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PROLIFERAGAO E VIABILIDADE DE FIBROBLASTOS APOS IRRADIAGAO
SEQUENCIAL EM BAIXA INTENSIDADE POR DOIS COMPRIMENTOS DE
ONDA (660 E 780 nm)

ANADELIA ALVES DE LIMA RISO

RESUMO

O efeito bioestimulante da fototerapia com laser em baixa intensidade
sobre as células de fibroblastos esta evidente na literatura, baseado na
realizacdo de varios estudos in vitro utilizando diferentes parametros com
comprimentos de onda localizados na regidao do vermelho ou infravermelho do
espectro eletromagnético. O objetivo deste trabalho foi comparar os efeitos da
biomodulagdo em cultura de fibroblastos (FMM1) utilizando radiagdo em dois
comprimentos de onda diferentes, separadamente e de forma sequencial
imediata. Os grupos experimentais foram: G1 (660 nm/ 3 J/cm?), G2 (780 nm/ 3
Jicm?), G3 (660 nm/ 3 J/cm?+780 nm/ 3 J/cm?), G4 (780 nm/ 3 J/cm?+660 nm/ 3
Jicm?), C SFB (soro fetal bovino) 10% e C SFB 5%. As irradiagbes foram
realizadas com o laser de GaAlAs (modo pontual e 4,0 mm?). Duas irradiagdes
foram realizadas com intervalo de 6 horas. A viabilidade celular foi obtida pelo
teste de reducdo do MTT. Apds 20 horas da ultima irradiagdo, a viabilidade
celular de culturas irradiadas crescidas em déficit nutricional foi
significantemente maior que aquela de culturas nao irradiadas e crescidas nas
mesmas condigbes (SFB 5%). Com base nos parametros utilizados pudemos
observar que a curva de crescimento de células irradiadas foi similar as
culturas mantidas sob condigdo nutricional ideal (SFB 10%). Comparando os
parametros utilizados, somente no primeiro tempo experimental houve maior
proliferagdo celular quando utilizado 660+780nm; apds 20 horas todos os
grupos irradiados tiveram curvas de crescimento similares. A fototerapia
estimula a proliferacdo de fibroblastos mantidos em déficit nutricional,
independente do comprimento de onda utilizado, sendo este efeito mais
pronunciado nas primeiras 14 horas quando associados os comprimentos de
onda 660+780nm.



FIBROBLASTS VIABILITY AND PROLIFERATION FOLLOWING LOW
INTENSITY SEQUENTIAL IRRADIATION BY TWO WAVELENGTHS (660
AND 780 nm)

ANADELIA ALVES DE LIMA RISO

ABSTRACT

Low intensity phototherapy biomodulation effects on fibroblasts cells are
evident in the literature, based on several in vitro studies employing distinct
wavelengths in the red and infrared region. The purpose of this work was to
compare the biomodulation effect on fibroblasts culture (FMM1) using two
different wavelengths, separately and in a sequential mode, without interval.
The experimental groups were: G1 (660 nm/ 3 J/cm?), G2 (780 nm/ 3 J/cm?), G3
(660 nm/ 3 J/cm?+780 nm/ 3 J/cm?), G4 (780 nm/ 3 J/cm?+660 nm/ 3 J/cm?), C+
and C-. The irradiations were done applying the GaAlAs laser in the punctual
mode, spot area 4.0 mm? Two irradiations were done with six hours interval.
The cell viability was obtained employing the MTT reduction test. Twenty hours
after the final irradiation, the cell viability of the irradiated culture grown under
nutritional deficit condition was significantly higher than for the ones not
irradiated and grown under the same conditions (FBS 5%). It was also observed
that depending on the applied parameters the irradiated cells growth was similar
to the ones for the cultures kept under ideal nutritional conditions (FBS 10%).
Comparing the employed parameters, only for the first experimental time there
was higher cell proliferation when using 660+780nm; after twenty hours all
irradiated groups presented similar growth curves. These results evidence that
phototherapy promotes the fibroblasts proliferation when kept under nutritional
deficit, no matter the applied wavelength, being this effect more pronounced
during the first fourteen hours when associated to the sequential irradiation
660+780nm.
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1 INTRODUGAO

Laser € um acrénimo de Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, ou Amplificagao da Luz por Emissao Estimulada de Radiagao, sendo
uma fonte de radiagcdo eletromagnética com caracteristicas peculiares
(monocromaticidade, coeréncia e unidirecionalidade) que a diferenciam das
demais fontes de luz.

