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RESUMO

SILVA, Giuliana Thaise Araujo da. Influéncia na variacdo da poténcia de irradiacao
por LED com tempo fixo em cultura fibroblastica L929. Dissertagdo de Mestrado.
Universidade Federal de Goias, Jatai, 2018.

O Diodo Emissor de Luz (Light Emissor Diode - LED) é um dispositivo semicondutor
que emite fonte de luz e pode ser usado como modelador tecidual por meio da
transformacéo de fétons recebidos. A fotobiomodulacdo (Photobiomodulation therapy -
PBMT) é um termo especifico para aplicacdo terapéutica da luz e atua como analgesia e
anti-inflamatorio. O objetivo deste trabalho foi de verificar a efetividade do LED em
tempo fixo na estimulacdo de fibroblastos. Para tanto, utilizou-se a linhagem celular L929
submetida a irradiacdo LED (630 nm), em triplicata, nas poténcias de 50, 75 e 100 mW,
por cinco segundos e comparou-se com grupo controle ndo irradiado. Em seguida,
observou-se a viabilidade celular, proliferacdo, producdo de 6xido nitrico e sintese de
colageno. Os resultados revelaram que ndao houve citotoxicidade apos 24, 48 e 72 horas
de irradiacdo; houve aumento na producdo de nitrito entre o grupo de 72 horas e 0s outros
grupos experimentais e aumento na sintese de colageno, diretamente proporcionais as
poténcias utilizadas. Assim a irradiacdo possibilitou a estimulacdo fibroblastica com
aumento de sua atividade no processo de cicatrizagao.

Palavras-chave: LED. Fotobiomodulag&o. Fibroblastos.
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ABSTRACT

SILVA, Giuliana Thaise Araujo da. Influence of variation of irradiation potency by
LED at fixed time in L929 fibroblast culture. Universidade Federal de Goiés, Jatai,
2018.

The Light Emitting Diode (LED) is a semiconductor device that emits light source and
can be used as a tissue modeler by means of the transformation of received photons.
Photobiomodulation therapy (PBMT) is a specific term for the therapeutic application of
light and acts as therapy, analgesia and anti-inflammatory. The objective of this work was
to verify the effectiveness of LED at fixed time in the stimulation of fibroblasts. For this
purpose, the L929 cell line submitted to LED irradiation (630 nm) was used, in triplicate,
at the potency of 50, 75 and 100 mW, for five seconds and compared with non-irradiated
control group. Next, cell viability, proliferation, nitric oxide production and collagen
synthesis were observed. The results revealed that there was no cytotoxicity after 24, 48
and 72 hours of irradiation; there was an increase in the production of nitrite between the
group of 72 hours and the other experimental groups and increase in the synthesis of
collagen, directly proportional to the potencies used. Thus the irradiation allowed the
fibroblastic stimulation with increased activity in the healing process.

Keywords: LED. Photobiomodulation. Fibroblasts.
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INTRODUCAO

O reparo tecidual consiste em diversos fendbmenos e reacdes locais; para
recuperar células e estruturas teciduais danificadas. Neste sentido, ap0s a atuacdo de
celulas especificas no processo inflamatdrio, os fibroblastos iniciam a produgéo de matriz
extracelular, fibras de colageno, entre outras substancias para a composi¢do do novo
tecido (ZACHARY & McGAVIN, 2013).

A terapia de luz vem sido aplicada na fisioterapia com bons resultados na
estimulacdo tecidual e no metabolismo celular com custos relativamente baixos. Na
aplicacdo da técnica, deve-se observar parametros de irradiacbes essenciais como
comprimento de onda, densidade da poténcia, poténcia de saida, energia depositada,
modo de aplicacdo (pulso/continuo) e os mecanismos de acOes celulares para que seja
alcangado resultados positivos (AGNE, 2011).

A aplicacdo da técnica em cultivos de células é importante para a compreensao
das acOes fotobioldgicas e dos mecanismos celulares e bioquimicos; envolvidos no
processo cicatricial e para a determinacdo de parametros ideais nas diversas fases do
processo inflamatdrio e de cicatrizacdo. Tem se observado a produgdo de alguns trabalhos
cientificos controlados, com a aplicacdo de variados tipos de lasers cuja sigla em inglés
refere-se a Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation (Amplificacdo da
Luz por Emissdo Estimulada de Radiacdo) e LEDs designacao de Light Emissor Diode
(Diodo Emissor de Luz) em cultivos celulares, mas que ainda ndo definem, por completo,
os melhores parametros como dose, poténcia e tempo de exposi¢do a luz. Em funcéo de
compreender diversos efeitos, estudos em testes de citotoxicidade in vitro com variadas
células tém sido elaborados, e 0 uso das mesmas transformou-se em um dos principais
modelos para pesquisas em substituicdo aos animais, no qual abrange protecéo,
diminuicdo do uso inadequado e melhor andlise dos processos de reparos dos mesmos
(LIMA, 2015).

Embora o uso da laserterapia, seja um tema estudado em pesquisas dos ultimos
anos, Mcdougall et al (2006), Medrado et al (2003) citados por, Gongalves (2015, p. 31),
0s estudos in vitro com laser de baixa energia induzem efeitos bioestimulatorios em

cultura celular e estimulam os fatores de crescimento.
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No entanto, existe escassez na literatura quanto ao uso do LED, no que se refere
aos seus beneficios nos processos de reparos e 0 consenso de uso para uma boa
determinagdo de dados. E necesséria a investigacio de mais protocolos e analise das
variedades dos parametros, bem como das técnicas de deteccdo dos efeitos da luz em
culturas celulares, para subsidiar as aplica¢fes clinicas em humanos e animais, a fim de
justificar o emprego deste recurso (MATOS, 2016).

Diante dessa lacuna sobre os melhores parametros de utilizacdo do LED em
processos reparatorios teciduais, este trabalho pretende descrever o LED de baixa
poténcia em cultivo de fibroblastos, com parametros de dose e poténcia, ainda nao
explorados por outros pesquisadores, em cultura de fibroblastos e analisar os seus
possiveis efeitos.

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 DIODOS EMISSORES DE LUZ (LEDS)

1.1.1 Aspectos Historicos

Os seres humanos vém utilizando a luz para tratamentos desde os tempos
remotos. Os principios envolvidos na descricdo da fototerapia, fotoquimioterapia ou
fotobiomodulacdo, datam de 1400 a.C. na India, pelos hindus, e dizem respeito ao uso
dos extratos de plantas medicinais a fim de intervir no vitiligo em conjunto a exposi¢édo
solar (DOGRA, 2004; DUARTE et al., 2006; KOBATA, 2016).

