0,10 £0,07 @ 0,12+0,08 ab
5 % uni irad 0,03+0,01¢ 0,01 £0,01¢@ 0,04 £ 0,054 0,00+0,01@
2x3s 0,12 +0,02bcd 0,04 +0,03¢ 0,03+0,00¢ -0,00+0,01¢
3x3s 0,13+0,04¢c4 0,07 £0,06¢ 0,05+0,02¢ 0,01 £0,01¢
10 % multi irrad 0,14+0,04d 0,07 £0,04¢ 0,10 £0,05¢ 0,09 £ 0,02
5 % multi irrad 0,07 + 0,04 abcd 0,06 +0,05¢ 0,02 +0,01a -0,00 £0,00¢
F 6,032 2218 1,773 2,566
*0 0,000 0,058 0,127 0,032

Os resultados do primeiro dia experimental (Grafico 5.5), 14 horas apos
a Ultima irradiacdo e 48 horas apds o plagueamento celular, mostraram que
ndo houve diferenca estatistica no niUmero de células tanto entre os grupos
da placa 1 (Unica iradiacdo) quanto entre os grupos da placa 2 (mdultipla
iradiacdo). No entanto, quando comparamaos o grupos
independentemente da placa em que pertencem notou-se que todos 0s
grupos da placa 2 apresentaram valores numéricos maiores que 0s grupos
da placa 1. O numero de células do grupo 10 % SFB multi irrad foi
estatisticamente maior que o numero de células do grupo 10 % uni irad.
Além disso, o numero de células do grupo 10 % multi irad também foi

superior estatisticamente quando comparado aos grupos 3 s, 6 s, 9 s e déficit

uni iradiado.
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No segundo e no terceiro dia, os resultados dos testes do MIT
mostraram que ndo houve diferenca estatfistica entre o nUmero de células
de todos 0s grupos experimentais. No dia 2 os grupos que se destacaram
numericamente foram os grupos controles positivos (10 % multi e uni irrad), o
grupo 3 x 3 s e o grupo déficit multi irad. J& nos dia 3, os grupos controles
positivos, o grupo 3 s e 6 s apresentaram numericamente a maior
quantidade celular apesar de assim como no dia 2 ndo ser significante
estatisticamente.

No Ultimo dia (dia 4), o perfil do nUmero celular apresentou algumas
modificacdes. O grupo controle positivo 10 % uni irad apresentou
quantidade celular estatisticamente superior aos grupos experimentais mulfi
iradiados (2 x 3 s e 3 x 3s) e que ambos os grupos déficits. No entanto,
quando o grupo 10 % uni irrad foi comparado com os demais grupos, NnAo

houve diferenca estatistica no nimero celular.
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Grdfico 5.5 - Comparacdo entre os grupos experimentais no dia 1
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Grdfico 5.6 - Comparacdo entre os grupos experimentais no dia 2
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Grdfico 5.7 - Comparacdo entre os grupos experimentais no dia 3
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Grdfico 5.8 - Comparacdo entre os grupos experimentais no dia 4
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5.1.3b Resultados experimento 3.2

Neste experimento, diferente do 3.1, foram plagueadas 1000 células
por poco experimental. Os tempos e protocolos experimentais, grupos e sua
distribuicdo nas placas 1 e 2 foram feitos da mesma forma que o
experimento 3.1. A curva de crescimento resultante dos dados obtidos pelo
espectrofotdmetro nos 4 dias experimentais e submetidos ao teste estatistico
(ANOVA 2 fatores) encontra-se no Grdfico 5.9. Os resultados da ANOVA
mostraram que houve diferenca estatistica entre os dias experimentais
(p=0,000), grupos (p=0,000) e entre dias x grupos (p=0,000) (Anexo F).

Para avaliar o crescimento de cada grupo experimental ao longo dos
4 dias foi realizado o teste estatistico ANOVA a um fator, complementado
por Tukey (Tabela 5.8). O grdfico 5.9 ilustra a curva de crescimento de todos
0s grupos testados ao longo de 4 dias experimentais. Os grupos controle
positivos (10 % SFB multi e uni irradiacdo) apresentaram crescimento celular
em dois tempos: do dia 1 para o dia 2 e do dia 3 para o dia 4. Este padrdo
de crescimento também foi verificado no grupo 3 s. Os grupos 9 s e o déficit
uni irrad apresentaram crescimento apenas entre os dia 1 e 2, sendo que nos
dias seguintes o grupo 9 s manteve-se estavel enquanto que o grupo déficit
uni irad assim como o déficit multi irad apresentaram diminuicdo no
numero de células entre os dias 3 e 4. O grupo déficit multi iradiacdo, assim
como o grupo 2 x 3 s ndo apresentou crescimento entre os dias 1 e 2 mas

cresceram entre os dias 2 e 3, sendo que o grupo 2 x 3 continuou estavel até
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Ultimo dia experimental. Em contraste, o grupo 3 x 3 s ndo apresentou
alteracdo no numero de células durante os 4 dias experimentais enquanto o
grupo 6 s apresentou crescimento do dia 1 ao dia 3 e manteve-se estavel

entre os dias 3 e 4.

Curva de crescimento celular do Experimento 3.2

GrUpos
— G

— 5

— g

] (% SFB uniimad
e o] £ it LR irrr g

0,2000—

— vy F 5
— 35

10% 5FB multiirad
| £l it VI it

0,1000—

0,0000—

Unidades do MTT [DO)

-0,1000—

| I I I
dia 1 dia 2 dia 3 dia 4

Dics Experimentais

Grdfico 5.9 - Grdfico experimento 3.2, mostrando a curva de crescimento dos grupos
experimentais em relacdo ao tempo



Tabela 5.8 — Resultado da ANOVA a um fator do Experimento 3.2. Avaliacdo do crescimento
celular de cada grupo ao longo dos 4 dias experimentais. Letras diferentes
significam diferenca estatistica entre os dias no mesmo grupo experimental.

*p = valor de p da ANOVA a um fator

10 % 2,5 % 10 % 2,5%
3s 6s 9s uni uni 2x3 s 3x3s multi multi
-0,02 + -0,03 + -0,02 + -0,00 + -0,01 + 0,04 0,03+ 0,05+ 0,02+
Dial | 0,01¢ 0,00@ 0,00@ 0,01¢ 0,000 0,00ab 0,00@ 0,01« 0,010
0,01 + 0,01 + 0,04 + 0,13 0,03+ 0,03+ 0,04 0,15+ 0,03+
Dia2 | 0,00b 0,00 0,01p 0,000 001¢ 0,01@ 0,01@ 0,02b 0,020
0,03+ 0,06 + 0,07+ 0,14 % 0,05+ 0,074 0,07 = 0,17 0,10
Dia3 | 0,02bc 0,02¢ 0,01b 0,000 0,01¢ +0,01% 0,01 0,01b 0,04¢
0,05+ 0,04 0,05+ 0,18 0,11 0,074 0,09 + 0,22 + -0,09 =
Dia4 | 0,01¢ 0,00¢ 0,02 0,01¢ 0,01« +0,02b 0,040 0,03¢ 0,00¢
F 16,499 55,036 25,718 243,165 86,357 6,071 3,921 46,128 38,572
*p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,037 0,000 0,000

Para comparar os grupos em cada dia experimental, foram realizados

testes estatisticos (ANOVA a um fator e Tukey) (Tabela 5.9 e Grdficos 5.10 a

5.13).

Tabela 5.9 - — Resultado da ANOVA a um fator do Experimento 3.2. Comparacdo do
crescimento celular entre os grupos em cada dia experimental. Letras
diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos no mesmo dia

experimental. *p = valor de p da ANOVA a um fator.

