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O Efeto da Luz Polarizada (I 400-2000nm) sobre Cultivos de
CéulasHep.2 e L929: Estudo por MTT

RESUMO

Recentemente se tornou grande o interesse pela propagacado e efeitos da luz polarizada
em tecidos bioldgicos e células devido ao seu alto potencial de aplicagdes, particularmente na
area biomédica. Neste trabalho foram utilizadas duas culturas formadas por células de
linhagem fibrobléastica (L929) e células provenientes de carcinoma de laringe humano
(Hep.2), que permitisse 0 estudo de aspectos de seu crescimento, quando submetidas a
iluminagdo com o Sistema de luz polarizada. Ainda ndo foram localizadas na literatura
pesquisas relacionadas ao uso deste novo Sistema de luz polarizada em culturas neoplasicas.
Por se tratar de um trabalho absolutamente inédito, com perspectivas bastante promissoras,
vem a concretizacdo da justificativa de sua realizac8o. Esta pesquisa teve como objetivo o
estudo do efeito proliferativo de culturas de células Hep.2 e L929, com um Sistema de luz
polarizada (I 400-2000nm), foco do aparelho com 5cm de didmetro, poténcia de 40mW e dose
de 9,6J/cnt. A viabilidade celular, através da atividade mitocondrial, foi verificada através do
método de MTT pela espectrofotometria, sendo as leituras efetuadas nos periodos de TO
equivalente ao tempo apds a primeira iluminagdo, T6, T12, T24, T48 e T72 horas,
subseguientemente ao TO. As iluminacbes foram efetuadas com a distancia de 1cm entre a
placa com as amostras e o foco do aparelho nos tempos de TO (24 horas apds plagueamento
das células) e T48 (equivalente a 48 horas apods a primeira iluminacéo). Os dados obtidos
foram analisados estatisticamente através do programa Instat®. Os resultados demonstraram
gue o fator tempo influenciou significativamente na viabilidade das culturas ndo-iluminadas
L929 (P=0,0014), e nas iluminadas L929 com luz polarizada (P=0,0035). A influéncia do
tratamento foi também significante quando comparados os resultados observados nos grupos
iluminados Hep.2 (P=0,0001) e ndo iluminados (P=0,0001). A influéncia do tratamento no
resultado final, ou sgja, na viabilidade celular de ambas as culturas iluminadas quando
comparadas as  respectivas culturas ndo iluminadas foi também considerada significante,
Hep.2 (P=0,0001) e L929 ( P=0,0002). Concluiu-se que o uso da luz polarizada em cultivos
celulares de células Hep.2 e L929 resultou em um efeito fotobioldgico, que, contudo,
necessita de maior esclarecimento quanto aos mecanismos envolvidos, vez que, este trabalho
€ 0 primeiro a ser realizado com a metodologia.

Palavras-chave: luz polarizada; método MTT; cultura celular



The Effect of Polarized Light (I 400-2000nm) on Hep.2 and L929 cells: MTT Study

ABSTRACT

Recently there has been increased interest in the propagation of polarized light in
randomly scattering media, such as biological tissues, because of its potential applications,
particularly in biomedical area. The aim of this study was to avaliate the proliferative effect of
Hep.2 cells, originate from laryngeal carcinomas and L929 cells, originate from a fibroblasts
line, submited or not to polarized light in wavelength of | 400-2000nm with a energy density
of 40mW, 5cm of diameter and dose of 9,6J/cm2 .The cellular viability by mitocondrial
activity was assessed using MTT spectroscopy at the following times TO , T6 ,T12 ,T24 ,T48
, 172 subsequently to TO. The iluminations were done at the TO times (24 hours after handling
the cells) and T48 (equivaent to 48 hours after the first ilumination). The results were
analysed by the Instat® program. After data analysis the time had influenced the cellular
viability of L929 no iluminated group (P=0,0014) and iluminated one( P=0,0035). Statisticly
it was found a significant difference between the no iluminated Hep.2 group (P=0,0001) and
iluminated group (P=0,0001). It was also observed that there was a significant difference
between the two used kinds of iluminated cells when compared whith respectives no
iluminated groups, Hep.2 (P=0,0001) and L929 (P=0,0002).The use of polarized light in
Hep.2 and L929 cells resulted on photobiologica effects that needs further information about
all the mecanisms involved, since the present study is the first one done with the metodol ogy.

Key words: polarized light; MTT spectroscopy; cell culture
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1 INTRODUCAO

Nos Ultimos 25 anos pesquisas in vitro tém se tornado um dos méodos mais
utilizados para experimentos laboratoriais tendo em vista as restricbes legais impostas pela
legislacdo brasileira com relacdo a experimentagcdo envolvendo seres humanos e também
devido ao sucesso alcangado em estudos envolvendo interagbes com drogas; procedimentos
anti-tumorais; e recentemente com a luz laser. Além disso, este método permite o estudo das
reacOes de varios componentes celulares de diferentes origens, assim como o0 uso da
Fotobiomodulacdo (FBM) em diferentes linhagens de células (LOPES et a., 2001,

PINHEIRO et al., 2002a).

O uso da Fotobiomodulagdo Laser (FBML) tem crescido significativamente nas
Ultimas duas décadas. Seu sucesso tem sido alcancado tanto na Odontologia como em
aplicacBes médicas através da luz vermelha ou visivel ou em ambos comprimentos de ondas.
A grande maioria dos estudos utiliza comprimentos de onda entre | 635 e | 830nm.
(PINHEIRO et a., 2002a; PINHEIRO et a., 2002b; CASTRO et d., 2005; PINHEIRO;

POZZA; OLIVEIRA, 2005; WERNECK et a., 2005).

Os efeitos da FBML sdo divididos em primarios, secundarios e terapéuticos
(RIGAU, 1996; TUNER; HODE, 1998; KARU, 2000):
Efeitos primérios. bioquimico (estimulo a liberacdo de substéancias, como bradicinina,

histamina e serotonina); bioel étrico e bioenergético.

Efeitos secundarios: estimulo ao trofismo celular e & microcirculaggo. O estimulo ao
trofismo celular consiste na aceleracdo da velocidade da reproducéo celular, devido a
maior producéo de ATP (adenosina trifosfato). O estimulo a microcirculagdo consiste na

acdo da radiagdo sobre os esfincteres pré capilares, que, provavelmente devido a
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liberacdo ce histamina pela luz laser, sofrem paralisia, com consegiiente aumento do

fluxo sanguineo.
Efeitos terapéuticos:

- Efeito analgésico - divio da dor pela interferéncia na mensagem eétrica durante o

impulso doloroso ou ainda agindo direto na liberacéo de endorfinas e encefalinas.