Os fétons emitidos pelo laser interagem com os atomos e moléculas do
tecido alvo e reagdes bioldgicas sdao desencadeadas. Dentre estas reagdes
pode-se observar uma fotodestruicdo ou fotoativacdo tecidual, determinadas
pelo efeito fotoquimico, fototérmico e fotomecéanico do laser. De acordo com o
efeito podemos classificar a terapia laser em baixa ou alta intensidade.

A radiacdo emitida por um laser de alta poténcia normalmente causa a
fotodestruicao celular devido a elevacao de temperatura do alvo irradiado.

O efeito térmico n&o ocorre quando o tecido humano é exposto a radiacéo
em baixa intensidade, com uma taxa de fluéncia de alguns mW/cm?2. Nesta
situagao, observam-se os efeitos fotofisicos, fotoquimicos e fotobioldgicos, os
quais sao responsaveis pela biomodulagdo, ou seja, pelo aumento ou
diminuicdo da atividade metabdlica da area irradiada. '

A fototerapia com laser em baixa intensidade (FLBI) € atualmente muito

utilizada em varias areas da Odontologia.

Certas fungdes celulares podem ser estimuladas quando a luz interage
com as células ou tecidos, se administrada na dose adequada. ''" Este efeito é
mais pronunciado sobre 6rgdos ou tecidos enfraquecidos, tais como em

pacientes que sofrem algum tipo de desordem funcional ou de injurias ao
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tecido. "2 Acredita-se que a energia da luz laser & melhor aproveitada onde é
mais necessaria.

A FLBI tem efeito bioestimulante em cultura de células in vitro ®®°, e in
vivo acelera a reparacgéo tecidual.'®"

A biomodulacdo in vitro pela FLBI depende dos parametros de
irradiacdo,"*" tais como o comprimento de onda, a fluéncia ° e a poténcia. >%'°
Parametros similares podem ter efeitos diferentes em cultura de células.
Parametros que estimulam o crescimento celular podem inibir a sintese
protéica.’®' Por essa razdo, é importante que seja realizada a correta
combinagdo de parametros (como comprimento de onda, energia, poténcia,
fluéncia e taxa de fluéncia) para se alcancgar o efeito desejado no paciente.

Varias pesquisas estdo sendo realizadas in vitro, apresentando como
vantagem a possibilidade de se isolar uma parte especifica do processo da
interag&o do laser em baixa intensidade com o tecido bioldgico. '

Diferentes comprimentos de onda podem produzir diferentes efeitos nos
fibroblastos. Na literatura, estudos comparam os efeitos do laser quando usado
no infravermelho proximo e no visivel, porém ha controvérsias. Alguns estudos
apontam que a proliferacdo dos fibroblastos € mais efetiva quando essas
células s&o irradiadas com comprimento de onda no visivel; % outros
apontam melhores resultados se usada a radiagdo no infravermelho.®?" Existe
estudo, utilizando a mesma fluéncia para ambos comprimentos de onda, que
ndo aponta diferenca significativa entre os grupos estudados. ™

Nao existe relato na literatura quanto a associagcado de dois comprimentos
de onda utilizados sequencialmente no crescimento celular, o que levou ao

objetivo deste trabalho, que é tentar estabelecer se ha uma diferenga entre
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culturas de fibroblastos irradiadas com baixas intensidades por dois
comprimentos de onda (660 e 780nm) sequenciais e verificar a proliferagao e

viabilidade celular.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo in vitro é analisar a proliferacao e a viabilidade
de fibroblastos de gengiva humana submetidos a FLBI e irradiados
separadamente e de forma sequencial imediata por dois diferentes

comprimentos de onda (660 e 780nm).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Comprimento de onda

Os lasers em baixa intensidade, GaAlAs e InGaAl, do tipo
semicondutores, sdo os mais utilizados na Odontologia, pela possibilidade de
emissdao de forma continua em temperatura ambiente. Esses lasers tém
comprimentos de onda que variam na faixa do vermelho até o infravermelho do
espectro eletromagnético.

A monocromaticidade do laser determina a absorcéo seletiva por parte
dos cromoforos; este fendbmeno € conhecido como ressonancia a uma
determinada frequéncia. Logo, cada comprimento de onda tera um tipo de
interacao de acordo com o tecido irradiado, sendo que diferentes comprimentos
de onda apresentam diferentes coeficientes de absor¢cdo para um mesmo
tecido.

A agao do laser sobre as células varia de acordo com a posi¢ao que sua
emissdo ocupa no espectro eletromagnético, sendo diferenciada conforme os
comprimentos de onda (infravermelho e visivel) utilizados. #

O grafico (FIG.1) ilustra a ressonancia existente entre as células de
fibroblastos e os comprimentos de onda. Nota-se que existe absorcao dos
comprimentos de onda 660 e 780 nm pelos fibroblastos.