No final do século XVIII, o médico Niels Rybers Finsen foi o pioneiro no uso
de radiacdo UV para tratar diversas doencas. As investigaces desenvolveram quando se
percebeu que poderia obter melhorias na sua qualidade de vida se recebesse contato com
a luz solar, mas para isso precisaria de bases cientificas. Encontrou entdo, tratamento da
variola na luz vermelha (1893) e posteriormente do llpus vulgar (1895). O sucesso das

demonstragfes dos resultados bactericidas e estimulagdo tecidual como recurso
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terapéutico para o lupus culminou no prémio Nobel de medicina e fisiologia (1903), que
marca o inicio dos estudos e praticas em varias dermatoses (NIELS, 2018).

Durante a Primeira Guerra Mundial (1914 - 1918) usou-se a fotobiomodulagéo
e luz solar no tratamento de Ulceras traumaticas de perna. Em 1925, foi a vez da
combinacéo de coaltar e radiacéo ultravioleta em psoriase por Goeckeman. Ja em 1948,
Mofty relatou os efeitos com 8 - MOP no vitiligo. Desde entdo, uma serie de doencas
apresentaram-se responsivas a terapia com luz (ROELANDTS, 2002).

O segundo marco comegou com a criacdo do laser de rubi para acelerar a
cicatrizacao de feridas em ratos (1960). O professor Endre Mester observou a aceleragédo
no crescimento de cabelo promovido pela recuperagdo do organismo, observacao essa
denominada de “Bioestimulacdo a laser”, renascendo o interesse e aplicagdes de luz aos
tecidos. Pesquisas sobre parametros ideais e seus efeitos que auxiliaram no
reconhecimento da utilizacdo na terapia com luz para a atualidade (CHUNG, 2012;
ANDERS, 2015).

1.1.2 Definicao

A sigla LED é a abreviagdo da designacdo, na lingua inglesa, de Diodo Emissor
de Luz (Light Emissor Diode). Os equipamentos denominados LEDs, possuem um diodo
composto por material semicondutor, formado pelas juncdes P-N (P — Positivo; N —
Negativo) capaz de emitir luz quando energizado. A combinagdo P-N polarizada
diretamente, exige que a energia do elétron possa ser liberada, 0 que ocasiona
recombina¢6es de lacunas na forma de fétons de luz ou de calor (SCHUBERT, 2003,
CORAZZA,2007).

As fontes de luz ndo sdo coerentes e nem colimadas com producao de espectro
eletromagnético. Quando aplicada a difusdo de luz de uma fonte elétrica de energia
denomina-se eletroluminescéncia. O LED apresenta uma faixa de emissao mais estreita
em relacdo as lampadas convencionais, medida em graus, no qual, os fétons se repartem
em uma superficie maior. Portanto, a superposic¢ao da luz é uma combinagéo linear em
termos de intensidade. Antes de sair do chip, ela se propaga através de varias dimensdes
(CORAZZA, 2005; PARISER, 2008; RITTER, 2010).
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Os primeiros LEDs emitiam vermelho de baixa intensidade ao invisivel. As
versGes modernas disponibilizam do ultra vermelho e infravermelho até a claridade
elevada. A tecnologia passou a oferecer ao longo do tempo LED azul, amarelo, verde,
laranja, ambar e vermelhos cada vez mais potentes e brilhantes que podem ser
encontrados em varios modelos. Essas cores de luzes sdo determinadas pelo espaco de
energia do semicondutor que geralmente é de pequena area e 0s componentes Opticos
podem ser usados para padréo de radiacdo (BERNITZ, 2006; MORENO, 2008; MEYER,
2010).

Dependendo do comprimento de onda, a luz do LED age como agente anti-
inflamatorio e antimicrobiano, sem causar dano tecidual baseado na fototermdlise que
pode atuar na reorganizacdo das células, na sintese de ATP e proteinas, bem como na
inibicdo e estimulacdo dos efeitos da fotobiomodulacdo (FAILACHE, 2006).

Esse comprimento pode variar de 405 nm, que é o azul com efeito bactericida, a
940 nm que é o infravermelho. O comprimento médio de 630 nm (vermelho) € ideal para
ativacdo do fotossensibilizante e aumento do metabolismo dos fibroblastos, sem causar
os efeitos contrarios dos comprimentos de ondas mais fortes. A luz vermelha do LED
ajuda na multiplicacdo celular e efeitos anti-inflamatérios (DOVER, 1989; PARISER,
2008; RITTER, 2010).

Os avangos mais importantes estdo impactando areas variadas quanto a salde:
possa ser na fisioterapia, medicina e odontologia e/ou até mesmo na arquitetura e
agricultura. Os LEDs sdo considerados de baixo custo e mais seguros por oferecer
manuseio facil e dose continua com boa intensidade. Mesmo com uma aplicacéo, o LED
pode atingir grandes areas devido a maior superficie de emissdo de luz com densidade e
intensidade energéticas homogéneas. Por esse motivo o terapeuta pode cobrir um maior
espaco com o aplicador fixo sem movimentacdo (PARISER, 2008; MEYER, 2010;
RITTER, 2010).

1.1.3 Diferenca do LED para o laser

Novos estudos proporcionam cada vez mais alternativas e credibilidade ao uso

de diversos equipamentos. Apesar do LED e o laser serem bem indicados com
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semelhancas significativas é necessario pontuar as diferencas entre eles. Ambos possuem
formagdo da luz diferenciadas. A luz do diodo de um laser esté presente dentro de uma
cavidade de ressonancia, na qual, os fotons sdo idénticos, ampliados por estimulos que se
propagam em trajetorias paralelas. Os feixes de luz sdo coerentes e as ondas que compdem
os fétons coincidem em termos de amplitude, direcdo e fases com um Gnico comprimento
de onda e cor. A composicdo da luz do laser é colimada e por outro lado, o LED néo
possui essa cavidade Optica, s6 produz uma banda de espectro eletromagnético proxima
ao do laser. Assim, o laser fornece luz por radiacdo estimulada, quanto o LED emite luz
através de radiacdo espontanea (CALMON, 2006; CORAZZA, 2007; VOLPATO, 2009).

Outro fator representativo é a poténcia de saida de cada um. No LED, o pico
maximo que é medido em milésimos de um watt, no laser é em watt. O que nédo
proporciona ao LED energia para danificar o tecido, e sim, apenas o suficiente para uma
resposta celular no processo de tratamento. Ja a poténcia do laser possibilita uso em
recurso ablativo para meio cirdrgico (BAGNATO, 2005).

Na escolha para a aplicacdo terapéutica devem ser observadas as vantagens e
desvantagens entre LED e laser. O LED apresenta como beneficios o estimulo natural ao
tecido de forma menos invasiva, disponibilidade de diversas cores, menor custo com
relacdo ao laser, pode ser aplicado no corpo todo e é adequado tanto para condigdes
cronicas quanto agudas. J& como desvantagens o LED n&o é coerente, dispde de menor
precisdo e os efeitos possuem resultados gradativos, pois a terapia é mais lenta devido ao
comprimento de onda (MORENO, 2008; CHUNG, 2012).