- Efeto antiinflamatdrio - apresenta-se na interferéncia da sintese de prostaglandinas e

estimulagéo da microcircul agdo.

- Efeto cicatrizante e antiedematoso - é semelhante aos efeitos secundérios da radiacéo

| aseres.

O uso da FBML € cgoaz de acelerar a cicatrizagdo em Ulceras e feridas
(NASCIMENTO et a, 2004; RIBEIRO; SILVA; ARAUJO, 2004), otimizar 0 processo
inflamatorio (PINHEIRO et al, 2002a; PINHEIRO et al, 2002b; GERBI et al, 2005) e também
promover aumento no processo de divisdo celular (CARNEVALLI et al, 2003). Sua utilizacéo
produz um efeito positivo também na neoformacdo Ossea (WALKER et a, 2000;
DORTUBUDAK; HAS; MAILATH-POKORNY, 2000; TORRICELI et a., 2001; SILVA et
al., 2002; PINHEIRO et a., 2003; GERBI et a., 2005; PINHEIRO; GERBI, 2006). 1sso se da
devido a um aumento nos niveis de fatores de crescimento 6sseo. Em 0ssos que estdo em
processo de cicatrizagdo, quando irradiado pela luz laser, a proliferacdo de fibroblastos é
aumentada gerando um aumento na sintese e secrecdo de matriz Gssea. Isso gera uma
aceleragd0 no processo de reparagdo do 0sso, ja que a FBML aumenta também a
vascularizacdo , melhorando a resposta inflamatoria (SILVA et a., 2002; GERBI et a., 2005

PINHEIRO; GERBI, 2006).

Estudos demonstram que a agdo da FBML em culturas celulares e tecidos biol 6gicos,
no que diz respeito a proliferagdo celular ainda sdo controversos, devido a diferentes

protocolos de irradiagdo utilizados em pesquisas. A proliferacéo celular pode ser inibida ou
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estimulada, de acordo com a dose de irradiacdo aplicada e o comprimento de onda.

(KIPSHIDZE et a., 2001; PINHEIRO et al., 20023, 2002b; RIBEIRO; SILVA; ARAUJO,

2004; GERBI et a., 2005; WERNECK et al., 2005; CASTRO et d., 2005).

A luz laser ao incidir sobre tecidos desdobra-se, sendo uma parte refletida e a outra
absorvida. Ao serem irradiados com laser, os tecidos bioldgicos recebem energia que é
utilizada e transformada para seu consumo. A dose de irradiac8o e a densidade de energia séo
0s parametros mais importantes na FBML. Se a dose for muito alta pode se ter um resultado
negativo, ndo estimulatorio ou, até mesmo, inibitério. Devido a estes efeitos inibitérios, o

termo bioestimulagdo foi substituido por “biomodulacdo” (SCHINDL et a. 2000).

Outros parametros como comprimento de onda da radiacdo, densidade de poténcia e
as propriedades dpticas do tecido vao determinar a interacdo laser-tecido e a magnitude de
proliferacéo celular (TUNER; HODE, 1998; PINHEIRO et al., 2002a; PINHEIRO et a.,
2002b; WERNECK et al., 2005; CASTRO et al., 2005). A estimulagdo ou inibicdo das
funcbes dos fotorreceptores, que fazem parte da cadeia respiratéria celular, determina a
magnitude da proliferacdo das células (CARNEVALLI et a., 2003). De acordo com absorcéo
daluz laser pelos cromoforos da cadeia respiratoria, nota-se efeitos fotofisicos e fotoquimicos
gue aumentam a estimulagdo celular & nivel de membrana mitocondrial interferindo assim em
seu metabolismo. 1sso aumenta o potencial da membrana alterando suas propriedades Opticas,
aumentando o consumo de oxigénio, a producdo de ATP (adenosina trifosfato), RNA (&cido
ribonucleico) e sintese protéica (KARU, 1999; DEDOV; COX; ROUFOGALIS, 2001;
CARNEVALLI et a., 2003; RIBEIRO; SILVA; ARAUJO, 2004; WERNECK et al., 2005;

GERBI et al., 2005; PINHEIRO; POZZA; OLIVEIRA, 2005).

A acdo da FBML em nivel de mitocondria promove inicialmente um aumento da
transferéncia eletronica na cadeia respiratoria, resultando numa foto-excitacéo dos elétrons.

Posteriormente, durante a excitacdo dos elétrons pela luz, parte da energia é convertida em
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calor, induzindo um aumento na temperatura dos cromoforos. 1sso resulta numa alteracéo
estrutural com estimulag@o bioquimica, como ativagdo ou inibicdo de enzimas (RIBEIRO;
SILVA; ARAUJO, 2004; WERNECK et al., 2005) causardo um aumento da energia celular e
da ativacdo da sintese de écidos nucléicos, 0 que é essencial para a reparacéo de feridas
(TUNER; HODE, 2004; PINHEIRO et al, 2005). Segundo Karu (1987), o efeito em curto
prazo da FBML é a estimulagdo mitocondrial, enquanto em longo prazo sdo resultados na

estimulacdo e/ou inibic&o da transcricéo e replicagdo do DNA (&cido desoxirribonucleico).

A maior absorcéo da luz laser em estruturas celulares, ocorre nos comprimentos de
onda vermelho ou visivel. A luz vermelha atua, também, em filamentos intermediarios que
s80 componentes importantes do citoesqueleto celular. Estes filamentos estabilizam organelas
como 0 nucleo ou estdo envolvidos em funcbes especializadas de jungdes celulares
(DIAKONOVA; BOKOCH, SWANSON, 2002; CARNEVALLI et a., 2003). Estudos
relatam que, em culturas irradiadas, ocorre a despolarizacéo e desorganizacdo dos filamentos
intermediarios do citoesqueleto. Este fato é observado 48h apos a irradiacdo com a luz laser.
Em culturas ndo irradiadas, os filamentos intermediarios permanecem perfeitamente bem
organizados e paraelos (SUND; AXELROD, 2000; DIAKONOVA et d. 2002

CARNEVALLI et al., 2003).

A despolarizacdo e a desorganizacdo do citoesqueleto precedem a divisdo celular.
Como a FBML influencia o metabolismo da célula, em culturas irradiadas observam se estas
ateracOes que precedem a divisdo celular, fato ndo observado em culturas ndo irradiadas
(RUSAN; FAGERSTROM; WADSWORTH, 2001; JOMARA; FUNCHS, 2002,

CARNEVALLI et al., 2003).