As mitocondrias (FIG.2) s&o organelas que produzem a energia
necessaria para o funcionamento da célula. A matriz da mitocondria tem
enzimas essenciais para as reagdes usadas na geragao de energia e particulas

de sintese do trifosfato de adenosina (ATP). A energia fica armazenada sob
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forma de ATP; sendo necessario, este se converte em difosfato de adenosina
(ADP), alterando o ciclo de Krebs, produzindo fosforizagdo oxidativa e a

liberagdo de energia para a célula. 2

Absorgao, % de luz incidente

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 1 - Espectro de absorgédo de monocamadas de fibroblastos humanos. '

particulas sn‘nietiza;:‘mma de ATP

cristas
ribosomos TR

marmbrana intarna

: mambrana exlarna
DAy

FIGURA 2 - Esquema da organela mitocéndria.

' van Breugel, 1992
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Entre as varias hipoteses sobre o mecanismo de acdo da FLBI,

podemos citar o modelo de Karu, %

no qual a luz visivel causa mudangas
fotoquimicas nos fotorreceptores das mitocéndrias, que alteram o metabolismo,
conduzindo a transducdo e amplificacdo do sinal a outras partes da célula
(incluindo membranas) e como resultado final a fotorresposta.

A absorgao da radiacéo visivel por um sistema biolégico causa reagéo
fotoquimica. # Entretanto, a radiagdo emitida na regido do infravermelho do
espectro eletromagnético ndo € absorvida por organelas; apenas as
membranas respondem a este estimulo, o qual resulta em rotagdes e vibragdes
moleculares. Assim, ndo se espera que este tipo de radiagdo cause mudancas
quimicas nas moléculas."®* Os efeitos fotofisicos provenientes da interagéo da
membrana com a energia dos fotons no infravermelho, causam choques entre
as células que se traduzem intracelularmente por um incremento de sintese de
ATP 18,24

Smith sugere que a radiagdo infravermelha através dos efeitos
fotofisicos nas membranas (provavelmente nos canais de Ca*™) desencadeie

uma cascata de eventos metabdlicos, resultando na mesma resposta final: a

biomodulagdo. "%

Karu discutiu a enzima citocromo C oxidase como possivel
fotoaceitador, quando as células sao irradiadas com luz laser no intervalo do
visivel ao infravermelho préximo. Foram propostos cinco mecanismos

primarios, relacionados ao estado redox celular:

» Mudangas nas propriedades redox dos componentes da cadeia

respiratoria apos excitagcao dos seus estados eletrdnicos.
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» Liberagéo de oxido nitrico (NO) do centro catalitico do citocomo ¢

oxidade,

» Formagao de oxigénio singleto,

= Aquecimento transitorio local de cromoéforos absorvedores,

= Aumento da produgdo de anion superoxido com aumento

subsequente na concentragao dos produtos de sua dismutagao,
H20:2.

A oxidagdo foi associada a estimulagdo da vitalidade celular e a
reducdo a inibigdo. Isto talvez explique o porqué do efeito laser ser mais
pronunciado em células injuriadas. Estas células possuem o pH mais baixo
que o normal, onde o estado redox é alterado em dire¢cao reduzida e foram

consideradas mais sensiveis a acédo estimuladora da radiacéo laser. "%

A energia dos fétons emitida por um laser, se absorvida por uma
célula provoca mudancas fisicas ou quimicas, as quais desencadeiam uma
cascata bioquimica de reacdes, que nao precisam de posterior ativacdo de
luz e que ocorrem no escuro (transdugdo), tendo como consequencia a
fotorresposta celular, caracterizada pela proliferacdo ou diferenciacéo celular

ou sintese de proteina. "%

3.2 Fluéncia

A irradiagado laser pode modificar o processo celular dependendo da
fluéncia utilizada; portanto, a fluéncia € um parametro relevante para a

biomodulacgao celular.
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Estudos relatam que uma fluéncia entre 1 - 5 J/cm? estimula a
atividade mitocondrial, proliferacao, viabilidade e a normalizacdo da fungao
celular. > 2632 Em contra partida, altas fluéncias (10 e 16 J/cm?) 23! sdo
caracterizadas pela reducdo da viabilidade celular com dano significante a

membrana celular e ao DNA.