10 % 25% 10 % 2,5%
3s 6s 9s uni uni 2x3's 3x3s multi multi F *n

0,00 = 0,04 = 0,03 0,05+ 0,02 =

Dial 0 0 0 0,00f 0 0,00k<c  0,00Pc 0,00¢ 0,01% 30,41 0,000
0,02+ 0,03 0,02 = 0,00 = 0,01 = 0,04 = 0,03+ 0,05+ 0,02 =

Dia2 | 0012 0,002 0,00 2 0,01b 0,00 2 0,002 0,002 0,01b 0,012 43,63 0,000
0,01+ 0,01+ 0,04 = 0,13+ 0,03 0,03 0,04 = 0,15+ 0,03

Dia3 | 0002 0,00ab  Q0,01ab (Q000c¢d 0,012b (Q012b (Q012ab (0,024 0,02be 15,66 0,000
0,05+ 0,04 = 0,05 % 0,18+ 0,07 = 0,09 = 022+ 0,09 =

Dia4 | 0,05ab 0,002k 0,02P 0,01 ¢ 0 0,02b 0,04 0,03 ¢ 0,03 2 42,62 0,000
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Os Grdficos 5.10 a 5.13 ilustram a atividade mitocondrial (crescimento
celular) das células nos diferentes grupos testados em cada um dos 4 dias
experimentais. Os resultados dos testes de Tukey estdo representados por
letras nos grdficos, sendo que lefras diferentes significam diferenca
estatistica. Para diferenciar as placas experimentais utilizadas, foram
atribuidas cores diferentes para as placas: cinza claro para a placa cujos

grupos foram irradiados uma Unica vez, e cor cinza escuro para 0s grupos

multi iradiados.

Dia 1: crescimento x grupos

déficit multi irrad =
10% SFB muilti irrad =
3x3segn
2x3seg-

déficit 1 irrad 7

10% SFB 1 irrad -

Grupos Experimentais

9 seg T a
6 seg - a

3seg ™ a

I I I I I
-0,0200 0,0000 0,0200 0,0400 0,0600

Unidades do MTT (DO)

Grdfico 5.10 - Resultado estatistico do experimento 3.2, dia 1

No dia 1 (Grdfico 5.10) ndo houve deteccdo da atfividade
mitocondrial nos grupos de irradiacdo Unica. Enquanto que o0s grupos

experimentais multi irradiados (2 x 3 s e 3 x 3 s) apresentaram atividade
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mitocondrial semelhante entre si e semelhante aos grupos controles mulfi
irad. O grupo controle positivo (10 % SFB) apresentou, no entanto, nimero

de células estatisticamente maior que o grupo controle negativo (déficit

multi iradiado).

Dia 2: crescimento X grupos
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Grdfico 5.11 - Resultado estatistico do dia 2

O segundo dia experimental ilustrado pelo grafico 5.11, mostra que a
atividade mitocondrial (nUmero de células) dos grupos controles positivos (10
% uni e mulit irrad) foi superior estatisticamente que todos os outros grupos. O
numero de células dos grupos irradiados, no entanto, foram similares entre si
e similares ao numero de células dos grupos controles negativos (déficits).

Observou-se também o crescimento numericamente maior do grupo



90

controle positivo multi iradiado em relacdo ao controle positivo uni

iradiado, apesar de ndo serem diferentes estatisticamente.

Dia 3: crescimento X grupos
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10% SFB multi irrad = d

2]

O 3x3seg =

+—

C

o

E 2x3seg™
=

o

o déficit 1 irrad =

x

LUl

8 10% SFB 1 irrad = L{ c,d

o

o]

6 9 seg = 94‘ ab

6 seg = §4‘ a,b
3 seg™ % 54{ a
T T T
0,0000 0,1000 0,2000

Unidades do MTT (DO)

Grdfico 5.12 - Resultado estatistico do dia 3

O nUmero de células dos grupos irradiados independentemente do
numero de irradiacdes (Unica ou multipla) foi similar no dia 3 (Grdafico 5.12).
O nUmero de células dos controles positivos (10 % SFB multi e uni irrad) foram
similares entre si e significantemente maiores que os grupos irradiados e que
o controle déficit uni irradiacdo. J& o nUmero de células do controle déficit
da placa multi irradiada foi similar ao conftrole positivo 10 % uni irrad e aos
grupos irradiados exceto o grupo 3 s que foi estatisticamente menor que o

grupo controle (déficit) multi iradiado.
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Dia 4: crescimento x grupos
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Grdfico 5.13 - Resultado estatistico do dia 4

No quarto dia experimental, ou seja, 5 dias apds a iradiacdo, os
grupos controles positivos (10 % SFB multi e uni irrad) apresentam o niUmero
de células estatisticamente maior que todos os outros grupos testados. Entre
0s grupos irradiados ndo houve diferenca estatistica no nimero de células,
no entanto, foram estatisticamente superiores aos grupos controles déficits.
Nos grupos déficit ndo foi detectado atividade mitocondrial pelo
espectrofotdbmetro, indicando auséncia ou quantidades minimas de células

vidveis.
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5.1.4 Etapa 4 - Determinacdo do tempo experimental (plagueamento,

crescimento, iradiacdo e andlise do MTT)

Nesta quarta etapa, foram readlizados experimentos para se
determinar:
1. O intervalo de tempo ideal entre o plagueamento celular e as iradiacoes:
este intervalo foi determinado a partir de experimentos onde as células ndo
foram irradiadas, mas tratadas com meio nutricional completo ou meio
déficit e avaliadas em 4 dias.
2. O intervalo de tempo ideal entre as irradiagcdes e sua avaliacdo através
dos testes do MTT: a determinacdo deste intervalo foi feita a partir de
experimentos onde as células foram submetidas d irradiacdo e o tempo de
avaliacdo foi feito em dois momentos: apds 24 e 48 h da irradiacdo.

Para a determinacdo do tempo ideal entre o plagueamento celular e
a irradiacdo foram utilizados 2 experimentos. O experimento 2.1 cujos
resultados j& foram descritos anteriormente mostrou que entre os dias 1 e 2,
0s grupos experimentais testados ndo apresentam diferenca estatistica em
relacdo ao numero celular. Somente a partir do segundo dia experimental a
curva de crescimento celular foi aparente, com uma tendéncia de
crescimento celular ascendente até o 4° dia experimental, quando o

nUmero celular foi estatisticamente superior ao primeiro dia do teste do MTT.
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No experimento 4.2, foram plagueadas 1000 células por poco
experimental e foi realizado com o objetivo de avaliar se apds 24h do
plagueamento celular j& existia diferenca entre os grupos experimentais
testados, ou seja, se o crescimento celular das células tratadas com o meio
déficit era menor que as fratadas com o meio ideal de nutricdo (10 % SFB). A
presenca de diferenca estatistica entre os grupos € fundamental uma vez
qgue quando as células sdo submetidas & irradiacdo esta diferenca € que
determinard e possibilitard os efeitos do laser sobre estas células.

O grdafico 5.14 ilustra o resultado da ANOVA (F(1,6) = 1,355; p = 0,289) a
um fator complementado pelo teste de Tukey. NGo houve diferenca entre o
numero de células dos grupos tratados com 2,5 % de SFB e com 10 % SFB

apos 24 horas do plagueamento celular.

Crescimento celular 24h ap6s o plaqueamento

0,0600=

a

o

0,0400=

0,0200=
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0,0000=

T T
2,5% 10%

Grupos (% SFB)

Grdfico 5.14 - Crescimento celular 24h apds o plagueamento. Letras diferentes significam
diferenca estatistica

Para avaliar o tempo experimental ideal entre as irradiacdes e a

andlise pelo teste do MIT foram readlizados outros 2 experimentos cujas
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andlises do MTT foram realizadas em diferentes tempos experimentais. Em
ambos os experimentos foram plagqueadas 1000 células por poco
experimental, a concentracdo do SFB déficit foi de 5 % e os grupos controles
foram mantidos em placas separadas dos grupos experimentais e estes
foram distribuidos conforme j& descrito nas Figuras 4.16 e 4.17 do Material e
Métodos. O experimento 4.1, avaliou o MTT 24 h apds as irradiagcdes e o
experimento 4.2 avaliou o MTT 48h apds as iradiacdes. Os dados obtidos
pelo espectrofotdmetro foram unidos e os resultados da ANOVA e teste de
Tukey encontram-se no Grdafico 5.15 e Tabela 5.10.