E de grande importancia o entendimento da a0 da luz laser em células malignas
devido a sua possibilidade de exposicdo durante o tratamento clinico (PINHEIRO et al.,

2002a; 2002b). A utilizacdo deste tipo de terapia em culturas celulares tumorais demonstrou



15
gue aluz do laser em | 635nm ndo estimula significativamente a proliferacdo celular em doses
de 0,04 a 0,485/cnt. Entretanto, com a irradiacdo a laser em | 670nm houve aumento na
proliferacdo celular quando comparado com células irradiadas com laser em | 635nm. A
reducéo da quantidade de energia tem influéncia positiva no metabolismo celular, sendo que
Seu aumento, assim como sua intensidade, resultam em danos na foto-sensitivacéo celular

(PINHEIRO et al., 20023).

Varios estudos tém demonstrado que a linhagem celular Hep.2 proveniente de
carcinoma de laringe humano, tem apresentado aumento de proliferacéo quando irradiadas
sob aguns comprimentos de onda de luz laser (PINHEIRO et a., 2000, 2002a, 2002b;
WERNECK et a., 2005). As células Hep.2 tém sido utilizadas em experimentos |aboratoriais
desde 1955 (MOORE; SABACHEWSKYL; TOOLAN, 1955). Células malignas tém um ato
potencial de energia devido ao fato de seu metabolismo ser alterado (WERNECK et 4.,

2005).

Vé&rios estudos ja foram realizados também utilizando culturas de fibroblastos, como
as células L929-CLLINCTC clone 929, que sdo provenientes da linhagem de fibroblastos de
fibrossarcoma, utilizada como padréo em testes de viabilidade (1SO10993-5, 1998; TAKEMA
et a., 2000; ALMEIDA-LOPES et a., 2001; NOMURA; YAMAGUCHI; ABIKO, 2001,

ORTIZ et d, 2001; KREISLER et al., 2001; KREISLER et a., 2002).

E sabido que laseres que operam em diferentes comprimentos de onda e diferentes
doses de energia produzem diferentes efeitos nos fibroblastos (ALMEIDA-LOPES et d.,
2001). Estudos comparativos entre a luz vermelha e infravermelha, demonstram que melhores
resultados séo obtidos quando o comprimento de onda da luz est4 entre | 600-700nm, que
corresponde a regido do vermelho (PINHEIRO; POZZA; OLIVEIRA, 2005), e quando a
fluéncia de 2J/cnt é utilizada (ALMEIDA-LOPES et a., 2001). A FBML atua aumentando a

proliferacdo de fibroblastos in vitro. I1sso ocorre tanto quando utiliza-se o comprimento de
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onda de | 670nm como quando o comprimento de onda de | 780nm é empregado, mantendo-
se a mesma fluéncia de 2J/cnf para ambos os comprimentos de onda (ALMEIDA-LOPES et

al., 2001).

Recentemente se tornou grande o interesse pela propagacdo e efeitos da luz
polarizada em tecidos bioldgicos e células devido ao seu ato potencia de aplicacOes,
particularmente na &ea biomédica (DOULE et al., 2000; XUEDING; LIHONG, 2002, 2003).
Estudos recentes tém evidenciado que a luz polarizada pode ocasionar respostas biolégicas
similares a luz laser; € uma tecnologia de fécil manuseio e baixo custo e pode ser uma opgao

para o futuro (XUEDING; LIHONG, 2003).

De acordo com lordanov et al. (2002) e Miodrag et a. (2004), os efeitos favoraveis
da luz polarizada foram descobertos em 1981 por um grupo de fisicos hingaros, que
provaram que esta luz tinha um efeito estimulante no sistema imunoldgico e reparacdo das
fungbes do organismo (KERTESZ et a., 1982). Em contato com células e tecidos, a luz
polarizada mostra novas propriedades bioldgicas, como aumento da atividade energética da
membrana celular, estimulagdo de processos regenerativos e aumento da formagdo de

adenosinatrifosfato (ATP).

A luz polarizada tem produzido efeitos favoraveis também na biomodulacéo tecidual,
acelerando 0s processos de cicatrizagdo, pois minimiza a formagdo de exudato, melhora a
deposicéo e organizagao das fibras colégenas, acelera a epitelizacéo e fechamento das feridas,
aumenta a oxigenagdo dos tecidos através da alteracdo da vasodilatagdo, além de promover o
aumento do nimero de miofibroblastos (IORDANOV et al., 2002; MONSTREY et a., 20023,
2002b; TUNER; HODE, 2004; RIBEIRO; SILVA; ARAUJO, 2004; PINHEIRO; POZZA;
OLIVEIRA, 2005).Estudos relacionados a cicatrizagdo concluiram que um nimero menor de
miofibroblastos esta relacionado a uma menor contracéo das feridas durante a cicatrizacdo

(PINHEIRO, 1993; FREITAS, PINHEIRO; OLIVEIRA, 2002). Entéo, quanto maior o
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numero de miofibroblastos, maior a contragdo das feridas, 0 que anteriormente ndo era
desgjavel. Entretanto, a contracéo das feridas pode favorecer o processo de cicatrizagéo ja que
este fendbmeno gjuda a acelerar o fechamento das mesmas, como nos casos de ulceracOes e

queimaduras extensas (TUNER; HODE, 2004; PINHEIRO; POZZA; OLIVEIRA, 2005).

A luz polarizada apresenta ainda um efeito particular na camada bilipidica da
membrana celular fazendo com que os lipidios sofram rotacéo (inversdo) dentro da cadeia
eletrbnica aterando sua estrutura. Essa luz interage com as extremidades polares da camada
dupla de lipidios da membrana da célula onde proteinas biologicamente ativas sdo
incorporadas a ela. Devido a interacdo com a luz polarizada, ateragdes estruturais ocorrem,
promovendo uma reorganizacdo da superficie da membrana celular, modificando a conex&o
lipidio-proteina. Estas alteracfes influenciam os processos celulares relacionados a membrana
da cdula: funcdo receptora, producdo e transferéncia de energia, resposta imunolégica e
reacdo enzimatica (IORDANOV et a., 2002; MONSTREY et al., 2002a; PINHEIRO;
POZZA; OLIVEIRA, 2005). Com relacdo aos efeitos da luz polarizada na proliferacéo
celular, estudos relatam que esta € mais intensa apds 24 horas de irradiacdo, depois comeca a

diminuir (72 horas) (KREISER et al., 2002; PINHEIRO; POZZA; OLIVEIRA, 2005).

A propagacéo da luz polarizada num meio tecidual depende de alguns parametros
como: tamanho, forma, densidade da particula; propriedades do meio ao redor da particula de
espalhamento e estagios de polarizacdo da luz incidente. Ja é notdrio que os estagios de
polarizacéo sdo alterados ou enfraguecidos depois gque os fotons de luz sofrem espalhamento
por pequenas particulas presentes no meio (JACQUES; ROMAN; LEE, 2000; JAO; YAQ;

WANG, 2000; XUEDING,; LIHONG, 2003).