O efeito estimulante da irradiacdo laser sobre os fibroblastos
injuriados pode ser observado com as seguintes fluéncias: uma unica
irradiagdo com 5 J/cm?; duas ou trés irradiagdes de 2,5 J/cm? com intervalo
entre elas. Porém, multiplas exposi¢cdes de 16 J/cm? resultam em estresse
adicional com reduc&o da migragao, da viabilidade celular e da atividade de

ATP e inibigdo da proliferacdo dos fibroblastos. *

Uma dunica irradiacdo com fluéncia de 3 J/cm? tem influéncia
significante sobre a proliferagdo de células epiteliais e troncos.™ Melhores
resultados foram observados na biomodulag&o das fibras colagenas quando

utilizadas fluéncias de 4 J/cm? em relagdo a 8 J/cm?2.*°

3.3 Reparacgao Tecidual

A reparacgao tecidual € um processo complexo que envolve atividade
local e sistémica do organismo. As células perdidas ou destruidas sao
substituidas por células vitais. Estas células novas podem ser derivadas ou
do parénquima (regeneragdo) ou do estroma do tecido conetivo lesado

(cicatrizagdo). °

Os eventos da cicatrizacdo tecidual podem ser
classicamente divididos em trés fases: a fase da inflamacado, fase de

formagao de tecido de granulagdo com depdsito de matriz extracelular e a
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remodelagdo tecidual. '®* Essas fases ndo sdo mutuamente exclusivas, e

sim sobrepostas no tempo. (FIG. 3)

A cicatrizacado pode ser considerada como primaria, isto €, aquela que
ocorre quando as margens da ferida sdo tecnicamente coaptadas por
suturas, ou secundaria, quando ocorre perda do tecido impedindo a
coaptacdo. Os fibroblastos sdo uma das células diretamente envolvidas

nesse complexo processo. #

O plano basico do processo de cicatrizagdo, de uma maneira geral, é
sempre 0 mesmo: preencher espaco lesionado e sela-lo com uma cicatriz. Os
detalhes a respeito da forma como isso ira evoluir, entretanto, variam segundo
a presengca ou auséncia de bactérias, a natureza da ferida, o grau de
suprimento sanguineo, a quantidade de tecido morto para ser eliminado, o tipo
de tecido lesado, entre outros fatores. ?'

No primeiro dia pds-operatério de uma cicatrizagdo por primeira
intencdo, ha formagé&o de uma crosta na linha incisional, devido ao acumulo e
ressecamento do coagulo e presenga de infiltrado inflamatorio agudo nas
margens da lesao.

No segundo dia, ocorrem a reepitelizagdo da superficie e formacéo de

pontes fibrosas subepiteliais. Os fibroblastos da margem da incisédo se

hipertrofiam e desenvolvem aumento de basofilia. (FIG. 4)

A partir do terceiro dia, inicia-se o processo de organizagédo do exsudato.
A resposta inflamatoria aguda minimiza e os neutréfilos s&o substituidos por

macrofagos, que debridam a margem cirurgica de células destruidas. (FIG.5)
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O espacgo da incisdo é preenchido por tecido conetivo fibroblastico,
frouxo e altamente vascularizado. Os fibroblastos ativados estdo em plena
diferenciagcao. Em resposta aos fatores de crescimento eles se multiplicam e
produzem fibras colagenas, primeiramente colageno do tipo Ill. Eles também
secretam proteoglicanas e fibras elasticas. Ao fim da primeira semana, a
regido esta coberta com um tecido superficial e a fenda subepitelial &
atravessada por pontes de tecido conetivo vascularizado, o que torna

possivel a formacéo de fibrilas colagenas.

Ocorre uma continua proliferacao de fibroblastos e vasos sanguineos
e um acumulo progressivo de colageno, (FIG. 6) além do declinio do
processo inflamatorio agudo e da presenga de macrofagos, gerando a

hemostasia da regido.

Na cicatrizacdo por segunda intencdo, a fenda é preenchida
primeiramente por um tecido de granulagdo com intensa infusdo de

macrofagos e neutrofilos o qual se contrai e torna-se uma cicatriz. *
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FIGURA 3 — Processo de reparacgao tecidual

FIGURA 4 — Fibroblastos na margem da inciséo
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FIGURA 5 — Processo de organizagao do exsudato.

Fitvoblast

Procollagen

Fibril

P
. Collagen
Macrophage Fitrer

¥ 7 L]

FIGURA 6 — Diferenciagéo dos fibroblastos 2

2 http://www.youtube.com/watch?v=u7Ryg9nVFLI em 26/11/08
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3.4 Fibroblastos X FLBI

A FLBI estimula, através do aumento na concentracdo de ATP, a
proliferacdo de fibroblastos, com consequente aumento na producao de fibras
colagenas; estimula, também, a diferenciagdo de fibroblastos em
miofibroblastos, que se relacionam diretamente ao fechamento da ferida e a
liberagdo de fatores de crescimento celular é favorecida. 581622323437 Egtg
modalidade terapéutica pode proporcionar efeitos anti-inflamatorios,
analgésicos e Dbioestimulantes (ou biomoduladores), aumentando a
microcirculagcdo da area irradiada, promovendo melhores condicbes de
reparagao. #

Os efeitos terapéuticos da FLBI poderiam ser explicados por um aumento
da proliferagdo de células, ou por mudangas na atividade fisiologica de células

excitaveis. %°
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4. METODOLOGIA

4.1 Cultura de Células
O material para o cultivo celular foi obtido a partir de linhagem celular

FMM1 (células de fibroblastos de gengiva humana).