As comparacgoes enfre os grupos experimentais avaliados apods 24 e 48
horas, avaliacdo A e B respectivamente, indicam que as diferencas entre os
grupos da avaliacdo A sdo mais evidentes que entre os grupos da avaliacdo
B.Em A, o nUmero de células dos grupos controle positivo 10%, 2x3se 3x3s
foram estatisticamente similares entre si, € maiores que todos os demais
grupos testados. JG em B, os mesmos grupos confinuaram estatisticamente
similares entre si, porém apenas o controle 10% foi maior estatisticamente
que o0s outros grupos. O nUmero de células do grupo 3 x 3 s foi
estatisticamente semelhante a todos os grupos e o 2 x 3 s foi semelhante a
todos exceto ao grupo 3 s ao qual foi estatisticamente superior em numero
de células.

Em A, o nUmero de células do controle negativo 5 % em relacdo aso
grupos uni irradiados mostrou ser similar aos grupos 3 s e 95, porém

estatisticamente menor que o grupo 6 s. Também foi inferior estatisticamente
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aos grupos 10 %, 2 x 3 e 3 x 3 5. O controle negativo 5 % em B, apenas foi
menor estatisticamente que os grupos 10 % e 9 s.

Entre os grupos uni irradiados (3's, 6 s € 9 s), em A O grupo que
apresentou maior nuUmero de células foi o grupo 6 s, porém sé foi maior
estatisticamente que o grupo 9s que, juntamente com o grupo 5 %,
apresentaram a menor quantidade celular em relacdo a todos os grupos
testados. Em B, inversamente, o grupo que apresentou maior nUmero de
células foi o grupo 9s, similar ao grupo é s e maior estatisticamente que o
grupo 3s.

Comparando o nUmero de células enfre os grupos A e B, os grupos
controles negativos mantiveram-se estaveis, sendo similares estatisticamente.
Por outro lado, o grupo controle positivo 10 % de A apresentou quantidade

celular estatisticamente maior que em B.
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Efeito fototerapia - MTT 24 h (A) e 48 h (B) ap0s as irradiacoes
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Grdfico 5.15 - Avdliacdo do crescimento celular 24h (A, Experimento 4.1) e 48h (B,
Experimento 4.2) apds as iradiacdes. Barras com cores iguais indicam o
mesmo grupo experimental e as lefras A ou B fempo de avaliacdo diferente

Comparando os grupos 3 s € 6 s dos experimentos avaliados em A
(24h) e B (48h), ndo houve diferenca estatistica no niumero de células. J&
enfre os grupos de 9 s de irradiacdo, em B o nUmero de células foi
estatisticamente superior que em A.

J& entre os grupos multiiradiados, 2 x 3s e 3 x 3 s a comparagcdo entre
eles do numero de células apresentou valores estatisticamente maiores em

A que em B.



Tabela 5.10 - Dados estatisticos da comparacdo entre os grupos dos experimentos 4.1(A) e

4.2 (B) Letras diferentes significam diferenca estatistica

Grupos A Resultados Grupos B Resultados
Controle 5% A 0.01 £0,00 ab.cd Controle 5% B 0,01 £0,00 ap
Controle 10%A 0,03+0,00f Controle 10%B 0.02+0,00 ¢

3seg A 0,01 £0,00 ab.cde 3segB 0,000,002

6seg A 0,02+ 0,00 de 6segB 0,01 £0,00 ab.cd

9seg A 0,01 £ 0,00 ab.c 9segB 0,02 £ 0,00 cd.e
2x3 A 0,04 +0,00f 2x3 B 0,02+ 0,00 bede
3x3 A 0,04+0,00f 3x3 B 0,01 £ 0,00 abcde

valorde F 29,397 valor de p 0,000

5.2 FASE 2 - REALIZACAO DA METODOLOGIA FINAL

Esta fase foi realizada baseada nos resultados da Fase 1, cujos
experimentos buscaram determinar:

= O nUmero de células a serem plagqueadas;

» A porcentagem de soro fetal bovino no meio de cultura que

promovesse um déficit nutricional celular;

= A distribuicGo dos grupos nas placas experimentais para a realizacdo

das irradiacoes;
= O tempo experimental ideal enfre o plagueamento e as irradiacoes e
entre essas e a andlise do MTT.

Foi determinado o protocolo experimental, ou seja, a metodologia

final, que foi realizada com o intuito de avaliar os efeitos do fracionamento
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de energias comparados com energias totais na fototerapia com laser em
baixa infensidade sobre o crescimento de fibroblastos de polpa dentdria
humana.

A metodologia final foi realizada com o plagueamento de 1000
células por poco experimental, sendo o meio déficit composto por 5 % de
SFB. A distribuicdo dos grupos na placas foi feita conforme os experimentos
4.3 e 4.4, ou seja, os controles foram colocados em placas separadas dos
grupos irradiados e estes foram distribuidos ocupando cada grupo
experimental uma Unica placa e dentro desta as réplicas ocupavam 4
pocos experimentais afastados entre si. Apds o plaqueamento celular foi
deixado um intervalo de 24 h para em seguida serem readlizadas as
iradiacdes conforme o grupo experimental. O teste do MTT foi realizado
apds 14 horas da Ultima irradiacdo, ou seja, no dia seguinte s irradiacoes.

Os grupos experimentais testados na metodologia final foram: G1(SFB
5 %, sem irradiacdo); G2 (3s); G3 (6s); G4 (9 s); G5 (2x3 s); G6 (3x3 s); G7 (SFB
10 %, sem irradiacdo). O resultado da andlise de variéGncia (ANOVA a um
fator) mostrou que hd diferenca entre os grupos experimentais para a
varidvel crescimento celular (% MTT), sendo F (6,21)= 40,311; p = 0,000.

Para detectar as diferencas entre os grupos foi realizado o teste de
Tukey a nivel de 5%. O resultado foi: G1(0,01+£0,00) a; G2(0,01+£0,00)ab;
G3(0,02+0,00)b; G4(0,01£0,00)2; G5 (0,04+0,00)c; G6(0,04+0,00)<; G7(0,03+0,00)¢
(Grdafico 20).

O Grdfico 5.16 ilustra o nUmero de células em relacdo ao grupo

experimental testado. O niUmero de células do grupo controle positivo (G7,
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10% SFB) foi estatisticamente similar aos grupos multi iradiados 2x3e 3x3se
todos estes foram estatisticamente superiores aos demais grupos testados.
Entre os grupos uni irradiados, o grupo 3 s foi estatisticamente semelhante
aos grupos 6 s e 9 s, porem enfre estes, o grupo 6 s foi estatisticamente
superior ao grupo 9 s. O grupo controle negativo 5 % SFB foi estatisticamente
semelhante aos grupos 3 s € 92 s e menor estatisticamente que os grupos

controle positivo e os multi iradiados.

Efeito Fototerapia metodologia final
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Grdfico 5.16 - Efeito da fototerapia do experimento final. Letras diferentes significam
diferenca estatistica
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6 DISCUSSAO

A fototerapia com laser em baixa intensidade tem sido amplamente
ufiizada como um tratamento coadjuvante, alternativo e ndo invasivo
promovendo a aceleracdo dos processos cicatriciais, reducdo de dor,
edema e modulando a inflamacdo. Atualmente, a literatura ja ndo
busca mais comprovar a eficdcia da acdo do laser sobre os tecidos, uma
vez que a literatura € vasta de trabalhos cientificos que justificam seus
mecanismos e efetividade. Os profissionais atualmente querem saber como
melhor administrar a dosimetria para alcancar melhores resultados clinicos. A
energia administrada diariamente poderd ser somada para ser administrada
semanalmente? A efetividade de uma Unica irradiacdo € correspondente a
esta mesma energia fracionada? Estas questdes impulsionaram a realizacdo
deste tfrabalho que teve como objetivo testar o efeito da fototerapia no
crescimento de fibroblastos usando irradiacoes com energia total aplicada
de uma vez ou fracionada.