A luz polarizada é policromatica, com o comprimento de onda girando em torno de
?400-2000nm, o que significa que esta dentro do espectro da luz vermelha (?400-780nm) e

também dentro do espectro de radiacdo infravermelha (?780-1.500 IRA e 1.500 - 3.400 IRB).
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A radiacdo ultravioleta é eliminada por um filtro especial. O fato da luz polarizada apresentar
um amplo espectro, faz com que seu efeito nos tecidos biol6gicos apresentem caracteristicas
de ambos os comprimentos de onda (vermelho e infravermelho) simultaneamente (SIMIC et
a., 2001; MONSTREY et a., 2002; MIODRAG et a., 2004; PINHEIRO; POZZA;

OLIVEIRA, 2005).

E importante ressaltar que a utilizagdo de luz coerente e incoerente resulta em
diferentes efeitos nos tecidos, sendo que o uso de luz coerente implica em melhores
resultados. A luz polarizada (incoerente) tem efeitos mais benéficos em lesbes mais
superficiais. Os efeitos da luz laser (coerente) tem resultados na membrana celular em até 4cm
de profundidade a mais do que a luz polarizada (TUNER; HODE, 2004; PINHEIRO;

POZZA; OLIVEIRA, 2005).

Em vérios trabalhos envolvendo cultura de células, o0 método de andlise MTT foi
utilizado com sucesso (ALMEIDA-LOPES, 2001; LOPES et a., 2001; PINHEIRO et 4.,

2002a; PINHEIRO et a., 2002b; CASTRO et al., 2005; WERNECK et al., 2005).

A utilizacdo do méodo MTT oferece grande vantagem por sua capacidade de
fornecer quantitativamente a proliferacéo celular de uma cultura tratada tornado possivel uma
comparacdo com uma cultura ndo irradiada ou ndo iluminada. O MTT (Brometo de (3-(4,5-
dimetietiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolio bromido, Sigma) € um teste calorimétrico, onde o
componente amarelo do MTT € reduzido pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial,
para 0 componente formazana azul, dependendo da viabilidade das células. Em células que se
proliferam ativamente, um aumento na converssfo do MTT € quantificado

espectrofotometricamente (DOY LE; GRIFFTHS, 1998).

Neste trabalho utilizowse duas culturas formadas por células de linhagem
fibroblastica (L929) e células provenientes de carcinoma de laringe humano (Hep.2), que

permitisse 0 estudo de aspectos de seu crescimento, quando submetidas a iluminacdo com o
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Sistema de luz polarizada. Em recentes trabal hos realizados por Doule et al (2000), Xueding e
Lihong (2002), (2003), evidenciou-se grande semelhanga entre resultados obtidos com o
emprego da luz laser e da luz polarizada, por isso, seria de grande valia a doservancia dos
efeitos obtidos com a utilizagdo deste Sistema de luz polarizada, por se tratar de uma
tecnologia de facil manuseio e baixo custo. Ainda ndo foram localizadas na literatura
pesquisas relacionadas ao uso deste novo Sistema de luz polarizada em culturas neopléasicas.
Devido a isso, seria interessante que se iniciassem novos estudos, dentro desta linha de
pesquisa, proporcionando assim, possibilidades de avanco no tratamento e prevencéo de
doencas, trazendo inimeros beneficios a area biomédica. Por se tratar de um trabaho
absolutamente inédito, com perspectivas bastante promissoras, vem a concretizacdo da
justificativa de sua realizacdo. Desse modo, a proposta deste estudo foi avaliar os efeitos de
um sistema de luz polarizada (I 400 a 2000nm) sobre culturas de células neoplasicas (Hep.2) e

n&o neoplasicas (L929).
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20BJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Comparar, através do uso do método de MTT, os efeitos de um Sistema de luz
polarizada (I 400 a 2000nm) sobre culturas celulares de carcinoma de laringe humano (Hep.2)

e uma linhagem de fibroblastos (L929-CLLINCTC clone 929).

2.2 Obj etivos Especificos

1. Avadiar ainfluéncia davariavel tempo no processo proliferativo de células de carcinoma
de laringe humano (Hep.2) e uma linhagem de fibroblastos (L929-CLLINCTC clone
929) submetidas ou ndo a iluminacdo com a luz polarizada com uma mesma dose de

9,6J/cnt utilizando a determinagéo da viabilidade celular pelo método do MTT;

2.  Avdiar a influéncia do tratamento com o Sistema de luz polarizada no processo
proliferativo de células de carcinoma de laringe humano (Hep.2) e uma linhagem de
fibroblastos (L929-CLLINCTC clone 929) submetidas a iluminagdo com a luz
polarizada com uma mesma dose de 9,6J/cn? utilizando a determinacdo da viabilidade

celular pelo método do MTT.
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3MATERIAL E METODOS

3.1 Termo de consentimento e pesquisa

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da UNIVAP sob o nimero A014/2006/CEP (Anexo A). As pesquisas foram realizadas no
Laboratério de Cultura de Células do Ingtituto de Pesguisa e Desenvolvimento da

Universidade do Vae do Paraiba.

3.2 Linhagenscelulares

Neste trabalho foram utilizadas as seguintes culturas celulares. L929-CLLINCTC
Clone 929 (Linhagem de fibroblastos de fibrossarcoma) e Hep.2 (Carcinoma de laringe
humano). As linhagens foram adquiridas no Banco de Células da Universidade Federal do Rio
de Janeiro. As linhagens foram mantidas congeladas em ampolas de congelamento a uma

temperatura de -190°C (MOORE €t d., 1955).

3.2.1 Cultura de células

O meo de cultura utilizado foi o Meio Minimo Essenciad (MEM, Invitrogen),
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB, Gibco), 1% de antibidtico Antibiotic

Antimycotic (Gibco).
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Foi utilizada uma concentracdo de 20% de SFB logo apds o descongelamento coma
finalidade de manter o pH correto, adicionouse também uma solucdo de 10% de NaHCO3
objetivando-se manter o pH em torno de 7.2; As células foram incubadas em atmosfera de 5%
de COz a 37°C (estufa microbiol6gica de CO2 marca Forma Scientific), em garrafas plasticas
Nunc de 25cm?, a fim de proporcionar o ambiente de desenvolvimento ideal para o

crescimento celular.