As células de fibroblastos foram crescidas a 37°C em meio de cultura
minimo Dubelco (DME, Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e suplementadas por
10% de soro fetal bovino (SFB) e antibidticos (Penicilina G cristalina 100
U/ml e Estreptomicina 0,1 mg/ml). (FIG.7) As células foram mantidas em
semi-confluéncia, a fim de se prevenir a diferenciacdo, em atmosfera

umidificada a 5% CO2. *** (FIG.8)

O cultivo celular foi realizado durante 5 dias. Para a subcultura, o meio
de crescimento foi decantado e, a seguir, a monocamada celular foi lavada
com solugao tampao fosfato salina sem calcio e sem magnésio (PBSA) e
colocada solugédo de tripsina (1:250, Difco) a 0,25% associada com acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,02% pH 8,0, para o desprendimento
das células. Quando as células apresentavam-se desprendidas, foram
centrifugadas. Apos a centrifugacao foi formado o pellet e as células foram
ressuspendidas em 3 ml de DME de crescimento, igual ao DME de
manutencgao, porém com 10% SFB e distribuidas em novas garrafas e tubos
de cultura. As culturas foram mantidas em posicao estacionaria em estufa a

37°C.

Depois de cultivados, os fibroblastos foram plaqueados, utilizando DME

com SFB a 5% em todas as amostras, exceto controle positivo. Esta
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concentracéo foi escolhida, pois os efeitos da FLBI sobre o crescimento da
cultura celular sdo perceptiveis quando as culturas sdo crescidas em déficit
nutricional. ®8°'? Esta situacéo in vitro € comparavel com as condigbes de

stress in vivo, nas quais a FLBI se mostra mais efetiva.

Em estudos anteriores foi demonstrado que quando as células sao
crescidas em DME suplementado com concentragao reduzida de SFB, o indice

de crescimento é reduzido. %%

FIGURA 7 — Cultivo celular

FIGURA 8 — Incubadora CO2
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4.2 Laser
O equipamento utilizado foi o laser de diodo (MMOPTICS Ltda, Sao
Carlos, S.P. Brasil) composto por duas ponteiras, sendo uma responsavel
por emissao vermelha - 660nm (AlGalnP) com até 40 mW de poténcia e,
outra por emissao infravermelho - 780 nm (GaAlAs) com até 70 mW de

poténcia. A area de emissdo em ambas as ponteiras é 0,04 cm?. (FIG. 9)

FIGURA 9 — Laser de diodo

Antes e apods cada irradiagao, a emissao laser teve sua poténcia aferida
por um medidor de poténcia (powermeter da marca Coherent). O valor da

emissao foi ajustado para os valores desejados por meio do medidor de
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poténcia e ndo pelo valor apresentado no painel de controle do

equipamento.

Todos os procedimentos com o laser foram realizados seguindo todas as

normas de seguranca NBR/IEC 601.2.22 e IEC 60825-1/2001-8. **
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4.3 Experimentos

Os experimentos foram desenhados de maneira padronizada (FIG.10).
Sabendo-se que a distancia entre o laser e a superficie de irradiacio é critica,
essa distancia entre o feixe laser e as células foi mantida constante. A
irradiagdo com o laser seguiu os parametros descritos na TAB.1, e foi feita
através da base das placas de cultivo celular, portanto, o feixe laser foi
irradiado diretamente na monocamada celular. As placas sdo compostas por
poliestireno transparente e tém menos de 1 mm de espessura. A area cultivavel
das placas é de 3 mm?. A placa foi acomodada dentro de uma mascara escura,
deixando exposta somente a area a ser irradiada. Todos 0s grupos
experimentais foram submetidos as mesmas condi¢cdes de estresse ambiental,
tais como: temperatura, umidade e luz.

A primeira irradiagao foi realizada apo6s 4 horas do plagueamento, tempo
habil para a formacdo do tapete e aderéncia celular. Foram realizadas duas
irradiagdes para cada grupo experimental. O intervalo entre as irradiagdes foi

de 6 horas.®

TABELA 1. Parametros da irradiagao

Comprimento Poténcia  Modo de _Areg d? Tempo Sie Exposu;:ao
de onda (mW) irradiacio irradiacdo irradiagdo radiante (J/
(nm) ¢ (mm3) (s) cm?)
Contato e
660 40 pontual 4 3 3
780 40 [ Contatoe 4 3 3
pontual

30



by

[

7 I
 —

\

FIGURA 10 — Padronizagdo dos experimentos.