Com o infuito de responder a estas perguntas a partir do método de
cultura celular, este trabalho inicialmente desenvolveu uma metodologia
experimental e posteriormente realizou esta metodologia comparando os
efeitos da irradiacdo laser usando irradiacdes com energia total aplicada

de uma vez ou fracionada. O efeito da radiacdo laser foi verificado em
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todas as células irradiadas, sendo que as células irradiadas com energias
fracionadas apresentaram maior proliferacdo celular.

Este trabalho utilizou a linhagem celular FP5, de fibroblasto pulpar
humano desenvolvida no laboratdrio a partir da polpa dental de terceiro
molar humano e armazenada no banco de células do mesmo. Os
protocolos de cultura, contagem e plaqueamento celular utilizados foram
semelhantes aos frabalhos previamente realizados no laboratério (ALMEIDA-
LOPES et al., 2001; AZEVEDO et al., 2006; PEREIRA et al., 2002).

A quantificacdo celular, realizada apds as irradiacoes, foi realizada
pelo método colorimétrico do MTT descrito por Mosmann (1983). O método
da reducdo do MTT quantifica a conversdo deste reagente pelas enzimas
mitocondriais cujo produto final de cor azul, o formazam, é quantificado por
um espectrofotdbmetro. A atividade mitocondrial é entdo utilizada para
avaliar a viabilidade celular e consequentemente fazer sua quantificacdo
durante o experimento. Este método, assim como oufros métodos
colorimétricos entre eles o azul de trypan, e o do corante neutro vermelho
séo usualmente utilizados pela literatura para avaliar o crescimento celular
(ALMEIDA-LOPES et al., 2001; HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005; 2006a; VINCK ef
al., 2003).

Para a readlizacdo deste frabalho, o item Material e Métodos foi
dividido em 2 fases. Na primeira fase foram realizados experimentos cujo
objetivo foi a determinacdo da metodologia experimental e a segunda fase

foi arealizacdo desta metodologia estabelecida.
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O primeiro passo para a readlizacdo de experimentos com culturas
celulares € o seu cullivo. Este & necessdrio para que no momento
experimental o nUmero de células seja suficiente para que as amostras por
grupo experimental testado sejom plagueadas em quadruplicata (MOORE
et al., 2005). Cada amostra, no entanto, deve conter um numero de células
fixas cujo valor vai depender do objetivo do trabalho bem como do tipo de
placa de cultura que serd utilizada no experimento.

O nUmero de células ideal para a realizacdo de experimentos com
radiacdo laser em baixa intensidade deve ser tal que permita o crescimento
celular acelerado, que segundo a literatura € o que acontece com células
submetidas a fotoativacdo (HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005; 2006a; VINCK et
al., 2003). Desta forma, os primeiros experimentos realizados neste trabalho
tiveram o objetivo de estabelecer a quantidade ideal de células que
deveriam ser plaqueadas.

Os experimentos que testaram 500 e 1000 células, apresentaram
curvas de crescimento ascendente, com diferenca estatistica entre o 1° e 4°
dia, ao passo que nos grupos com 2000, 3000 e 5000 células, ndo foi
observado crescimento celular ao longo dos 4 dias experimentais. Segundo
Freshney (2005) esta fase de estabilidade € chamada de fase lag, que
segundo Karu, ndo é a fase propicia de irradiacdo, pois as células ndo estdo
fotossensiveis (FRESHNEY, 2005; KARU, 1987). Além disso, quando utilizamos
placas experimentais de 96 pocos Nos experimentos, ou seja, placas com
espaco de cultivo pequeno (3 mm), o nUmero celular plaqueado deve ser

tal que possibilite o crescimento celular ao longo de todo o tempo
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experimental ou ainda que possibilite o crescimento celular que é esperado
apods a irradiacdo com laser. Assim, foi estabelecido que para o
plagueamento celular desta linhagem estudada (FP5), a quantidade de
células por poco pode ser de 500 ou 1000 células.

Moore et al. (2005) também utilizaram placas de 96 pocos, mas
realizaram seus experimentos com 250 células por poco. A linhagem celular
utiizada foi de fibroblastos de pele de ratos, o que pode justificar esta
quantidade escolhida comprovando a importdncia de antes de cada
experimento testar a quantidade celular ideal para linhagem que for ser
utilizada.

Os estudos sobre fototerapia com laser em baixa intensidade na
literatura sGdo ainda muito controversos. No que diz respeito a fase no ciclo
celular que as células se encontram, alguns estudos como de Miyata et al.
(2005), Hawkins e Abrahamse (2006a) irradiaram células confluentes, e
mesmo Nos grupos controles foram encontrados resultados estimulatorios.

Segundo Karu (1987) a célula deve estar com o seu potencial redox
alterado para absorver a luz e desta forma, a resposta celular serd minima
ou ausente quando o potencial redox for 6timo e mdximo quando o
potencial redox estiver alterado (KARU, 1987; 1988). Essa condicdo pode ser
simulada em culfuras celulares deixando as células em déficit nutricional
através da reducdo da porcentagem de SFB (ALMEIDA-LOPES et al., 2001;
PEREIRA et al., 2002).

No entanto, muitos trabalhos apenas se preocupam em alterar o meio

de cultura para uma solucdo tampdo fosfato (PBS) (LOEVSCHALL;
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ARENHOLT-BINDSLEV, 1994) ou reduzir a porcentagem de meio durante a
iradiacdo (VINCK et al., 2003) no intuito da cor do meio experimental
interferir o menos possivel na irradiacdo. Isso, porém, ndo caracteriza um
estresse celular, nem tem este objetivo. Ao conftrdrio, em muitos estudos da
literatura onde ndo foram observados efeitos benéficos do laser (HALLMAN
et al., 1988; POGREL; CHEN; ZHANG, 1997) o motivo pode estar relacionado
entre outros fatores com a auséncia prévia da alteracdo no potencial redox
nas células iradiadas.

No intuito de utilizar um déficit nutricional para causar alteragcdo no
potencial redox celular, foi fundamental encontrar a porcentagem de SFB
déficit que para a linhagem celular estudada caracterize um estresse
celular. Desta forma, foram realizados experimentos para determinar a
porcentagem de SFB déficit que caracterize a situacdo de estresse celular
comparando o crescimento celular dos grupos déficits testados com os
controles com nutricdo completa.

Avaliando a curva de crescimento do experimento realizado com 500
células os grupos déficits de 2,5 % e 5 % de SFB apresentaram viabilidade
celular e mantiveram o niUmero de células estdvel ao longo dos quatro dias
experimentais. Comparados ao grupo controle 10%, os grupos déficits 2,5 %
e 5 % apresentaram quantidades celulares significativamente menores,
enquanto que o grupo testado com 7,5 % de SFB foi semelhante ao controle.
Estes resultados caracterizam os meios 2,5 % e 5 % como possiveis meios

déficits podendo ser utilizados para experimentos com irradiacdo celular.
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J&d no experimento com 1000 células, o grupo déficit 2,5 % ndo
apresentou viabilidade ao longo dos 4 dias experimentais. O grupo 5 %, no
entanto, manteve sua viabilidade além de apresentar durante todo o
periodo experimental, o nUmero de células estatisticamente inferior ao
grupo controle 10%. A porcentagem de 5 % de SFB &, portanto indicada
para gerar déficit nutricional quando sdo plagueadas 1000 células por poco
experimental.