O laser é pontual e coerente, o efeito € visualizado rapidamente, a terapia €
rapida e apresenta maior precisdo no comprimento de onda. No entanto, o seu custo do
tratamento é mais elevado, pode ser invasivo por ndo proporcionar estimulos naturais, o
tempo de cura é menor, oferece pouca variedade de cores, ndo € apropriado para todo o
corpo e sua escolha depende do tipo de lesdo que geralmente é mais especifico (MUTHU,
2002; ALMEIDA, 2014; LUMILEDS, 2018).

A introducdo dos LEDs em terapias com luz proporcionou 0 aumento nos
debates entre diferencas dos aparelhos. Karu et al. 1983, compara os resultados das
diferentes fontes de luz sob aspectos clinicos e demonstra que ndo pode concluir maior

efetividade terapéutica do LED com relagéo ao laser. A luz coerente e ndo coerente em
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estudos a nivel celular com a mesma intensidade, duracdo, tempo de irradiacdo e
comprimento de onda resultaram em efeitos biol6gicos aproximados.

Um dos principais interesses das pesquisas é especialmente ao grande potencial
de acdo com custos menores (PONTINEN, 1996). Anélises das diferencas do
comprimento de onda, coeréncia ou ndo, apresentam caracteristicas importantes para 0s
efeitos biomoduladores. N&o foi determinado se existe de fato discordancia nos
resultados, quer na monocromoidade da luz laser, como a amplitude da luz LED. Além
disso s@o poucos os estudos publicados e dados conclusivos sobre a terapia de luz com
LED e o uso da sua radiacdo optica (SMITH, 2005; AGNOL,2009).

1.1.4 Fotobiomodulacao

A terapia de fotobiomodulagdo ou photobiomodulation therapy (PBMT) é um
termo especifico para aplicacéo terapéutica da luz. A PBMT é definida como uma terapia
que utiliza formas ndo ionizantes de fontes de luz, incluindo LEDs e lasers, capaz de
provocar eventos fotofisicos e fotoquimicos em varias escalas bioldgicas (ANDERS et
al., 2015).

E uma modalidade ndo invasiva e de baixo custo utilizada amplamente em
variadas afeccbes por fisioterapeutas, dentistas, terapeutas, dermatologistas,
reumatologistas e médicos veterinarios (KULEKCIOGLU, 2003; VLADIMIROV,
2004). A técnica com o uso do LED surgiu em meio de pesquisas pela NASA, a Food and
Drug Administration (FDA) através de testes na cicatrizacdo de feridas em humanos
(WHELAN, 2001).

A fotobiomodulacéo resulta em beneficios nos seus efeitos para analgesia, acdo
anti-inflamatoria e cicatrizagdo. A terapia com luz emitida por equipamentos de LED atua
no metabolismo das células alvo que consequentemente produz eventos vasculares e
celulares de possivel interferéncia no reparo tecidual (LINS, 2010).

A absorc¢do da luz em meios bioldgicos ou por células ocorre por fotorreceptores
moleculares, denominados cromdforos, que podem ser enzimas, membranas celulares,
pigmento heme, mioglobina, melanina e pigmento citocromo na mitocéndria. A interagdo

adequada da luz com os fotorreceptores pode promover nas células, proliferacdo e
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aumento do metabolismo, culminando na reducgéo do processo inflamatdrio, aumento na
deposicao de colageno e aceleragdo da cicatrizacao tecidual (KARU, 1989).

Esses efeitos bioldgicos no tecido sdo recorrentes da energia luminosa
depositada. A mesma € transformada em energia vital de acdo primaria com resposta
direta e acdo secundaria de maneira indireta, bem como nos resultados terapéuticos gerais
(GENOVESE, 2000). A luz quando utilizada nas células ou tecidos na dose adequada
pode estimular os linfocitos, aumentar a produgdo de ATP mitocondrial, ativar mastocitos
e a proliferacdo celular (CATAOQ, 2004).

Em nivel celular, a aceleracdo do metabolismo pela absorcdo da luz ocorre
devido ao estimulo dos fotorreceptores na cadeia mitocondrial respiratéria, na liberacéo
dos fatores de crescimento, mudancas nos niveis de ATP celular e a sintese de colageno.
A luz do LED age na maturacdo e proliferacdo, na quantidade de tecidos de granulacédo
produzida, na reducdo dos mediadores inflamatérios e nas alteragdes bioelétricas,
bioguimicas e bioenergéticas o que induz o processo da cicatrizacdo (KREISLER, 2003;
POSTEN, 2005; BOURGUIGNON, 2005).

As atividades anti-inflamatdrias sdo decorrentes da acelera¢do do processo de
microcirculacdo, ou seja, mudancas na pressao hidrostatica capilar, reabsorcédo do edema
e diminuicdo nos metabolicos intermediarios acumulados (CAMELO, 2007).

J& no mecanismo de indugdo da atividade mitética dos fibroblastos ha
estimulacdo da producéo do fator de crescimento fibroblastico basico (FGFb). Este possui
um polipeptidio multifuncional que induz a proliferacdo e as diferenciacdes dos
fibroblastos. Assim as células imunes que secretam citocinas e outros fatores regulatorios
do crescimento fibrobléstico séo afetadas (WALSH,1997).

A irradiacdo com melhores resultados sdo aquelas oriundas de espectro vermeho
e infravermelho. Karu, 2003 relata que as fontes mais utilizadas s&o o laser de hélio neon
(He Ne) (632,8 nm), o laser de aluminio galio (Ga Al) (630 685 nm), o laser de arseniato
de hélio neon (He Ne As) (780 870 nm) e o arsenato de galio laser (Ga As) (904 nm),
assim como o0s LEDs cuja banda de emisséo se encontra numa ampla regido do espectro.

A utilizacdo do LED tem despertado interesse para a finalidade experimental e
clinica, em virtude de resultados promissores alcangados tanto pela sua aplicagdo, quanto

pelo uso de lasers. Efeitos benéficos da interagdo da luz LED ja foram documentados em
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culturas de fibroblastos, em modelos animais e humanos (WEBB et al., 1998; BAROLET
et al., 2009; AGNOL et al., 2009; PIRES-OLIVEIRA et al., 2010).

EL SAYED & DYSON (1990) analisaram o material de uma ferida de 1 cm? em
ratos Wistar feitas com um bisturi. As feridas foram tratadas e depois do animal
eutanasiado, o material foi encaminhado para degranulacdo de mastocitos e analise em
microscopia de luz. Os testes foram individuais em uma unica fonte de energia com
diversos comprimentos de onda (1 laser de 820 nm e LEDs de 660, 870, 880, 940 e 950
nm). Como resultados, 0s mastocitos que receberam conjunto maltiplo de diodos
monocromaticos apresentam alta degranulacao.