Figura 1 - Garrafa pléstica para o cultivo de culturas celulares (Moura, 2006)

3.2.2 Sub-cultivo celular

O transplante celular foi realizado duas vezes por semana ou quando o nimero de
células por garrafa estivesse muito alto. Antes de todos os procedimentos com as culturas, as
células foram observadas em microscépio invertido Olympus CK40, para verificar-se o
aspecto do meio das culturas celulares, a necessidade da troca do meio e/ou do transplante das
células. Quando as células se apresentaram mal adaptadas ou ndo houve o crescimento celular
esperado foi feita simplesmente a troca do meio, promovendo mais nutrientes para induzir o

desenvolvimento celular.

Estas células foram sub-cultivadas apés tripsinizagdo, quando a densidade celular
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formava uma monocamada confluente. Apos o periodo de trés minutos com 2ml de Tripsina
(Sigma) retirou-se a mesma, adicionando-se 3ml de meio de cultura MEM suplementado com
10% de SFB. Para liberacdo das células da parede da garrafa, usou-se jatos fortes com o
auxilio de pipetador automatico. Deste volume foram retirados aliquotas de 1ml e passados
para novas garrafas, adicionando-se mais 2ml de meio MEM e incubadas em atmosfera de 5%

de CO, a37°C.

Figura?2 - Laboratorio de Cultura de Células da Univap : observar 1- microscépio invertido; 2 - fluxo
laminar; 3 - estufa microbiol 6gica de cultura (Moura, 2006)

3.2.3 Plaqueamento

As células foram plagueadas (5x10* células/ml) em placas de 96 pogos, com meio de
cultura MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino - SFB para adesdo das células em
estufa de CO, 5% e temperatura 37 °C incubadas overnight. Todo material necessario foi
devidamente esterilizado em autoclave (Fanem). Esta suspensdo celular foi disposta na placa
de forma que se obtivesse um pogo com células e 0 pogo seguinte permanecesse vazio, com 0
objetivo de prevenir que qualquer tipo de iluminagdo chegasse até 0 pogo vizinho. Deste

modo, foi preparada uma placa para cada tratamento e uma placa para cada grupo ndo
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iluminado onde cada placa contivesse seis amostras para cada tempo. Durante o experimento,
procedeuse a troca do meio de cultura MEM apds o tempo de 24 horas, mantendo-se a
concentracdo de 10% de soro fetal bovino com o intuito de promover os nutrientes

necessarios as células.

3.2.4 lluminacgdo com luz polarizada

Para a iluminacdo das culturas, um Sistema de luz polarizada, Bioptror® (AG Suica)
com comprimento de onda de | 400nm a | 2000nm, foco do aparelho com 5cm de diémetro,
poténcia de 40mW e dose de 2,4¥cnt por minuto foi utilizado. A dose foi de 4,8¥cnt por
iluminacdo, resultando em uma dose total de 9,6J/cnt. As iluminacdes foram realizadas com
intervalo de tempo de 48 horas, com distancia de 1cm entre o foco do aparelho e a placa com
as amostras. Para que o foco do equipamento fosse gjustado para o didmetro de cada poco
(com 6mm de diametro), foi confeccionado um dispositivo que permitiu a focagem do parelho

evitando a dispersdo de luz para outros pocos.

Os tempos de iluminagdo das células para 0 experimento estéo apresentados na

Tabela 1. A Figura 3 mostra a luz polarizada utilizada neste estudo.

Tabela 1- Protocolo de lluminacéo (Moura, 2006)

Tempo em horas Iluminagdo | 400-2000nm
Tempo O Sim - todos 0s grupos
Tempo 6 Néo

Tempo 12 Nao
Tempo 24 N&o
Tempo 48 Sm- ogrupo T=72
Tempo 72 N&o
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Figura 3 - Bioptron~ (AG Sui¢a, Moura, 2006)

3.3 Método de avaliacdo

3.3.1 Avaliacdo dosresultados da viabilidade celular com Método ColorimétricoMTT

A viabilidade celular das células foi determinada pelo método colorimétrico de
contagem celular com a solugdéo MTT (3-(4,5-dimetietiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolio
bromido)(Sigma). O méodo MTT foi descrito por Mosmann (1983), e baseia- se na capacidade
gue as células vivas possuem de reduziremo Sal Tetrazdlio (Sigma), de cor amarela, em forma
insolUvel, de cor azul e que se precipita gracas a agdo da enzima mitocondrial Succinil
Desidrogenase, a qual é ativa apenas em células vivas. A solucdo do Sal Tetrazolio foi
preparada, logo antesde ser utilizada, com 5mg/ml diluidos em salina tampéo fosfato- PBS. As
células previamente plagueadas nasplacas de 96 pocos contendo meio MEM, tiveram este meio

removido dos pogos e entdo receberam uma quantidade de 20pl de MTT e 80l dePBS em cada
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poco. As placas foram incubadasem estufa biol 6gicaa 37°C por uma hora no escuro e apéseste
periodo de incubacdo foram lavadas duas vezes cada pogo com 100ul de dimetilsulfoxido
DM S0P (Synth) por poco, no intuito de dissolver-se o diformazamformado. Apdsisso, 100ul de
DM SO foram adicionados e permaneceram em cada pogo. Os resultados foram expressos em
densidade Gptica, sendo que esta foi determinadacom aespectrof otometria de absor¢éo usando-
se um espectrofotbmetro (Spectra Count, Packard, USA) como mostrado na Figura 4
juntamente com o PC para armazenamento dos dados. Avaliou-se a emisséo da colorimetria do

MTT por um espectro emitido pel o aparelho no comprimento de ondade 570nm.

3.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do programa Instat®. Inicialmente foi
verificada a normalidade dos dados. Devido ao pequeno nimero da amostra gotou-se pela
utilizagdo do método ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Foi considerado com o significante

p<0,05.



4. RESULTADOS

celular utilizando 0o MTT podem ser vistos nas Tabelas2 e 3.
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Os resultados das médias das absorbancias obtidas através do teste de viabilidade

Tabela 2 - Resultado médio das andlises dos espectros das | eituras realizadas pelo Método

calorimétrico MTT de culturas de células da Linhagem Hep.2 (Moura, 2006)

Tempo (h)

Luz polarizada

N&o iluminada

Oh
6h
12h
24h
48h
72h

0,79+0,12
0,63+0,14
0,88+0,14
0,71+ 0,29
0,97 + 0,08
1,04 + 0,09

0,76 + 0,23
0,50+ 0,13
0,89 + 0,06
0,87+0,21
0,84 +0,28
1,07 + 0,07

Tabela 3 - Resultado médio das andlises dos espectros das | eituras realizadas pelo Método
calorimétrico MTT de culturas de células da Linhagem L929 (Moura, 2006)

Tempo (h)