Desta forma, os meios déficits entre 2,5 e 5 % parecem ser ideadis
quando fibroblastos sdo irradiados. Outros estudos realizados no laboratdrio
concordam com esta faixa, Pereira et al. (2002) utilizaram 2,5 % de SFB
enquanto Almeida-Lopes et al. (2001) utilizaram 5 % de SFB para gerar um
déficit nutricional celular.

Quando células sdo irradiadas, a metodologia de iradiacdo nem
sempre é totalmente esclarecida pela literatura. Muitos trabalhos utilizam
placas de cultura que variam entre 3 e 6 cm de di@metro (ALMEIDA-LOPES et
al., 2001; HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005; 2006a), enquanto outros utilizam
placas de 96 pocos, cada um com di@metro aproximado de 3 mm
(AZEVEDO et al., 2006; MOORE et al., 2005; POGREL; CHEN; ZHANG, 1997;
TIMBERLAKE; ENWEMEKA, 2004). Quando placas de 96 pocos sdo utilizadas,
durante a irradiacdo uma mascara escura € usualmente colocada para
impedir que a irradiacdo alcance os pocos dos grupos adjacentes (MOORE
et al., 2005).

Porém, experimentos readlizados anteriormente a este trabalho,

seguindo a metodologia de irradiacdo descrita pela literatura, falharam em
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demonstrar os efeitos do laser em relacdo ao grupo controle positivo (10 %
SFB) e negativo (5 % SFB). Esta experiéncia particular estimulou a realizacdo
de experimentos, cujo objetivo foi avaliar se esta distribuicdo dos grupos nas
placas impediu realmente que a luz emitida durante o procedimento de
iradiacdo celular fosse captada por outro poco experimental, em particular,
0s pogos controles.

Nos experimentos 3.1 e 3.2 foram testados os mesmos grupos
experimentais, de irradiacdo Unica de 3, 6 e 9 segundos e de irradiacdo
multipla 2 x 3 s e 3 x 3 5. Em cada experimento, os grupos foram distribuidos
em 2 placas experimentais, divididos por uni ou multiplas irradiacdes e em
ambas as placas foram colocados grupos controles positivos e negativos.

No experimento 3.1 o nUmero de células dos grupos pertencentes G
placa 1 (Unica iradiacdo) permaneceu igual durante os 4 dias
experimentais. Uma vez que o grupo controle negativo (déficit) estd incluso
neste resultado, podemos sugerir que a irradiacdo chegou até ele. Os
grupos multi irradiados por sua vez, apresentaram no primeiro dia um grande
numero de células, sem diferenca estatistica entre eles. Novamente, o grupo
déficit, por ter se comportado igual aos grupos irradiados e controle positivo,
podem também ter recebido irradiacdo.

No entanto, ao longo dos 4 dias experimentais, enquanto o grupo
controle positivo manteve-se estdvel, os grupos de multiplas irradiacdes e o
confrole déficit apresentaram um declinio no numero de células
estatisticamente significante. Partindo do principio que as irradiacdes foram

realizadas 24 horas antes da primeira avaliacdo, no primeiro dia as células
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podem ter alcancado o seu auge proliferativo devido ao estimulo luminoso,
fazendo com que a viabilidade celular decaisse nos dias consecutivos. Isso é
explicado na literatura (FRESHNEY, 2005) uma vez que os contatos celulares
estabelecidos quando a cultura celular encontra-se em confluéncia sinaliza
morte celular. Esta perda na viabilidade somada ao fato de que o meio de
cultura que é fornecido diariamente as células € um meio com déficit
nutricional e que a irradiacdo ndo foi mais repetida, este comportamento
celular € compreensivel. O controle positivo, no entanto, mesmo sofrendo
qgueda na sua viabilidade celular, conseguiu voltar ao equilibrio logo que
novo meio de cultura completo lhe foi fornecido, mantendo o mesmo
numero de células até o final do tempo experimental.

Comparando os grupos controles positivos entre si, o grupo multi
iradiado apresentou nimero de células estatisticamente superior co mesmo
grupo uni irradiado. Este resulfado concorda com a literatura (ALMEIDA-
LOPES et al., 2001; ENWEMEKA et al., 1990; HALLMAN et al., 1988; HAWKINS;
ABRAHAMSE, 2005) onde células sauddveis também sdo estimuladas pela
radiacdo laser. Assim, neste trabalho, em células sauddveis multiplas
iradiacoes foram mais eficientes que uma Unica irradiacdo.

O interessante, no entanto, € que as células iradiadas uma Unica vez,
durante todo o tempo experimental foram nutridas com o mesmo meio
déficit que os grupos multi irradiados. Contudo, elas ndo apresentaram
qgueda no nUmero celular em nenhum momento, mantendo-se estdveis. Isso
pode indicar o efeito a longo prazo da radiacdo laser, também verificado

por Webb, Dyson e Lewis (1998) e Pourreau-Schneider et al. (1990). Além



108

disso, pode-se sugerir que energias fracionadas apresentam efeitos a curto
prazo comparados com os efeitos de energias Unicas e menores. Energias
baixas em curtos periodos de irradiacdo mostraram causar um macroefeito
duradouro na irradiacdo de células Hela em estudo realizado por Karu
(1988).

Os grupos controles déficits, no entanto, no primeiro dia experimental
apresentaram numero de células semelhantes entre si, ndo seguindo a
tendéncia dos grupos controles positivos, entre os quais o pertencente a
placa multi iradiada apresentou maior crescimento celular. Uma possivel
explicacdo para isso pode ser a localizacdo dos grupos controles déficits
estar mais afastado que todos os outros nas placas experimentais (Figuras
411 e 4.12). Partindo da premissa que os grupos foram irradiados, @
quantidade de luz recebida foi proporcional & distGncia dos grupos
iradiados e a energia do grupo cuja irradiacdo foi espalhada. Desta forma,
O grupo irradiado 6 s, localizado na regido central da placa, deve ter
recebido mais energia extra que os outros grupos, uma vez que recebeu dos
outros dois grupos 3 s e 9 s. A energia recebida pelos grupos controles
déficits localizados 3 colunas de distdncia do grupo 9 s deve ter sido
infermedidria. Todos os pocos, portanto receberam mais energia do que foi
determinado.

Nos 4 dias experimentais, os grupos multi irradiados foram
numericamente maiores nos dias 1 e 2, e nos dias 3 e 4 esta situacdo se
inverteu e os grupos 3 s e 6 s mostraram-se superiores numericamente. Essa

situacdo pode ter ocorrido pela morte celular apds as células terem atingido
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a confluéncia, no entanto, uma vez que as células dos grupos 3 s e 6 s
mantiveram o mesmo numero celular durante todo o experimento, isso pode
indicar um efeito duradouro e ndo tdo estimulante causado por estas
energias.

No quarto dia experimental, nota-se o efeito residual do laser, que
apesar de ainda perdurar (principalmente no grupo 3 s), todos 0s grupos
iradiados possuem estatisticamente o mesmo numero de células e estdo
muito proximos ao limite minimo de deteccdo do espectrofotémetro.

E importante lembrar, todavia, que como o espalhamento da
iradiacdo foi verificado a partir do comportamento dos controles, nestes
experimentos comparacoes entre energias fracionadas e totais perdem o
seu efeito, uma vez que a energia real que cada grupo recebeu ndo pode
ser mensurada.

Outro experimento, agora com 1000 células foi realizado de forma
similar ao anterior. No primeiro dia, os grupos pertencentes a placa 2
(multiplas iradiacdes) foram estatisticamente semelhantes entre si e maiores
que todos os grupos da placa 1, cujos valores ndo foram detectados pelo
espectrofotdmetro. Por mais que tenham célula nos pocos experimentais,
justificado pelo plagueamento ter sido realizado de forma coordenada com
as duas placas ao mesmo tempo, a quantidade pode ndo ser detectada
pelo espectrofotdbmetro.