WHELAN et al. (2001) observaram em feridas os niveis dos fatores de
crescimento fibroblastico bésico (FGF-2) e fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) nos dias 0, 4, 7 e 14. Como método foi realizado o ELISA e irradiacdo com LED
(880 nm) de poténcia 4 J/cm?. Quando comparada aos grupos controles os resultados
foram positivos, 0s mesmos com aumento da taxa de crescimento da cicatrizagdo. Em
todos os dias de analise observada, os niveis de FGF-2 apresentavam indices
significativos, em especial no 4° dia. Entretanto, os niveis de VEGF resultaram em
semelhancas ao controle.

Em outra pesquisa de Whelan et al. (2003), relataram os efeitos da expressao
génica em um procedimento cirurgico apés irradiagdo com LED (670 nm) e poténcia de
4 Jlem?. No segundo dia de tratamento, os fatores de crescimento fibroblastico 7 e 12
mostraram-se regulados pelo LED. O gene Galactina-7 (subtipo de queratinécitos),
também era regulado e elevado até o 14° dia de tratamento com o LED. Como
consequéncia, acdo na cicatrizacdo de ferida, possivel modulacdo da dor e dos genes
reguladores do calcio (Calpactinas), quando analisados em relacéo ao grupo controle.

AGNOL (2009) utilizou o LED para tratamentos de diversas complicac6es
relacionadas ao diabetes e associacdo a interacdo da luz em trinta e seis ratos com les6es
cirargicas no dorso. A justificativa de escolha do método foram a coeréncia da luz, o
baixo custo e facil manuseio. Os grupos experimentais receberam uma irradiacdo por
LED 640 nm ou laser 660 nm com dura¢do de 30 minutos apds a lesdo. Depois,
quantificados os parametros histomorfoldgicos e histomorfométricos. Os resultados do
laser para o LED foram semelhantes por um periodo de 168 horas apos as feridas. Nos
grupos de animais diabéticos, observou-se que a fotobiomodulagdo com LEDs 72 horas
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apos a criacdo da lesdo foi mais eficiente que a do laser para resultados de reducao nos
didmetros das feridas.

CHUNG, et al., 2012, exp0e a caréncia de estudos que evidenciem a influéncia
das técnicas de fotobiomodulacdo. O grande numero de parametros utilizados e que nem
sempre 0s mesmos sdo citados para a realizacdo adequada da modalidade, dentre a
complexidade na correlagdo do comprimento de onda da luz, densidade de energia e
poténcia, tempo de irradiacdo, intervalo de tratamento e as respostas bifasicas das doses. Esses

dados justificam a aplicacdo da fotobiomodulacdo com LED em fibroblastos.

2 TECIDO CONJUNTIVO E CICATRIZACAO

Os organismos sdo compostos por quatro tipos de tecidos basicos que se
combinam para compor tecidos mais complexos e 6rgdos. Nesta classificacdo, que se
baseia em aspectos morfoldgicos e funcionais, encontra-se o tecido conjuntivo, tecido
epitelial, tecido muscular e tecido neuronal (KIERSZENBAUM, 2012).

O tecido conjuntivo é denominado de propriamente dito quando apresenta,
dentre outras funcOes, a capacidade de conexdo, sustentacdo e preenchimento junto a
outros tecidos e, de especializado quando ocorrem diferenciac@es, gerando o tecido
sanguineo, cartilaginoso ou 6sseo. A composicao do tecido conjuntivo propriamente dito
inclui abundancia de matriz extracelular, células mesenquimais, fibroblastos,
plasmocitos, macréfagos e mastocitos (ROSS, PAWLINA, 2012; JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2013).

2.1 FIBROBLASTOS

Os fibroblastos sdo alongados ou estrelados, com nicleo eucromatico e um ou
dois nucléolos proeminentes. Apresenta reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de
Golgi bem desenvolvidos, pois sintetizam fibras colagenas, fibras reticulares, fibras

elasticas e a substancia fundamental que compdem a matriz extracelular. Sua forma
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inativa € denominada de fibrécito, com dimensdo menor, de aspecto fusiforme, nucleo
menor e mais escuro e citoplasma com reduzida quantidade de reticulo endoplasmaético
rugoso (Figura 1) (KIERSZENBAUM, 2012).

Os fibroblastos se apresentam no tecido conjuntivo normal com baixa taxa de
proliferacdo, baixa atividade metabdlica e estado de repouso. Ocorre uma alteracao
fenotipica dos fibroblastos em repouso para as células que estdo em proliferacéo e, em
seguida, para células em migracdo. Isso gera producdo de matriz estacionaria com
capacidade de reparar o tecido, induzir a deposicao de matriz extracelular e proteinas na
adesdo celular, de maneira que, os fibroblastos migrem para o centro da ferida
(HAEKKINEN et al., 2000).

Figura 1 - Esquema representativo de fibroblasto (esquerda) e fibrdcito (direita). Observa-se
maior volume citoplasmatico e de organelas nos fibroblastos. Fonte: Junqueira e Carneiro
(2013).

Na contracdo da ferida em uma representacao fenotipo contratil, os fibroblastos
se diferenciam a partir dos miofibroblastos, que sdo células intermediarias entre
fibroblastos e as células musculares lisas. Harris et al., 1980 relata que eles exercem essa
funcéo por encurtamento, como as células musculares e/ou por mecanismo estacionario.

As células fibroblastica podem ser consideradas como a principal no tecido
conjuntivo, mas em adultos, elas ndo se dividem com tanta frequéncia, apenas quando

existe lesdo ou uma sobrecarga funcional (MORISCOT et al., 2004).

28



2.1.1 Composicao das Fibras Colagenas

As fibras de coldgeno séo compostas por subunidades filamentosas denominadas
fibrilas de colageno, cujas moléculas estdo dispostas em hélice tripla e sdo formadas
predominantemente pelos aminoacidos glicina, prolina e lisina. Estas fibras sdo os
componentes estruturais mais abundantes do tecido conjuntivo. EXxistem
aproximadamente 29 tipos de colageno, diferenciados pela complexidade e pela
consideravel diversidade em sua estrutura e funcdo. O colageno do tipo | € o mais
abundante, correspondendo a cerca de 90% e é encontrado em diversos 0rgaos como
0ss0s, tenddes, pele, ligamentos, cornea, pulmo e tecido vascular e desempenha papel
fundamental na cicatrizagéo tecidual (ROSS, PAWLINA, 2012).

Durante a sintese do colageno, pelos fibroblastos sdo ativados os genes
codificadores das cadeias al e a2 no nicleo, a producdo o RNA mensageiro (RNAm) e a
traducdo no citoplasma com a expressao das cadeias polipeptidicas que sdo internalizadas
no reticulo endoplasmaético, onde sofrerdo hidroxilacdo dos aminoécidos e glicosilagao.
No reticulo endoplasmatico as cadeias a se organizam em grupos de trés formando as
moléculas precursoras e denominadas procolageno, que serdo secretadas para 0 meio
extracelular. Os fibroblastos secretam a enzima procolageno peptidase no meio
extracelular, que cliva as moléculas de procolageno e se associam espontaneamente para
compor as fibrilas de coldgeno (KIERSZENBAUM, 2012; JUNQUEIRA, CARNEIRO,
2013).