Luz polarizada

N&o iluminada

Oh
6h
12h
24h
48h
72h

0,50 + 0,08
0,29+ 0,03
0,65+ 0,07
0,63 + 0,09
0,71+ 0,15
0,71+ 0,06

0,45+ 0,13
0,31+ 0,03
0,91+ 0,08
0,48+ 0,15
0,62+ 0,16
0,64 +0,13
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Figura5 - Comportamento das culturas de células Hep.2 ndo iluminadas (Moura, 2006)

A Figura 5 mostra o comportamento das culturas celulares Hep.2 n&o iluminadas.
Observouse gque ocorreu uma diminuicéo discreta da proliferacdo celular nas primeiras seis
horas apds o transplante inicial seguida por um aumento acentuado na proliferacdo nas seis
horas subseqiientes. Apds 12 horas ocorreu nova queda na proliferagdo celular a qual foi
seguida por um acréscimo na viabilidade celular a partir das 24 horas. Do periodo de 48 horas

até 72 horas a proliferacdo das células manteve-se estavel.
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Figura 6 - Comportamento das culturas de células Hep.2 iluminadas com aluz polarizada (Moura, 2006)

Nas culturas celulares Hep.2 iluminadas com a luz polarizada, observou-se uma
ateracd0 na proliferacdo celular nas primeiras 12 horas. Houve uma diminuicdo da
viabilidade celular nas primeiras seis horas seguida de um aumento até o periodo de 12 horas.
Apbs 12 horas, observouse uma queda na proliferacdo das células com nova tendéncia a
aumento apos 24 horas. Apés 48 horas, a viabilidade celular manteve-se estével até o periodo

final de 72 horas (Fig. 6).
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Figura 7 - Comportamento das culturas de células Hep.2 ndo iluminadas e iluminadas com aluz polarizada
(Moura, 2006)

Quando os grupos ndo iluminados e iluminados da linhagem Hep.2 foram
simultaneamente comparados, observouse uma coincidéncia no tocante a diminuicdo da
viabilidade celular dentro das primeiras seis horas. Foi também observado que no adiantar das
seis horas, ocorreu um aumento da populagdo celular em ambos 0s grupos (ndo iluminado e
iluminado). Apés o periodo de 12 horas, observouse nova coincidéncia entre os grupos nao
iluminados e iluminados, com queda na proliferagdo celular seguida por aumento da
viabilidade apds 24 horas. A diferenca entre ambos o0s grupos apos o periodo de 12 horas se
deve ao fato de que a queda do nimero de células no grupo ndo iluminado foi mais acentuada
do gue no grupo iluminado, promovendo uma inversdo de populagéo entre os grupos. Apos 0
tempo de 24 horas o nimero de células no grupo iluminado foi maior. Observouse que a
proliferacdo celular nos grupos ndo iluminado e iluminado se mantiveram estaveis apos o
tempo experimental de 48 horas até o final do experimento em 72 horas. Coincidentemente ao
término do periodo experimental as culturas celulares Hep.2 ndo iluminada e iluminada

apresentaram a mesma tendéncia, ou segja, um discreto aumento na viabilidade celular (Fig. 7).
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Figura 8 - Comportamento das culturas de células L929 nao iluminadas (Moura, 2006)

A Figura 8 mostra o comportamento das culturas celulares L929 ndo iluminadas.
Observou -se que ocorreu uma queda na proliferacdo celular nas primeiras seis horas apés o
transplante inicial. Apés o periodo de seis horas houve um aumento do nimero de células até
o tempo experimental de 12 horas. Do periodo de 12 horas até 48 horas houve um decréscimo

progressivo da viabilidade celular, que apresentou aumento apds 48 horas até 72 horas.
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Figura 9 - Comportamento das culturas de células L 929 iluminadas com aluz polarizada (Moura, 2006)

Nas culturas celulares L929 iluminadas com a luz polarizada, ocorreu uma
diminuicdo na proliferacéo das células nas primeiras seis horas seguida por um aumento do
numero celular até o tempo experimental de 12 horas. Apés o periodo de 12 horas, observou
se nova queda na proliferacdo até o periodo de 24 horas, quando ocorreu 0 aumento
progressivo da viabilidade celular até o tempo de 72 horas. Foram observados periodos de
oscilacdo entre acréscimo e decréscimo da proliferacéo celular, constatando-se, finalmente,

um aumento da viabilidade das céulas no final do experimento (Fig. 9).
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Figura 10 - Comportamento das culturas de células L929 n&o iluminadas e iluminadas com aluz polarizada
(Moura, 2006)

Quando os grupos ndo iluminados e iluminados da linhagem L929 foram
simultaneamente comparados, observou-se uma coincidéncia com relagdo a queda da
viabilidade celular em ambos os grupos (ndo iluminado e iluminado) nas primeiras seis horas.
Contudo, esta queda foi mais acentuada nas culturas ndo iluminadas. Ap6s o periodo de seis
horas, notouse um aumento na proliferacdo celular até o periodo de 12 horas, seguido por
nova diminuicdo no nimero de células até o tempo de 24 horas para ambos os grupos. Apds o
tempo de 48 horas observouse que as culturas ndo iluminadas sofreram aumento na
proliferacéo e as culturas iluminadas também apresentaram acréscimo na viabilidade celular.
Coincidentemente, observouse ao final do experimento (72 horas), que o aumento da
proliferacdo das culturas celulares L929 ndo iluminada e iluminada foi praticamente igual

(Fig.10).
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4.1 Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente através do programa Instat®. Para a
andlise foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis devido ao pequeno nimero da
amostra. Os resultados obtidos demonstraram que o fator tempo influenciou
significativamente na viabilidade das culturas ndo-iluminadas L929 (P=0,0014), e nas
iluminadas L929 com luz polarizada (P=0,0035). A influéncia do tratamento foi também
significante quando comparados os resultados observados nos grupos iluminados Hep.2
(P=0,0001) e n&o iluminados (P=0,0001). A influéncia do tratamento no resultado final, ou
sgja, na viabilidade celular de ambas as culturas iluminadas quando comparadas as
respectivas culturas ndo iluminadas foi também considerada significante, Hep.2 (P=0,0001) e