A curva de crescimento ao longo dos 4 dias experimentais mostrou
que todos os grupos, exceto o grupo 3 x 3 apresentaram crescimento no

numero celular. Este crescimento mesmo 48 horas apds a irradiacdo indica o
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novamente o efeito duradouro da fototerapia. O grupo 3 x 3 s apresentou
quantidade celular estavel ao longo do tempo experimental. O que pode
ter ocorrido € que logo no primeiro dia, estas células atingiram o seu platd, e
se mantiveram estdveis pelos efeitos duradouros do laser, pois da mesma
forma que no outro experimento, as células eram mantidas em meio déficit
durante todo o tempo experimental.

No segundo dia experimental, o nUmero de células tanto dos grupos
multi irradiados como dos grupos uni iradiados, e entre esses € o0 grupo
controle déficit, ndo foram encontradas diferencas estatistica no nUmero
celular. Apenas os grupos controles positivos apresentaram estatisticamente
maior nUmero celular que todos os grupos sendo semelhantes entre si.
Notou-se novamente, o maior niUmero de células do grupo controle mulfi
iradiado, o que confirma que houve estimulo em células sauddveis e nos
grupos controles déficits.

No dia 3 a mesma tendéncia foi repetida, em destaque o grupo 3 s
que apresentou o menor nuUmero celular e o grupo controle déficit mulfi
iradiado que apresentou semelhanca significante em relacdo ao grupo
conftrole positivo uni irradiado. No dia 4, os grupos controles positivos foram
superiores a todos 0s grupos, 0s grupos experimentais mantiveram-se
semelhantes e os grupos controles déficits ndo puderam ser detectados pelo
espectrofotdmetro. Mais uma vez, a localizacdo nas placas experimentais
dos grupos controles déficits pareceu influenciar e a dosagem recebida a
distdncia ndo perdurou até o Ultimo dia experimental como ocorreu com os

outros grupos.
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Comparando energias Unicas com energias fracionadas, estas
apresentaram melhores resultados apenas no primeiro dia experimental. O
fato das diferencas entre as quantidades celulares serem melhor percebidas
no dia 1, indica que os efeitos do laser sdo melhores avaliados 24 horas apos
sua irradiacdo.

Os resultados dos experimentos 3.1 e 3.2 levantaram a importdncia da
realizacdo de experimentos levando-se em consideracdo a possibilidade de
ocorrer uma sobreposicdo de energia uma vez que e placas de 96 pocos a
iradiacdo com o laser vermelho mostrou atingir até 3 colunas adjacentes,
afetando os grupos controles negativos. Assim, a sugestdo deste trabalho
para que a sobreposicdo de energia fosse evitada foi a colocacdo de um
grupo experimental por placa, sendo que entre as amostras experimentais
fosse deixada uma dist@ncia de no minimo 3 colunas. Além disso, que 0s
grupos controles ndo estivessem localizados na mesma placa experimental
que 0s grupos irradiados.

Quando keratindcitos e fibroblastos foram irradiados em placas de
culturas de 96 pocos, incluindo os grupos controles dentro das placas, a
proliferacdo, migracdo e adesdo celular dos grupos irradiados ndo foi
diferente estatisticamente dos grupos controles ndo irradiados (POGREL;
CHEN; ZHANG, 1997). No estudo realizado por Moore et al. (2005), os grupos
controles e experimentais também foram alocados na mesma placa
experimental. Este estudo comparou diferentes comprimentos de onda em
células endoteliais e fibroblastos. Os resultados demonstraram que os

fibroblastos sdo melhores estimulados entre 665 e 675 nm enquanto que as
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células endoteliais pareceram preferir 655 nm. Além disso, o comprimento de
onda infravermelho testado, 810 nm, foi inibitdrio para os fibroblastos. Ora,
diante de muitos trabalhos que comprovaram os efeitos bioestimulatdrios do
infravermeho em fibroblastos (ALMEIDA-LOPES, et al., 2001; BOLTON; YOUNG;
DYSON, 1995; KREISLER et al., 2002; LOEVSCHALL; ARNOLD-BINDSLEY; 1994)
novos trabalhos devem ser feitos para eliminar a possibilidade do efeito
encontrado ndo ter sido causado por sobreposicdo de energia.

Além disso, aparatos para iradiacdo mecdnica de placas
experimentais desenvolvidos (TIMBERLAKE; ENWEMEKA, 2004) devem levar
em consideracdo o espalhamento da irradiacdo e serem reprogramados
para manter uma distncia segura entre os pocos que serdo iradiados.

Dentre os diversos protocolos experimentais relatados da literatura
quando culturas celulares sdo irradiadas, a seqUéncia experimental
redlizada ainda € muito diversificada, ampliando as diferencas entre os
trabalhos e diminuindo seus par@metros de comparacdo. Por exemplo, o
tempo experimental entre o plagueamento e as primeiras irradiacdées nos
trabalhos da literatura varia muito: 12 h (ALMEIDA-LOPES et al., 2001), 24h
(MOORE et al., 2005; PEREIRA et al., 2002; VINCK et al., 2003), 48h (LUBART et
al., 1992), e até o momento cujas células enconfram-se préximas a
confluéncia (LOEVSCHALL; ARENHOLT-BINDSLEV, 1994) ou confluentes
(HAWKINS; ABRAHAMSE, 2006a).

O intervalo de tempo entre as irradiacdes e suas avaliacdes pelos
diferentes métodos de andlise € outro intervalo também variado na

literatura. No entanto, este intervalo € um pouco mais critico uma vez que os
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efeitos do laser podem ser perdidos quanto mais tarde forem avaliados. Este
fato pode ser observado por Vinck et al. (2003). Neste trabalho foram
comparados os efeitos de diferentes fontes de luz em diferentes irradidncias
(W/cm?) sobre fibroblastos. Comparando os resultados de diferentes
experimentos semelhantes apenas readlizados em tempos de avaliacdo
diferente, foi observado que os resultados avaliados em 72 h apds a Ultima
iradiacdo foram totalmente contrdrios aos avaliados no tempo de 24 h. No
trabalho de Moore et al. (2005) as avaliacdes do crescimento de fibroblastos
e keratindcitos iradiados com diferentes comprimentos de onda sé foram
realizadas 72 horas apds as iradiacdoes. Seus resulfados da acdo do laser
infravermelho, anteriormente comentados, foram inibitdrios para os
fibroblastos. Por outro lado, Lubart et al. (1992), realizou as andlises apds 24 h
da irradiacdo e verificou o aumento no nUmero de mitoses de células
iradiadas comparadas com o controle ndo irradiado.

Ainda para a determinacdo da Metodologia experimental deste
trabalho, foram finalmente realizados experimentos que buscaram encontrar
o intervalo de tempo ideal entre o plagueamento celular e as irradiacoes e
o intervalo entre essas e sua avaliacdo através do teste do MTT.

Analisando os resultados do experimento 2.1 foi verificado que entre
os dias 1 e 2 ndo houve diferenca no nUmero de células entre os grupos
testados. Este experimento assim como o 4.2 comparou somente grupos em
déficit nutricional e grupos com nutricdo ideal, com o intuito de verificar qual
é a tendéncia normal das células nestas duas condicdes nos dias

consecutivos ao plagueamento. No experimento 4.2, 24 horas apds o
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plagueamento, também ndo foi encontrado diferenca estatistica no
numero celular entre o grupo déficit e controle 10% testado. Nos
experimentos com iradiacdo € fundamental haver uma diferenca
significante no nUmero de células entre os grupos déficit e controle antes da
iradiacdo para que os resultados sejam verificados. Desta forma, o tempo
de 24 horas antes da realizacdo das irradiacdes foi escolhido como ideal.
Este intervalo € o mesmo relatado na literatura que uma célula leva para se
adaptar ao meio de cultura (FRESHNEY, 2005).