2.2 REPARACAO TECIDUAL

O reparo tecidual € um processo dindmico, organizado e complexo, que consiste
em uma coordenada cascata de eventos celulares, moleculares e bioquimicos que
interagem entre si, para ocorrer a reconstituicdo tecidual (ZACHARY & McGAVIN,
2013).

Este fendbmeno comeca logo apds ocasionada a ferida e pode durar até anos. A
ferida e cada ruptura tecidual com perda consecutiva de funcdo. A cicatrizacdo pode ser

afetada quando acontece falta ou desequilibrio dos elementos biolégicos, porém pode ser
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compensada por outros mediadores de forma a dar continuidade no reparo (REINKE,
2012; COELHO, 2012).

Fibroblastos, células endoteliais, células circulatérias, os queratindcitos,
moléculas e citocinas participam de varios elementos fundamentais para a recuperacao
tecidual. Os fibroblastos atuam através da funcdo de proliferacdo, migracdo e
preenchimento da lesdo que durante o reparo ficam expostos a diversas moléculas da
matriz extracelular e dos fatores de crescimentos (HAEKKINEN et al., 2000).

O processo pode ser dividido em trés fases: fase inflamatoria, fase de
proliferacdo ou de granulacdo e fase de remodelacdo ou de maturacdo (Figura 2)
(LAUREANO & RODRIGUES, 2011; ZACHARY & McGAVIN, 2013).
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Figura 2 - Fases da cicatrizacdo de feridas. Fonte: Robbins (2001).

Os efeitos temporais estabelecem a duracdo de cada etapa. No entanto, ndo é
exato o intervalo de tempo, devido as caracteristicas de cada situacdo para reparo e a

sobreposicao de cada fase em relacdo a outra (REED, 1995).

2.2.1 Fase Inflamatéria

Quando detectado o dano tecidual, a fase inflamatdria age como consequéncia
direta e de grande importancia para o comeco do reparo. Seu objetivo é recuperar o tecido

de maneira funcional e morfologica. Alem de agir na eliminacdo dos microrganismos e
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das bactérias contaminantes, caso ndo ocorra essa descontaminacdo, pode atrasar o
processo de reparacdo (PANSANI, 2015).

A fase inflamatdria € caracterizada por fenémenos vasculares, coagulagdo, e
mecanismos celulares. Os primeiros tipos celulares a predominarem no sitio da lesdo sao
os neutrofilos, em seguida os mondcitos que se diferenciam em macrofagos. Os
macréfagos coordenam o processo de reparo, pois realizam fagocitose de
microrganismos, debris teciduais e neutréfilos senis, contribuindo para a progressao da
fase proliferativa, por meio da inducdo da angiogénese e formacdo de tecido de
granulacdo. S&o também responsaveis pela producéo e liberacdo de diversos fatores de
crescimento, como PDGF, TGF-a, TGF-B, VEGF e FGF (fator de crescimento dos
fibroblastos) (ZACHARY & McGAVIN, 2013).

Assim, do primeiro ao décimo dia, através das alteracdes vasoativas € liberado para
periferia da lesdo os fagocitos circulantes. Nesta fase, quando aplicado a fotobiomodulagéo
pode resultar em otimizacdo da cicatrizacdo devido ao crescimento fagocitario e
movimento de células, ou pela secrecdo de histamina e serotonina dos mastdcitos
estimulados pela permeabilidade da membrana da plagqueta e reacdo dos macréfagos
(MORTIMER & DYSON, 1988; JOZSA & KANNUS, 1997; CORAZZA, 2007).

2.2.2 Fase Proliferativa

A fase proliferativa caracteriza-se pela ocorréncia de angiogénese e fibroplasia,
com a proliferacdo de fibroblastos e consequentemente aumento da produgédo de matriz
extracelular e colageno do tipo 11l (ZACHARY & McGAVIN, 2013).

Tem inicio trés dias apds a lesdo e até cinco dias organiza a trama de granulacao
com a deposicdo da matriz extracelular. Esta fase é marcada por fibroblastos,
miofibroblastos e endoteliais na area lesionada. A migracdo destas células, sao mediadas
pelos fatores de crescimento dos macréfagos teciduais e das plaquetas, o que permite a
sintese de colageno e a deposicdo (MAXWELL, 1992; JOZSA & KANNUS, 1997;
ALBUQUERQUE, 2010).

O processo de fibroplasia é observado a partir da producdo de colageno com a
formagdo de novo tecido (granulagdo). A partir disto, observa-se fibroblastos
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neoformados, colageno, macrofagos, 0s micros vasos permeaveis e a substancia matricial.
A fotobiomodulagdo nesta etapa estimula a producdo de coldgeno, pela motilidade
fibroblastica e devido a atividade celular gera aumento do fluxo de ions de célcio (DE
OLIVEIRA, 2014).

2.2.3 Fase de Remodelacéo

Esta é a maior, terceira e Gltima fase do processo de reparo. Pode ser denominada
também de fibrose ou maturacdo. Seu inicio € em média da segunda semana da
cicatrizacdo e pode durar até anos de acordo com cada lesdo. A ferida madura é
caracterizada como avascular e acelular (REINKE, 2012).

Durante a remodelacgéo, os fibroblastos produzem colageno do tipo I, que se
apresenta mais organizado e substitui o coldgeno do tipo Ill. Neste realinhamento, os
feixes de colageno ficam mais fortes, espessos e elasticos com o objetivo de recuperar a
funcao inicial (ZACHARY & McGAVIN, 2013).
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3 EXPERIMENTACAO IN VITRO

Os testes in vitro ndo substituem os testes in vivo, porém estudos do
comportamento celular in vitro séo essenciais para que se tenha um uso coerente e seguro
na pratica médica. Alem disso, apresentam vantagens como a reducdo da utilizacdo de
animais, facilidade de manutencéo, cultivo e exigéncia de menor espaco em relacdo aos
biotérios. A cultura celular é uma extenséo da técnica de cultura de tecidos, um termo
genérico utilizado para incluir culturas in vitro de 6rgaos, tecidos e células (FRESHNEY,
2005; FANG, 2017).

No entanto, as células isoladas, tecidos ou 6rgdos s6 podem ser cultivados in
vitro quando mantidos em instalacfes adequadas, com temperaturas definidas e
suplementados com meio contendo nutrientes e fatores de crescimento. Além disso, 0
conhecimento de morfologia celular, procedimentos basicos de cultura celular e técnicas
assépticas rigorosas sao essenciais para a manutencao de células in vitro livre de qualquer
tipo de contaminacdo (FRESHNEY, 2005; BRESLIN et al., 2013).