1929 (P=0,0002).
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5DISCUSSAO

Pesquisas envolvendo células tém se tornado um dos métodos mais utilizados para
experimentos laboratoriais. InUmeros estudos ja foram realizados utilizando-se a FBM em
culturas de diferentes linhagens MOORE; SABACHEWSKYL; TOOLAN, 1955; SUND;
AXELROD, 2000; NOMURA; YAMAGUCHI; ABIKO, 2001, ORTIZ et a., 2001,
KREISLER et d., 2001, LOPES et a. 2001; PINHEIRO et al., 2002a 2002b;
DIAKONOVA; BOKOCH; SWANSON, 2002; KREISLER et al., 2002; CARNEVALLI et
al., 2003; CASTRO et al., 2005; PINHEIRO; POZZA; OLIVEIRA, 2005; WERNECK et al.,
2005). Ainda existem controvérsias com relacdo aos efeitos do uso da FBM nos tecidos
biologicos tendo em vista a existéncia de resultados conflitantes na literatura no que diz
respeito a proliferacdo celular (PINHEIRO et al., 2000; PINHEIRO et a., 2002a, 2002b;
RIBEIRO; SILVA; ARAUJO, 2004; PINHEIRO et a., 2005a, 2005b; WERNECK et al.,
2005; CASTRO et al., 2005). Por outro lado, sabe-se que a FBM tras efeitos benéficos para os
tecidos e para o organismo de modo geral (SILVA et a., 2002; CARNEVALLI et al., 2003;
PINHEIRO et a., 2003; NASCIMENTO et d., 2004; RIBEIRO; SILVA; ARAUJO, 2004;
GERBI et d., 2005; PINHEIRO; GERBI, 2006). Em varios trabalhos envolvendo cultura de
células, 0 método de andlise MTT para verificagdo de proliferacéo celular foi utilizado com
sucesso (ALMEIDA-LOPES, 2001; LOPES et a., 2001; PINHEIRO et a., 2002a, 2002b;
CASTRO et d., 2005; WERNECK et al., 2005; KOUTNAM et a., 2003). As células Hep.2
tém sido utilizadas em pesguisas ha 50 anos, fornecendo pardmetros importantes para o
entendimento do comportamento e proliferacdo de culturas celulares neoplésicas (MOORE;
SABACHEWSKYL; TOOLAN, 1955; PINHEIRO et a., 1998, 2000, 2002a 2002b;

WERNECK et al., 2005). Varios estudos ja foram realizados também utilizando linhagens de
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fibroblastos (HRNJAK et a., 1995; TAKEMA et al., 2000; ALMEIDA-LOPES et al., 2001;

NOMURA; YAMAGUCHI; ABIKO, 2001, ORTIZ et al., 2001, KREISLER et a., 2001;

KREISLER et al., 2002; PINHEIRO; POZZA; OLIVEIRA, 2005).

Segundo Werneck et a. (2005), evidéncias indicam que a luz laser tem a mesma
sensibilidade de absorcéo tanto para células neoplasicas como ndo neoplasicas, sendo que
para os dois tipos celulares, a proliferagdo pode ser estimulada dependendo dos parametros de
utilizacao do laser. Tanto a luz vermelha com comprimento de onda de | 685nm, que promove
uma resposta mais répida por ser absorvida pela membrana mitocondrial, como a luz
infravermelha com comprimento de onda de | 830nm, que é absorvida na membrana celular
promovem um efeito estimulatério significativo na viabilidade celular. Porém, um stress
nutricional, no caso de células neoplésicas, pode causar uma maior absorcdo da luz laser.
Como as células malignas tém intensa atividade metabdlica, elas se encontram em constante
stress nutricional. 1sso é um fator importante, ja que estudos relatam que um stress nutricional
pode levar a um aumento da atividade proliferativa de células cancerosas (PINHEIRO et al.,

2002a, 2002b; WERNECK et a., 2005; CASTRO et al., 2005).

No presente experimento, procurouse avaliar a influéncia da luz polarizada no
processo proliferativo de células Hep.2 e L929 submetidas a iluminagdo com luz polarizada
(1 400 a 2000nm) com dose de 9,6Jcn? numa poténcia de 40mW, utilizando-se a
determinacdo da viabilidade celular pelo méodo MTT. Na atual pesquisa optouse por
denominar as aplicagbes de luz como iluminagdes, em funcdo das mesmas terem sido
efetuadas com o Sistema de luz polarizada e néo com a utilizagéo de laseres, que teriam suas
emissdes de luz denominadas como irradiagOes. Pesquisas realizadas utilizando-se do termo
iluminagdo como referéncia a emissdo de luz pela luz polarizada ja podem ser encontradas

(PINHEIRO; POZZA; OLIVEIRA, 2005; PINHEIRO et al., 2006).

Ainda ndo foram localizadas referéncias na literatura no que diz respeito a utilizacéo
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da luz polarizada em culturas de células neoplasicas, por isso a importancia de que novas
pesquisas sejam realizadas nesse campo.Utilizou-se como referéncia para efeito comparativo,
estudos realizados com a luz laser e luz polarizada nas mesmas linhagens ou similares, in

vitro ouin vivo.

No atual experimento, ambas as culturas receberam a dose total de 9,6Jcn?, dose
esta considerada baixa ja que estudos relatam que dosagens aplicadas em até 20Jcnt sdo
consideradas baixas (KARU, 1996; PINHEIRO; POZZA; OLIVEIRA, 2005). Ao comparar-
se a dose utilizada na presente pesquisa com as doses utilizadas em pesquisas anteriores com a
luz polarizada, observou-se que a quantidade de energia usada neste experimento foi mais
baixa do que as demais. 1sso se deu pelo fato de que esta pesquisa ocorreu invitro endo in
vivo, sendo que nesta Ultima, a dose deve ser mais ata para que os resultados sgjam
satisfatorios (IORDANQV et a., 2002; PINHEIRO; POZZA; OLIVEIRA, 2005). Além disso,
como a luz polarizada utilizada neste estudo tem o comprimento de onda girando em torno de
?400-2000nm, o que significa que esta dentro do espectro da luz visivel (?400-780nm) e
também dentro do espectro de radiacdo infravermelha (?780-1.500 IRA e 1.500 - 3.400 IRB),
optou-se por utilizar dose semelhante as doses utilizadas em culturas irradiadas com luz laser
em ambos comprimentos de onda, que foram mais baixas para que bons resultados fossem
obtidos (PINHEIRO et a., 1998, 2000, 20023, 2002b; WERNECK et al., 2005; CASTRO et

al., 2005).

Com relagéo a periodicidade com a qual foram feitas as iluminagdes no presente
experimento, observouse que o0 protocolo utilizado ndo seguiu as recomendacdes do
fabricante, que orientava iluminacfes didrias. Na atual pesquisa as iluminagdes se procederam
com intervalo de 48 horas, isso se justifica devido ao fato de que as linhagens celulares
necessitam de um intervalo de tempo maior para que respondam melhor ao tratamento e ndo

tenham sua proliferacéo inibida por um excesso de energia aplicada. (KIPSHIDZE et 4d.,
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2001; PINHEIRO et al., 20023, 2002b; RIBEIRO; SILVA; ARAUJO, 2004; GERBI et al.,

2005; WERNECK et al., 2005; CASTRO et al., 2005).