No intuito de determinar o tempo ideal entre as iradiacdes e a andlise
do MTT foram realizados dois experimentos semelhantes cujas andlises foram
realizadas 24 (A) e 48 (B) horas apds a Ultima irradiacdo. Os experimentos
foram plaqueados com 1000 células, em meio déficit com 5 % de SFB, as
placas experimentais foram separadas por grupo e dentro de cada uma
delas os pocos foram distanciados. As irradiacdes foram realizadas conforme
o objetivo do trabalho, avaliando se energias Unicas sdo equivalentes as
mesmas fracionadas no crescimento celular.

As diferencas entre os grupos experimentais em A foram mais
significativas que em B. Enquanto em A os grupos controle positivo 10 % de
SFB, 3 X 35 e 2x 3 s foram semelhantes entre si, porém maiores que os demais
grupos € os grupo 6 s foi superior em numero de células que 9s e que o
controle, em B apesar dos grupos multi iradiados serem semelhantes como
controle positivol0 % de SFB, apenas este foi estatisticamente superior a
todos os outros. Ocorreu uma tendéncia de inversdo da quantidade de

células que pode ser verificado com o aumento do nUmero de células do
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grupo 9 s, que 24 horas antes seria 0 menos populoso, ao mesmo tempo que
a diferenca entre os grupos multi iradiados com os grupos uni irradiados que
era significante agora se tornou semelhante.

O contato celular extremo quando a cultura celular atfinge a
confluéncia faz com que a viabilidade celular diminua com a morte celular
de algumas células. Isso ocorre para que o processo proliferativo da
populacdo celular figue em equilibrio. Esta diminuicdo na viabilidade apds o
grande crescimento celular pode ser verificada nos grupos multi irradiados.
Assim, o grupo 9 s ainda estava em fase lenta de crescimento ndo tendo
passado, portanto pela perda da viabiidode que pode fter sido
experimentada pelo grupo 6 s, por exemplo.

Para evitar estas especulacdes sobre crescimento e perda de
viabilidade, que é ciclico (FRESHNEY, 2005), a fase mais sensivel ao teste de
MTT verificada e entendida neste trabalho como ideal foi a avaliacdo 24
horas apos as irradiacoes.

Baseado nos experimentos realizados foi determinada a metodologia
final experimental no intuito de avaliar os efeitos do fracionamento de
energia comparados com energia total na fototerapia com laser em baixa
intensidade sobre fibroblastos pulpares humanos. 1000 células foram
plagueadas e a porcentagem déficit adicionada ao meio foi de 5 % de SFB.
Os grupos experimentais foram distribuidos nas placas conforme os
experimentos 4.3 e 4.4. O protocolo de irradiacdo foi realizado 24 horas apods
o plagueamento, com o laser vermelho (INGaAIP), poténcia aproximada de

40 mW, com os seguintes grupos experimentais: G1(SFB 5 %, sem irradiacdo);
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G2 (3s,6,3J/cm2e0,12J); G3 (65, 12,6 J/cm2e 0,24 J); G4 (955, 18,9 J/cm2e
0.36 J); G5 (2x35,2x 6,3 J/cm2e 0,24 J); G6 (3x 3 s, 6,3 J/cm2e 0,36 J); G7
(SFB 10 %, sem irradiacdo).

Segundo Karu (1987), existe uma forte relacdo entre os pardmetros da
luz e os efeitos bioestimulatérios a nivel celular e, enfre o momento da
iradiacdo e os limites da magnitude dos efeitos biomodulatérios. ParéGmetros
da irradiacdo como comprimento de onda, irradidncia e fluéncia sdo as
caracteristicas mais importantes tanto na estimulacdo quanto na inibicdo do
metabolismo celular (KARU, 1987).

Neste trabalho, o comprimento de onda escolhido foi o visivel (685
nm) que conforme a literatura possui os melhores resultados na estimulacdo
de fibroblastos (HASS et al., 1990; MOORE et al., 2005; POURREAU-SCHNEIDER
et al., 1990; STEINECHNER; DYSON, 1993; YOUNG et al., 1989; YU et al., 1996) A
poténcia utilizada também estd de acordo com a literatura (HAWKINS;
ABRAHAMSE, 2006; ALMEIDA-LOPES et al., 2001; PEREIRA et al., 2002) e as
fluéncias concordam com a literatura nos grupos 3 s (6.3 J/cm?2) e 9 5 (18,9
J/cm?) (ALMEIDA-LOPES et al., 2001; HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005; 2006a;
KREISLER et al., 2002). J& a fluéncia do grupo 65 (12,6 J/cm?2) possui resultados
contraditérios na literatura (HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005; 2006b).

Os efeitos terapéuticos do laser, segundo Karu (1988) sdo geralmente
atribuidos ao aumento na proliferacdo celular. Este trabalho concordou
com a literatura (ALMEIDA-LOPES et al., 2001; AZEVEDO et al., 2006; BOLTON,
1995; BOULTON 1981; HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005; 2006A; 2006B; NARA;

MOTONO; MORIOKA, 1992; POURREAU-SCHNEIDER et al., 1990; VAN BREUGEL;
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BAR, 1992; VINCK et al., 2003) demonstrando que os grupos irradiados
apresentaram maior nUmero de células que os grupos ndo irradiados e
mantidos com o mesmo déficit nutricional.

O objetivo deste trabalho foi comparar o fracionamento da energia
com esta mesma quantidade de Joules administrada de uma Unica vez. Este
tipo de comparacdo, assim como o fracionamento de doses nos mais
variados par@metros € bastante controverso na literatura.

Utilizando doses baixas e fracionadas, um estudo feito por Hawkins e
Abranhamse (2006b), mostrou que uma irradiacdo de 5J/cm? e duas de 2,5
J/cm2 no mesmo dia em 2 dias consecutivos estimularam a proliferacdo
celular, mantendo a viabilidade celular e a atividade mitocondrial sem
causar efeitos adicionais danosos para a célula. Este estudo indicou que
dose acumulada administrada uma vez ao dia determina o efeito
estimulatorio ou inibitério do laser sobre as respostas celulares. Também com
doses baixas, Mester, Mester e Mester (1985) demonstraram que quando
administradas repetidamente, porém com um intervalo apropriado de
tempo entre si, sdo mais efetivas que as mesmas doses administradas em
menor intervalo de tempo.

Abergel em culturas de fibroblastos demonstrou que repeticdes de
doses menores em longos intervalos sdo mais efetivos (ABERGEL et al., 1984).
E segundo Tuner e Hode (1999) a fototerapia tem se demonstrado
cumulativa, ou seja, os efeitos da dose de um tratamento perduram por um
tempo e se outro tratamento for realizado neste intervalo os efeitos sdo

somados. Isto torna essencial que os intervalos entre os tratamentos ndo
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sejam muito préoximos evitando sobreposicdo de estimulo  que
eventualmente podem estar acima do ideal para a bioestimulacdo,
podendo até levar a uma faixa bioinibitdria com resultados insatisfatorios.

Hawkins e Abrahamse (2006b) compararam a irradiacdo de doses
multiplas e seus resultados demonstraram que o acUmulo de efeitos que
levam a uma inibicdo é dose-dependente. Foram testadas multiplas
iradiacoes didrias (1,2 ou 3) de 2,5, 5 e 16 J/cm2, em dois dias consecutivos.
Apenas uma irradiacdo de 5 J/cm? ou duas de 2,5)J/cm?2 mostraram efeitos
satisfatorios no crescimento, viabilidade a atividade mitocondrial das células
estudadas. As outras dosagens mostraram efeitos bioinibitorios.

Na clinica, ao confrdrio dos estudos in vitro, os efeitos atingem uma
regido tecidual com diversos tipos celulares e uma cascata complexa de
reacdes chega até as células em diferentes momentos. Em processos
cicatriciais de feridas, por exemplo, tém sido demonstrados efeitos positivos
em irradiacdes didrias ou a cada 48 horas no inicio do fratamento, e depois
os intervalos sdo aumentados. Em tratamentos de cicatrizacdo de aftas,
herpes, mucosite oral, pds-operatdrios cirdrgicos entre outros, também um
intervalo a cada 24 horas tem fido efeitos positivos (COWEN et al., 1997;
LAGAN et al., 2001; PRIKULS, 2000; SCHINDL; NEUMANN, 1999).