3.1 ESTUDOS EM CULTURA CELULAR

No inicio do Século XX, as consideracBes do pesquisador americano Ross
Harrison (1908), foram consideradas um marco ao uso da técnica de cultura/cultivo
celular ou tecidual. Seu objetivo era observar células de animais livres das interferéncias
de organismos internos e manter diante da exposicdo do ambiente externo. Os tecidos
eram fragmentados e submersos no soro do animal de origem ou no plasma sanguineo
que estavam nos frascos. Harrison, realizou testes in vitro para o estudo de métodos in
vivo, através do cultivo da medula espinhal embrionaria de anfibios (FRESHNEY, 2005;
LIMA-NETO, 2010).

Existiam grandes dificuldades quanto a execucdo, para tanto, eram utilizadas
uma dispersdo de células com origem de um tecido de uma linhagem celular, degradacéo

enzimatica, quimica, mecénica ou de uma cultura primaria (ZORTEA, 2010).
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A cultura celular envolve isolamento e manutencgéo da viabilidade e proliferacao
das células de um tecido vegetal ou animal em um meio in vitro com nutrientes, fatores
de crescimento e sobrevivéncia com boas condicGes de pH, temperatura, tensédo de CO, e
de 0, e osmolaridade adequada. Pode-se definir como uma jungdo de praticas para
permitir a manutengdo celular em um sistema in vitro sob condigdes adequadas
independentemente do tipo de tecido de origem (DO AMARAL & MACHADO-
SANTELLI, 2011).

O cultivo celular foi fundamental para elucidar interacdes célula-célula e elaborar os
primeiros procedimentos experimentais, progressivamente, a dificuldades foram elucidadas
atraves de materiais de uso descartaveis, estéreis, assépticos, métodos de manuseios seguros,
atencdo e meios de cultura adequados (LIMA-NETO, 2010).

Um dos avan¢os nos experimentos com o cultivo celular se deu com o uso de
linhagens celulares. A linhagem celular pode ser caracterizada como um conjunto de
células oriundas pelo subcultivo de uma célula priméria mantidas em condi¢fes
adequadas de armazenamento. Neste sentido, uma das linhagens utilizadas séo as da cultura
de fibroblastos, fundamentais para a producédo de matriz extracelular e de colageno, para tanto
as linhagens de fibroblastos L929 foram uma das primeiras a seres estabelecidas nas culturas
continuas. A L929 ¢ derivada do tecido aureolar subcutaneo e adiposo de camundongos
machos Mus musculus (C3H/Na) (BRETAS, 2011; DE OLIVEIRA, 2014).

As pesquisas in vitro com cultura de células foi o comeco das andlises do
comportamento biolégicos dos materiais. Tem sido utilizado devido a padronizacdo da
amostra e ser uma boa alternativa ao uso dos animais de laboratério (HAUMAN &
LOVE, 2003; FRESHNEY, 2010).

3.2 TESTES DE VIABILIDADE CELULAR

Os testes in vitro que avaliam a citotoxicidade estdo relacionados com
modificagfes que ocorrem nas celulas, desde as mais brandas, como determinadas
fungdes celulares até a ndo viabilidade celular. A morte celular é evidenciada por
alteracbes na morfologia celular, como o arredondamento das células e aumento da

vacuolizagdo do citoplasma; redugéo da adeséo celular; auséncia ou mudanca na atividade
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metabolica; lise das células e proliferacdo celular diminuida. A viabilidade celular é
demonstrada pela porcentagem de células vivas em relacdo a porcentagem de células do
controle de citotoxicidade (1SO, 2009; WANG, 2015).

Para a avaliacdo quantitativa da viabilidade celular realiza-se métodos
colorimétricos com uso de corantes como 0 MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2,5-difenil-2-1L)
-bdifenil brometo de tetrazolio) e o MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-21L)-5-(3-
carboximetoxifenil)2H-tetrazdlio). A avaliacdo quantitativa determina se ocorreu
inibicdo do crescimento, proliferacdo ou morte celular. Com reducdo da viabilidade
celular em mais de 30% ja se conclui que existe um efeito citotoxico. A avaliacdo
qualitativa € realizada pela analise microscépica das células usando coloragdes
citogénicas, na qual observam-se alteracdes na morfologia celular como integridade de
membrana, vacuolizacdo, entre outras alteragdes morfoldgicas (FARIA et al., 2004;
SEHNEM et al., 2012).

3.3 OXIDO NITRICO E SINTESE DE COLAGENO

O oxido nitrico (NO) é uma molécula sinalizadora, sintetizada a partir do
aminoacido arginina pela acdo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), que age nos
sistemas nervoso, imunolégico e circulatério (CHUNG, 2012).

A producéo de 6xido nitrico, por estar relacionada com o metabolismo celular,
também estd envolvido na producdo de coladgeno. Foi demonstrado relacdo com a
quantidade de NO e colageno sintetizados por fibroblastos (WITTE, 2000). No entanto,
existe limitacdo na quantidade de NO produzido pelos fibroblastos, pois quantidades
exacerbadas, apesar de ndo quantificadas, sdo capazes de gerar efeito contrario, inibindo
a producdo de colageno. De certa forma, o fibroblasto é capaz de regular a producéo de
colageno pelo NO produzido por outras células como o macréfago, ou produzido por ele
mesmo (PARK, 2013).

A avaliacdo da producdo de 6xido nitrico pode ser realizada por métodos diretos
como a espectrofotometria e cromatografia. No entanto, o NO, por ser produzido em
pequenas quantidades e apresentar meia-vida curta, diminuem a praticidade destas

técnicas. Por tanto, é possivel utilizar a afericdo indireta, como o método baseado na
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reacdo de Griess que se fundamenta na dosagem dos ions nitritos obtidos por reducao
quantitativa (maior de 90%) dos ions nitratos presentes na amostra. Este método apresenta
caracteristicas vantajosas em relacdo ao custo, simplicidade de execucdo e rapidez
(ALMEIDA, 2014). O colageno pode ser dosado pela colocacédo de corantes que se ligam
a diversos tipos de coldgeno no meio de cultura em contato com as células, como o Sirius
Red, que permitem a quantificagdo por espectrofotometria (BARROS, 2017).

A coloracdo do colageno através do Sirius Red é um método histoldgico padréo.
Utilizada para quantificar a sintese de colageno em cultura celular. O procedimento é de
facil execucdo com funcéo de verificar a relacdo aos diferentes materiais extracelulares.
Essa determinacdo do contetdo de coléageno celular desperta grandes interesses em
pesquisas por se basear na medicdo do teor de hidroxiprolina por métodos quimicos e
associacdo da prolina marcada radiativamente nos colagenos e possibilitar a quantificacdo
da taxa de sintese e degradacdo de colageno (PUCHTLER et al. 1964,
BLUMENKRANTZ E ASBOE-HANSEN, 1975; TULLBERG, 1999).