Werneck et al. (2005) ealizaram um estudo com células Hep.2 utilizando-se da
FBML, nos comprimentos de onda de | 685 e | 830nm com a dose de 4J/cn? com o intuito de
se verificar a influéncia do tempo e comprimento de onda na viabilidade celular desta
linhagem através do método MTT. Observouse que o tempo tem efeito significante na
proliferacéo celular no grupo irradiado com comprimento de onda de | 685nm, mas ndo com
| 830nm e ndo irradiado. Concluiu-se também que o comprimento de onda exerceu influéncia
significativa na proliferacdo celular, pois a luz vermelha que € absorvida pelos cromoforos
mitocondriais, leva a uma ativacéo e resposta celular mais répida do que a luz infravermelha
gue € absorvida na membrana da célula. Os pesquisadores constataram que nas primeiras 12
horas ap6s irradiagdo com comprimento de onda de | 685nm houve um pico de proliferacéo
celular. Contudo, quando foi utilizado o comprimento de onda de | 830nm, observouse um
pegueno acréscimo na proliferacdo das células apos seis horas de irradiacdo, com aumento
mais significativo apds 48 horas. |sso pode ser explicado justamente pelos diferentes niveis de
absorcdo da luz laser pelos véarios tipos de cromoéforos que se localizam em estruturas

especificas das células.

Observou-se nestes resultados uma situacdo diferente da relatada no experimento
anteriormente citado. Para a linhagem celular Hep.2 a luz polarizada também promoveu um
aumento na viabilidade celular até o periodo de 12 horas, porém, apds a segunda iluminagcao
que ocorreu no periodo de 48 horas, ndo houve aumento na proliferagdo celular em ambos os
grupos, ocorrendo uma estabilizagdo. Apos 48 horas manteve-se o ciclo celular padréo para

esta linhagem.

O efeito proliferativo em linhagens de células Hep.2 utilizando-se da FBML, nos

comprimento de onda de | 670nm com dosagens variando de 0,04¥cnf a 4,8¥cnt foi
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observado em alguns estudos. (PINHEIRO et a., 1998; PINHEIRO et al., 2000; PINHEIRO
et al., 2002a, 2002b). Os autores concluiram que a dosagem e o comprimento de onda séo
fatores que podem influenciar ro processo proliferativo das células Hep.2, hgja vista que o
comprimento de onda de | 670nm com as respectivas doses utilizadas mostraram aumento no
efeito proliferativo das células. Estes resultados corroboraram com o presente experimento no

sentido de que se observou um aumento na viabilidade ao final da experimentacéo.

A comparagdo da viabilidade celular de culturas Hep.2 ndo iluminadas e iluminadas
com a luz polarizada mostra que o tratamento significativamente influenciou na viabilidade
celular. Nas culturas ndo iluminadas apenas 0 tempo exerceu influéncia na proliferacdo das
células, enquanto nas culturas iluminadas com a luz polarizada ocorreu um aumento da
proliferacdo celular nas primeiras 12 horas. Nas culturas tratadas houve uma estabilizacdo do
nimero de células ap6s o periodo de 48 horas, quando ocorreu a segunda iluminacéo,
concluindo-se que o0 segundo tratamento n&o influenciou na proliferacdo celular. Essa

estabilizacéo ocorreu em fungdo do seguimento do ciclo celular normal deste tipo de célula

Outras linhagens de células neoplésicas foram utilizadas por pesquisadores com o
objetivo de verificar a proliferacdo celular frente & acdo da FBML. Em experimentos
realizados com células de carcinoma KB por Castro et al. (2005) e por Karu (1989) em células
HelLa utilizando- se a FBML, os autores observaram também que a viabilidade celular nas
células irradiadas foi considerada significativa, ou sgja, 0 tratamento com o laser exerceu

influéncia na proliferagdo , assim como no presente experimento.

Karu e al. (1987), observaram o crescimento exponencial de células HeLa com a
utilizaggo do laser de He-Ne com fluéncia em 100Jcnf. Constatou-se que durante as
primeiras trés e quatro horas apos irradiacdo houve um aumento do nimero de células seguido
por diminuicdo para o nivel de células ndo irradiadas. Este fato ndo corroborou com as

presentes observagOes quando evidenciou-se neste experimento a diminui¢cdo da proliferacéo
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celular na linhagem Hep.2 em ambos os grupos (iluminado e ndo iluminado) nas primeiras

seis horas com subseqguiente aumento nas préximas seis horas. 1sso provavelmente ocorreu

devido as diferencas das doses aplicadas.

Hrnjak et al. (1995) e Almeida- Lopes et a. (2001) realizaram estudos utilizando-se
culturas de fibroblastos gengivais tratados com a FBML, com fluéncia de 2Jcn?, para
observagdo da proliferacdo. Concluiu-se que a fluéncia de 2¥cn? |, tanto quando utiliza-se a
luz vermelha (I 670nm) ou a infravermelha (I 780nm), € capaz de estimular a proliferacdo de
fibroblastos. Estes resultados coincidem com o atual experimento, ja que a linhagem L929
teve aumento de sua proliferacdo com o emprego de baixa dose de energia e a luz polarizada
esta dentro do espectro de ambos comprimentos de onda. Com relacdo aos efeitos da luz
polarizada na proliferacéo de fibroblastos, estudos relatam que esta é mais intensa apés 24
horas de iluminagdo, depois comega a diminuir (72 horas) (KREISER et al., 2002;
PINHEIRO; POZZA; OLIVEIRA, 2005). No presente experimento, verificonrse que a luz
polarizada também promoveu o aumento da proliferacdo das células L929 (grupo iluminado)

apos 24 horas, concordando com os resultados anteriores.

A comparacdo da viabilidade celular de culturas L929 ndo iluminadas e iluminadas
com a luz polarizada mostra que o tratamento exerceu influéncia na viabilidade celular, sendo
gue o fator tempo foi mais significativo dentro de cada grupo, ndo iluminado e iluminado,
para aumentar a proliferacdo das células. Nas primeiras 12 horas observouse que a
iluminacdo com a luz polarizada promoveu um acréscimo no nimero de céulas. Apés 48
horas, tempo correspondente a segunda iluminagdo, a viabilidade celular do grupo iluminado
aumentou. O grupo ndo iluminado, que ndo sofreu tratamento, também apresentou acréscimo
do nimero de células apds 48 horas. A viabilidade de culturas celulares L929 ndo iluminadas

e iluminadas foi quase a mesma ao final do experimento.
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6 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada no presente estudo, € licito concluir que o
uso da luz polarizada em cultivos celulares de células Hep.2 e L929 resultou em um efeito
fotobiol6gico, que, contudo, necessita de maior esclarecimento quanto aos mecanismos

envolvidos, vez que, este trabalho é o primeiro a ser realizado com a metodologia.
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