Enfre as energias Unicas testadas a energia correspondente a 6 s de
iradiacdo foi numericamente a que promoveu maior crescimento celular,
sendo estatisticamente semelhante a irradiacdo por 3 s e estatisticamente
maior que 9 s de irradiacdo. Este resultado foi diferente do relatado na

literatura, uma vez que fluéncias correspondentes a utilizada, de 12,6 J/cm?2,
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mostraram ser inibitérias em fibroblastos (HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005;
2006b;). No entanto, comparar apenas um pardmetro dosimétrico pode néo
ser confidvel. O ideal seria que a energia total depositada por iradiacdo
fosse relatada nos trabalhos ou que a drea do feixe laser fosse
disponibilizada para indiretfamente realizar o cdlculo da energia. Outra
opcdo € comparar a irradi@ncia (W/cm?2) entre os trabalhos, que conforme
Almeida-Lopes et al. (2001) os mesmo resultados bioldgicos foram
encontrados ufilizando a mesma irradidncia em fibroblastos irradiados tanto
com o laser vermelho como com o infravermelho.

Além disso, cada tipo celular ou cada linhagem pode fer um pico
otimo de irradiacdo que € dose-dependente. Segundo alguns autores
(BAXTER, 1997; LOW; REED, 2001; TIPHLOVA; KARU, 1987) acredita-se que
exista uma “janela terapéutica” para uma fotoestimulacdo efetiva acima
de um valor limiar, porém abaixo de um valor que ocasione uma
fotoinibicdo, conforme o conceito da lei de Arndt-Schultz. Esta lei prediz a
existéncia de um efeito dose-dependente representado por uma curva de
fluéncia versus resposta bioldgica. Segundo esta lei, podemos relacionar a
energia de 3 s de iradiacdo (0,12 J ou fluéncia de 6,3 J/cm2) como
estimulatoria, porém aquém da energia otima que seria a energia que
alcancaria os mesmos resultados de crescimento que o grupo controle. Da
mesma forma, 6 s apesar de melhor que 3 s também ndo chegou na energia
o6tima. Por outro lado, 9 s de irradiacdo ja faz parte da descida da curva de

Arndt-Schultz, resultando em um efeito inibitdrio.
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As energias fracionadas, no entanto, ndo se encaixariom na lei de
Arndf- Schultz porém seus resulfados equivalem aos resultados do confrole,
sendo portanto &timos para a linhagem celular testada. Comparando a
resposta do grupo de 9 s (0,36 J) com a mesma energia fracionada, esta foi
estatisticamente mais efetiva. Da mesma forma, 6 s (0,24 J) foi
estatisticamente inferior que a sua versdao fracionada.

O intervalo de 6 em 6 horas, utilizado em cultura de fibroblastos, foi um
intervalo efetivo para este tipo de estudo. Clinicamente poderia ser
correspondente a irradiacoes didrias de fototerapia, se considerarmos que 6
horas seja um ciclo de vida médio de um fibroblasto.

Hawkins e Abrahamse (2006a, 2006b) realizaram experimentos com
iradiacoes Unicas e repetidas em 2 dias consecutivos. A partir de seus
resultados, foi sugerido que mesmo quando as células recebem energia
acima do seu ideal, sofrendo até alguns efeitos danosos, isso ndo €
significativo na terapia total. Os autores sugerem que durante o intervalo
para a proxima repeticdo a saude celular é restabelecida e mais do que
isso, as células parecem se adaptar ao estimulo luminoso de forma que os
efeitos danosos causados na primeira irradiacdo Nndo mais ocorrem. Isso
pode justificar porque energias totais altas e fracionadas sdo mais eficientes
qgue a mesma energia iradiada uma Unica vez.

Assim, novas pesquisas podem ser desenvolvidas no senfido de
investigar uma possivel vantagem da readlizacdo de uma irradiacdo inicial

adaptativa. E com certeza, assim como na posologia medicamentosa, a
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idéia de iniciar um fratamento com energias baixas e aumentd-as

gradativamente deve ser levada em consideracdo na fototerapia.
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7 CONCLUSAO

Com base na metodologia empregada concluiu-se que o
fracionamento das energias de iradiacdo potencializa o efeito
bioestimulador da fototerapia com laser em baixa intensidade no

crescimento de fibroblastos de polpa dentdria humana.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

PARECER DE APROVAGAO
Protocolo 47/06

O Grupo de Trabalho indicado pelo Comité de Etica em Pesquisa,
APROVOU o protocolo de pesquisa “Influéncia da dosimetria no crescimento celular
de fibroblastos pulpares”, de responsabilidade da Pesquisadora Daiane Thais
Meneguzzo, sob orientagdo da Professora Doutora Marcia Martins Marques.

Tendo em vista a legislacdo vigente, devem ser encaminhados a este
Comité relatérios anuais referentes ao andamento da pesquisa e ao término copia
do trabalho em “cd”. Qualquer emenda do projeto original deve ser apresentada a
este CEP para apreciacdo, de forma clara e sucinta, identificando a parte do
protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Sao Paulo, 04 de abril de 2006

@%@fﬁﬁo
Prof.Dr. Rogérioe Nogueira de Oliveira

Coordenador do CEP-FOUSP

Av Prof Lineu Prestes. 2227 - Cidade Universitaria "Armando de Salles Oliveira™ CEP 05508-000
Sao Paulo — SP - Diretona Telefax: (011)3091-0062/3091-7817/3091-7860 - Compras (011) 3091-7825
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ANEXO B — Resultados da andlise de varidncia (ANOVA 2 fatores) da etapa 1

ANOVA

Fonte da variacédo SQ gl MQ F valor-P
Amostra (dias) 2394,54 3 798,18 1,323 0,275
Colunas (n° células) 21148,87 4 5287 ,21 8,763 0,000
Interacoes 13995,54 12 1166,29 1,933 0,048
Dentro 36199,63 60 603,32
Total 73738,58 79

ANEXO C - Resultados da andlise de variGncia (ANOVA 2 fatores) do experimento 2.1

ANOVA

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P
Amostra (dias) 0,092 3 0,031 7.280 0,000
Colunas (n° células) 0,16 3 0,005 1,223 0,311
Interacdes 0,058 9 0,006 1,533 0,164
Dentro 0,203 48 0,004
Total 0,369 63

ANEXO D - Resultados da andlise de vari@incia (ANOVA 2 fatores) do experimento 2.2

ANOVA

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P
Amostra (dias) 0,001 3 0,000 6,296 0,002
Colunas (n° células) 0,042 2 0,021 332,096 0,000
Interacdes 0,005 6 0,001 13,837 0,000
Dentro 0,002 36 6,38E-005
Total 0,051 63
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ANEXO E - Resultados da andlise de varidncia (Anova 2 fatores) do experimento 3.1

ANOVA

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P
Amostra (dias) 0,040 3 0,013 6,610 0,000
Colunas (n° células) 0,083 8 0,010 5,152 0,000
Interacoes 0,097 24 0,004 2,006 0,008
Dentro 0,218 108 0,002
Total 0,438 143

ANEXO F - Resultados da andlise de variGnecia (ANOVA 2 fatores) Experimento 3.2

ANOVA

Fonte da variacéo SQ gl MQ F valor-P
Amostra (dias) 0,130 3 0,043 6,610 0,000
Colunas (n° células) 0,336 8 0,042 5,152 0,000
Interacdes 0,240 24 0,010 2,006 0,000
Dentro 0,039 108 0,000

Total 0,745 143
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Baixar livros de Turismo
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