Foi mediante a coloracdo especifica de colageno pelo Sirius Red, Junqueira et
al. (1979) desenvolveram um ensaio colorimétrico de ligacdo de corante que quantifica
as solucdes de colageno espalhadas em laminas de vidro. O que possibilita a analise de
varias amostras devido a leitura ser na placa de microtitulacdo (TULLBERG, 1999).

Desta forma, considerando-se a necessidade de avaliar a influéncia da luz LED
na atividade e viabilidade de fibroblastos e compreender os efeitos sobre o processo de
cicatrizacao, optou-se por utilizar cultivo celular de fibroblastos e técnicas que fossem
viaveis para abordar adequadamente a proposta do uso de diferentes poténcias do
equipamento emissor da luz. E necessario ressaltar que ainda sdo poucos os estudos que
tém sido desenvolvidos com a luz LED, cujos efeitos clinicos e experimentais mostram-

se promissores para area de reparacao tecidual.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade e atividade de fibroblastos apds a irradiagdo com LED

vermelho 630 nm em diferentes poténcias e tempo fixo de cinco segundos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Irradiar cultura de fibroblastos com LED vermelho 630 nm e poténcia de 50 mW,
75 mW e 100 mW por cinco segundos;

Avaliar a viabilidade (citotoxicidade) de fibroblastos irradiados;

Mensurar a producdo de 6xido nitrico por fibroblastos irradiados;

Verificar a producéo de colageno por fibroblastos irradiados.
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5 MATERIAL E METODOS

A metodologia adotada seguiu todo o protocolo de manejo estabelecido pelo
Laboratorio de Citocinas no Instituto de Patologia Tropical e Satde Pablica (IPTSP) da

Universidade Federal de Goias — UFG/Regional Goiénia, conforme descrito a seguir.

5.1 CULTIVO CELULAR

Os ensaios de cultura celular foram realizados no Laboratério de Citocinas no
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da Universidade Federal de
Goiés, sob orientacdo do Prof. Dr. Milton Adriano Pelli de Oliveira. Foram utilizadas
linhagens celulares de fibroblastos de camundongos (L929), adquiridas do Banco de
células do Rio de Janeiro. O meio de cultura utilizado para o cultivo celular foi 100mL
do meio RPMI (Sigma-R6504) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cripion -
FB 0010S®), 1mL de L-glutamina(Gibco 100x®) a 200mM, 1mL de Hepes (Sigma
H0763®) a 1M, 100uL de 2-Mercaptoetanol (Sigma M6250®) (50mM), 1mL de
estreptomicina (Sigma P7794®)/penicilina (Sigma P7794®) (10.000U/mL estrep. e
10.000pg/mL de penic).

As células permaneceram armazenadas em reservatorio de nitrogénio liquido,
congeladas a -70°C em meio com DMSO 5% (Mallinckrodt®). Para o experimento, as
células foram retiradas do nitrogénio liquido e levadas rapidamente ao banho-maria a
37°C para descongelar sob movimentos leves. No fluxo laminar, preparado
adequadamente para o uso, a amostra foi colocada em tubo tipo Falcon estéril 15 e, em
seguida, acrescentou-se o meio RPMI completo gota a gota sob movimentos leves. O
frasco foi centrifugado a 1500 rpm, por 10 minutos, a 10°C, formando na parte inferior
do frasco um pellet de células (GEY, et al., 1952; LUCEY, et al., 2009).

Em seguida foi desprezado o meio sobrenadante, vertendo rapidamente o tubo no
descarte e feito a ressuspensao celular em 1 mL do meio até que a amostra ficasse
homogénea. Realizado a contagem das células, diluindo-as em azul de tripano 0,1% na
placa de 96 pocos seguido da quantidade e diluicdo celular adequada através do calculo.

Quantidade de celulas x diluicdo x Fator da camara + 1000
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Na placa de seis pocos estéril foi adicionado 3 mL de meio RPMI completo e
adicionado a suspensdo celular. As células foram mantidas em incubadora (Sanyo®
Modelo COM - 5M) a 37°C e em atmosfera de 5% de CO2 até atingirem a confluéncia
desejada para o experimento (80-90%) (Figura 3 e 4).
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observagdo no microscopio CO,

Figura 3 - Esquema representativo da cultura de fibroblastos L929.
Fonte: Adaptado Google Imagens

T

Figura 4 - Cultura de fibroblastos L929.
Fonte: Arquivo pessoal

Ap0s a cultura apresentar confluéncia de 80 — 90%, foi realizada a tripsinizagdo
nas placas de 96 pogos de fundo chato para cultura celular e distribuicdo para o

experimento, com densidade de 1 x 10 células/ml por pogo e permaneceram em repouso
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por 24 horas para a sedimentagdo. As células foram inseridas nos po¢os, considerando-se
as repeticdes dos grupos controles os trés pogos ocupados no quadrante superior esquerdo
e as trés repeticdes dos grupos experimentais 0s pogos ocupados no quadrante inferior
direito (Figura 5).
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Figura 5 - Esquema representativo da distribuicdo das células cultivadas na placa de 96 pocos.
No quadrante superior esquerdo, trés pocos ocupados, compondo as repeti¢cdes dos grupos controles, cujas
ceélulas ndo sdo irradiadas por LED. No quadrante inferior direito, trés pogos ocupados para compor as
repeti¢des dos grupos experimentais, cujas células sdo irradiadas. Fonte: Adaptado Google Imagens

5.2 IRRADIACAO COM LED 630 NM

Ap0s as 24 horas de sedimentacdo, iniciou-se a irradiacdo com tempo fixo de
cinco segundos, variando-se a poténcia de acordo com cada grupo: grupo 1 (G50),
poténcia de 50 mW; grupo 2 (G75), 75 mW e grupo 3 (G100), 100 mW (Figura 6).

Para cada grupo foi realizada a irradiacdo em triplicata com trés repeticfes e para
0 grupo controle ndo houve irradiacdo, mantendo-se, também em triplicata com trés
repeticGes. Para 0 momento da irradiacdo, 0 meio de cultura foi substituido por mesma
quantidade (1ml) de tampéao fosfato-salino (PBS), a fim de diminuir a interferéncia na
absorcédo da energia. A aplicacdo ocorreu em ambiente fechado, temperatura ambiente e
com minima luminosidade. Foi utilizado equipamento LINCE com ponteira de
iluminagéo de arranjo de LED centrado em 630 nm, e area de 9,6 cm? (MMOptics, S&o
Carlos, Brasil), na forma continua, com feixe atingindo perpendicularmente a placa com
a tampa fechada (MENEZES,2006).
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G50 — 50 mW G75-75mW G100 - 100mwW

Figura 6 - Esquema representativo da composicdo dos grupos experimentais. Grupo 1 (G50),
irradiacdo com 50 mW, grupo 2 (G75) com 75 mW e grupo 3 (G100), com 100 mW. Em todos os grupos
o tempo de irradiagdo foi de cinco segundos. Para cada grupo, realizou-se a experimentacdo em triplicata,

com trés repeti¢des (pogos preenchidos em vermelho no quadrante superior esquerdo). Os grupos controles
estdo no quadrante inferior direito (pocos preenchidos em vermelho). Fonte: Adaptado Arquivo Pessoal

) )

Apbs as irradiacOes, retirou-se dos pocos a solucdo tampdo fosfato-salina,
adicionou-se 0 meio de cultura e as células foram novamente incubadas nas mesmas
condigdes descritas, por 24 horas. Posteriormente, as culturas de células foram avaliadas
pelo método de MTT (Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol) - 2,5-difeniltetrazélio]).