4.4 Grupos Experimentais
Os grupos experimentais séo:

= Controle SFB 10%

= Controle SFB 5%

= Grupo 1: 660 nm/ 3 J/cm?

= Grupo 2: 780 nm/ 3 J/cm?

»  Grupo 3: 660 nm/ 3 J/cm?+ 780 nm/ 3 J/cm?-As células foram
irradiadas de forma sequencial imediata por esses dois
comprimentos de onda.

»  Grupo 4: 780 nm/ 3 J/cm?+ 660 nm/ 3 J/cm?-As células foram
irradiadas de forma sequencial imediata por esses dois
comprimentos de onda

Foram plaqueadas 1 x 10* células por pogo de placas de 96 pocos.

(FIG.11)
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Foram utilizadas 4 placas de 96 pocos, sendo que 24 pocos de cada
placa receberam 1 x 10* células em meio fresco. Esse nimero de pogos foi
suficiente para analisar em quadruplicata a atividade mitocondrial das células
dos 6 grupos experimentais, em 4 tempos (14, 20, 26 e 38 horas) apds a ultima

irradiacao.

FIGURA 11 — Placas com pogos.

As amostras foram distribuidas conforme TAB.2 sendo mantida a
distancia de um poco entre as amostras irradiadas, a fim de se evitar irradiacao

secundaria.

TABELA 2. Disposi¢cao das amostras na placa de cultivo celular

Coluna 1 Coluna 6 Coluna 8 Coluna 10 Coluna 12

e SFB 10% 780 + 660
nm
I SFB 5% 660 + 780
nm
Controle Grupo 3 Grupo 4
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4.5 Analise do Crescimento Celular

Os dados do crescimento celular foram obtidos através da analise da
viabilidade celular. Essa analise se baseia no teste de atividade mitocondrial
das células pelo método da redugéo do MTT (brometo de 3- (dimetiltiazol-2-yl)
2,5-difeniltetrazdlio). Esse teste quantifica a conversdo do MTT, que é insoluvel
em agua, em um formazan soluvel. O formazan, de cor azul purpurea, €
solubilizado e entdo, sua concentragdo € determinada pela densidade éptica
em espectrofotbmetro com filtro de 562 nm. Para a realizagdo do teste foram
preparados os reagentes A e B. O reagente A € composto por 0,05 g de MTT
(CalBioChem, Canada) em 10 ml de PBSA e o reagente B, constituido por 1 g
de SDS (dodecil sulfato de sédio; QBioGene, EUA) em 10 ml de 0,01 M de HCI
(acido cloridrico).

Os meios de cultura dos pocos foram aspirados e substituidos por 100 pl
de meio DME fresco. Foi adicionado 10 uyl do reagente A em cada pogo,
incluindo os pogos sem células, que serviram de controle negativo para a
leitura no espectrofotdbmetro, bem como de espacos entre os pocos que serao
irradiados ou ndo. Depois de 4 h de incubagdo com o reagente A, em estufa a
37°C e protegido da luz com folha de papel aluminio, 100 ul do reagente B foi
adicionado a cada poco. Usando pipetador multicanal essa solugao foi
gentilmente homogeneizada.

As culturas retornaram para incubacdo em estufa a 37°C onde
permaneceram durante a noite, também protegidas de luz. Decorrido esse
periodo as culturas foram misturadas gentilmente novamente com auxilio de
pipetador multicanal e levadas para leitura de sua absorbancia em

espectrofotdbmetro ELISA (Amersham Biosciences, Biotrak Il, Ing). (FIG.12)
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FIGURA 12 — Espectrofotdbmetro ELISA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo

Seres Humanos da FOUSP (Parecer n°45/2008).

4.6 Analise Estatistica
Os dados de densidade Optica, ou seja, de viabilidade celular, obtidos
em quadruplicata foram apresentados como média * o0 erro do desvio padréao
(SEM). Os dados foram tratados pelo teste Kolmogorov-Smirnov para
analise da normalidade, e pelo teste paramétrico ANOVA. O nivel de

significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

Todos os grupos, irradiados ou nao, independente da condi¢cado
nutricional, apresentaram aumento da atividade mitocondrial nos tempos 14 e
20 horas. Porém, esse mesmo comportamento nao foi observado nos tempos
26 e 38 horas. (FIG. 13), o que pode ser explicado por uma confluéncia celular,
caracterizada pela reducdo da atividade mitocondrial. °

Por esse motivo, foram analisados os resultados apenas dos tempos
experimentais 14 e 20 horas.

As células FMM1 foram mantidas em DME suplementado por diferentes
concentragdes de SFB (5 e 10%), com a finalidade de verificar a influéncia da
condicdo nutricional no processo de proliferagdo celular e determinar a
concentragdo sorologica apropriada para os experimentos com o laser. As
curvas de crescimento estdo representadas na FIG.14. A atividade mitocondrial
foi significativamente maior (p < 0,05) em culturas suplementadas com SFB
10%.

Na FIG.15, comparamos a atividade mitocondrial das células cultivadas
em condicdo nutricional ideal (SFB 10%) com as células submetidas a
irradiacao (SFB 5%). No tempo 14 horas, observamos que as células irradiadas
pelos comprimentos de ondas 780nm (G2) e 660+780nm (G3) tiveram
atividade mitocondrial similar as culturas mantidas em condicdes ideais. No
tempo 20 horas, esse mesmo comportamento continua ocorrendo com o G3 e

G1 (660nm).
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Mantendo-se o déficit nutricional em todas as amostras (FIG.16),
observamos que nas primeiras 14 horas, as culturas de FMM1 submetidas a
irradiagdo com comprimentos de onda 780 nm (G2), 660+780nm (G3) e
780+660nm (G4) tiveram um aumento da atividade mitocondrial
estatisticamente significante quando relacionado ao Controle SFB 5%. Apods 20
horas todos os grupos irradiados tiveram curvas de crescimento
significativamente maiores que as do Controle SFB 5%.

Na FIG.17 observamos o comportamento das culturas de FMM1
irradiadas. No tempo 14 horas, notamos uma atividade mitocondrial
significativamente maior quando as células sdo submetidas a irradiagdo com os
comprimentos de onda 660+780nm (G3) em relagdo ao 660nm (G1) e
780+660nm (G4). No tempo 20 horas, ndo houve diferenga na proliferacéo

entre as culturas irradiadas por comprimentos de onda diferentes.

13,00
12,50
12,00
11,50 T
11,00
© 10,50 —&— Controle SFB 10%
5 1000 —=— Controle SFB 5%
s 950
8 9,00 Grupo 1
= 850
o 800 —— Grupo 2
3 750 —— Grupo 3
= 7,00
Z 650 Grupo 4
6,00
5,50
5,00
4,50
4,00
14h 20h 26h 38h
Tempo (Horas)

FIGURA 13 — Curvas de crescimento das culturas de FMM1 submetidos ou n&o a irradiagao,
mantidas em déficit nutricional (SFB 5%), exceto Controle + (SFB 10%)
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FIGURA 14 — As colunas representam a atividade mitocondrial das culturas de FMM1 mantidas
em DME suplementado por duas concentragbes diferentes de SFB. (A) indica a diferenga
estatistica significante entre os grupos no mesmo tempo experimental.
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12.00
©
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FIGURA 15 — Atividade mitocondrial das culturas de FMM1 mantidas sob condigédo nutricional
regular (SFB 10%) nao irradiadas em relagéo as culturas crescidas sob déficit nutricional (SFB
5%) irradiadas. Letras diferentes representam a diferenga estatistica entre os outros grupos no
mesmo tempo experimental.
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FIGURA 16 — Atividade mitocondrial das culturas de FMM1 mantidas em déficit nutricional (SFB
5%) submetidas a irradiagéo laser em relagéo as culturas crescidas sob as mesmas condi¢des
nutricionais e irradiadas. Letras diferentes representam a diferenga estatistica entre os grupos

no mesmo tempo experimental.
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FIGURA 17 — Atividade mitocondrial das culturas de FMM1 mantidas em déficit nutricional (SFB
5%) e irradiadas com diferentes comprimentos de onda. Letras diferentes representam a

diferenca significante do G3 em relagdo aos outros grupos no mesmo tempo experimental.

38



6. DISCUSSAO

Existem limites biolégicos para os efeitos da FLBI: a proliferagcdo nao
pode ser estimulada em células que estdo com crescimento rapido; nem todas
as funcdes celulares podem ser ativadas; nem todas as células dos tecidos ou
em culturas respondem a irradiagdo exatamente da mesma forma. ™

Porém, a acao da FLBI sobre as células mesenquimais, em especial os
fibroblastos, esta bem estabelecida. Ela tem efeito de estimular o crescimento
destas células. Nos estudos in vitro a energia laser estimula as células que
estdo em condigbes de crescimento precario no momento da irradiagdo,’
portanto esse efeito € particularmente evidente se a células estiverem com
suas fungdes debilitadas. Em cultivo celular isso € conseguido quando se utiliza
células em déficit nutricional. 8892

Pretendendo simular a condicdo de uma célula normal e de uma
debilitada, comparou-se a atividade mitocondrial das células mantidas em DME
suplementado com SFB 10% e 5%, respectivamente. Observou-se que, nos
dois tempos analisados, as culturas de FMM1 crescidas em SFB 5% tiveram
menor proliferagdo estatisticamente significante do que aquelas crescidas sob
condigbes ideais de nutricdo (SFB 10%), resultado que concorda com a
Literatura. 889123%

Foram realizadas duas irradiagdes para cada parametro estabelecido, uma vez
que o efeito benéfico desejado ocorre de maneira mais evidente quando as
irradiacoes sao repetidas.” Nos estudos in vivo, normalmente o intervalo entre
as irradiagdes é de 24 horas. No entanto, células em cultura apresentam um

indice de divisdo celular muito mais rapido que aquele observado no corpo

39



humano e para simular a repetigdo das irradiagdes in vivo foi utilizado (in vitro )
o tempo de 6 horas, o qual ja havia sido determinado em estudos anteriores. *
23

A FLBI é capaz de aumentar a atividade mitocondrial e
consequentemente o crescimento de células de fibroblastos em culturas
crescidas em déficit nutricional. Neste estudo, verificou-se este efeito da FLBI
nos dois tempos experimentais; no tempo 14 horas foi possivel obter um
crescimento das células do G3 e G4 (SFB 5% e irradiadas) similar aquele das
células crescidas nas condi¢cbes ideais de cultivo (SFB 10%). O mesmo
comportamento ocorreu com as células do G1 e G3 no tempo 20 horas

Comparando as curvas de crescimento de células FMM1 irradiadas nos
quatro parametros utilizados foi possivel, no tempo experimental 20 horas,
observar diferencas significativas com relacdo ao controle nado irradiado e
mantido, também, em déficit nutricional. No tempo 14 horas ndo houve
diferencga relacionando o controle (SFB 5%) com o G1 (660nm), mas para os
demais grupos o crescimento foi evidente. Estes resultados concordam com a
literatura, tendo sido observado o efeito da FLBI intensificando as fungdes
celulares quando estas se encontram sob condigbes de estresse. >'°

Alguns estudos identificaram uma maior atividade mitocondrial quando
as culturas sdo irradiadas com comprimento de onda infravermelho,® ?'
enquanto outros apontaram esse resultado quando as mesmas séo irradiadas
com o vermelho.”"® E ainda ha aquele que, considerado somente este
parametro, ndo apresentou diferengas significantes entre os grupos irradiados.
* No tempo 20 horas, quando utilizadas as irradiagbes com comprimentos de

onda no vermelho, infravermelho ou com a combinagdo dos dois
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comprimentos, o0s grupos irradiados n&o apresentaram diferenca
estatisticamente significante.

Entretanto, neste estudo, células irradiadas com 660+780nm (G3) no
tempo 14 horas apresentaram maior atividade mitocondrial do que aquelas
irradiadas com 660nm (G1) e 780+660nm (G4). Poderia se argumentar que o
G3 apresentou maior crescimento que o G1 devido ao numero duplicado de
irradiagdes; porém o G4 teve o mesmo numero de irradiagées que o G3, sendo
alterada somente a ordem dos comprimentos de onda.

Sabe-se que a irradiagdo no comprimento de onda do visivel € absorvida
pelos fotorreceptores das mitocdndrias resultando em efeitos fotoquimicos,
enquanto que a irradiacdo infravermelha é absorvida pelas membranas
celulares causando os efeitos fotofisicos. Ambos efeitos desencadeiam uma
cascata de eventos metabdlicos, que tém como resposta final a biomodulagao.
Neste contexto surge uma duvida: Se as membranas celulares forem
estimuladas pela irradiacdo laser antes das mitocdndrias, a producédo e
conversao de ATP mitocondrial ficariam comprometidas?

Novos estudos precisam ser realizados a fim de esclarecer a diferenca
dos resultados, principalmente no que se refere a ordem de aplicacdo dos

comprimentos de onda utilizados.
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7 CONCLUSAO

Tendo por base os resultados da presente pesquisa, dentro das
condigbes e parametros laser utilizados, e na metodologia de avaliagéo,
podemos concluir que:

A FLBI estimula a proliferacdo de células de fibroblastos mantidas em
déficit nutricional, independente do comprimento de onda utilizado.

Este estimulo € mais pronunciado apdés 14 horas da ultima irradiagao

quando associados os comprimentos de onda 660 e 780 nm respectivamente.
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