5.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE PELO METODO MTT

O teste de avaliagdo da citotoxicidade foi realizado para 0s grupos experimentais
e controles, 24 horas ap6s o procedimento de irradiagdo de G50, G75 e G100. Para todos
os grupos foram realizadas trés repeticdes e em triplicata. Para a realizacdo do teste,
preparou-se a solu¢do de MTT (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo, U.S.A.), diluindo-
se 5mg do sal em 1mL de PBS que foi posteriormente filtrada em filtro Millipore 0,22
um estéril. Em seguida, apds a observagdo das placas de 96 pocos ao microscopio
invertido, e visualizadas as condicOes celulares, adicionou-se, em cada pogo, 20 puL da
solugéo de MTT. As placas foram mantidas na incubadora por seis horas, em seguida foi
adicionado em cada pogo 60 pL de SDS 10% (dodecil sulfato de sodio) para a
solubilizacdo dos cristais formados. Apds 12 horas da adi¢cdo do SDS, as placas foram

removidas da incubadora e o contetudo dos pocos transferidos para nova placa para a
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quantificacdo da densidade dptica em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de
550 nm (Figura 7) (BASSO, 2013; MOSMANN, 1983; PASANI,2015).

Adicionar solugao Incubar para formacao dos
MTT (5mg/mL): cristais de Formazan

Leitura da absorbancia

Figura 7 - Esquema representativo do ensaio de viabilidade celular pelo teste de MTT.
Fonte: Adaptado Google Imagens

5.4 AVALIACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO)

A quantificacdo de NO (Figura 8) produzido pelas celulas foi determinado pelo
acumulo de nitrito no sobrenadante da cultura de células por meio da reacao de diazotagédo
com o reagente de Griess (Sigma Aldrich) (GREEN et al., 1982).

Figura 8 - Preparo para ensaio da producéo de Oxido Nitrico.
Fonte: Arquivo pessoal
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Para isto, foram transferidas aliquotas de 50 uL do meio de cultura que estava em
contato com as células em duplicata para outra placa de cultura de 96 pocos, seguido pelo
reagente de Griess (0,05% N-1-naphthylethylenediamine dihydrochoride, 0,5% de
sufanilamida em 2.5% de acido fosforico) adicionado na mesma proporcdo. Apos a
incubacdo por dez minutos, em temperatura ambiente e auséncia de luz, determinou-se a
concentracdo de NO por meio de espectrofotometria a 550 nm (Synergy H1-Biotek)
(Figura 9). A concentracdo foi calculada a partir de curva padrdo de nitrito de sddio
(1,5625 uM a 100 uM). Para os grupos de células irradiadas, realizou-se a quantificagcdo
em triplicata, com trés repeticdes e comparou-se com 0S grupos controles em triplicata e
trés repeticdes (PANSANI, 2015).

50 uL de Reagente de Griess

distribuidos na placa de 96 pogos Ledta 64 sheoebénca

Figura 9 - Esquema representativo do ensaio de producédo de NO.
Fonte: Adaptado Google Imagens

55 AVALIACAO DA SINTESE DE COLAGENO

Para esta analise foram realizados 0os mesmos procedimentos de cultivo celular
dos fibroblastos, e irradiacdo de G50, G75 e G100. Porém, apds as irradiagdes, retirou-se
a solucdo PBS e adicionou-se o meio de cultura sem soro fetal bovino e incubou-se as
placas nas mesmas condigdes anteriores por sete dias, sem realizacdo de troca de meio.

Os ensaios foram realizados em triplicata com trés repeticdes e 0s grupos controles
ndo sofreram irradiacdo. Em seguida, apds o periodo de incubacdo, o meio de cultura foi

43



coletado e armazenado a - 20°C para posterior analise. Para tanto, 500 uL do meio de
cultura em contato com as células foram transferidos para tubos contendo o mesmo
volume da solugdo de Direct Red em &cido picrico saturado (0,1%), e incubados por uma
hora, sob agitacdo a 400 rpm em banho seco a 25° C. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante descartado e adicionados 300
uL de acido cloridrico 0,01 M. Os tubos foram centrifugados novamente (12.000 rpm/10
min), o sobrenadante descartado e adicionado 30 pL de hidroxido de sédio 0,5 M para
solubilizar o material precipitado. Os espécimes foram submetidos a analise de
absorbancia em espectrofotometro a 550 nm (Figura 10) (BARROS, 2017).

Adicionar corante Direct Red em acido
Picrico saturado (0,1%20)

Leitura da absorbancia

Figura 10 - Esquema representativo do ensaio de colageno.
Fonte: Adaptado Google Imagens

A porcentagem de sintese de colageno para cada amostra foi calculada com base
nos valores médios de absorbancia do grupo controle.

5.6 ANALISE ESTATISTICA
Os valores foram verificados quanto a distribuicdo normal (Kolmogorov-

Smirnov, P < 0,05) e os grupos comparados pelo teste ANOVA, ao nivel de significancia
de 5%.

44



6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE PELO METODO MTT

A avaliacdo da citotoxicidade pelo teste MTT demonstrou que o LED nas
poténcias de 50 mW, 75 mW e 100 mW, irradiado por cinco segundos, ndo proporcionou
a perda da viabilidade dos fibroblastos L929, apds 24, 48 e 72 horas da irradiacdo. N&o
houve diferenca significativa entre o grupo controle, G50, G75 e G100 (Tabela 1).

Tabela 1 - Viabilidade fibroblastica L929 pelo método MTT*

Viabilidade (%)
Periodo GC G50 G75 G100
24 h 101,21 + 0,9942 99,66 + 1,03*% 98,50 + 1,0442 99,50 + 0,54A2

48 h 99,75+0,71% 100,33 +1,05"* 99,16+ 1,16 100,00 + 1,417
72 h 102 +1,00% 99,50 +1,374% 99,83+ 0,75% 99,16 + 0,75

*A tabela expressa em porcentagem ap06s irradiagdo por LED, nas poténcias de 50mW (G50), 75 mW
(G75) e 100 mW (G100), durante cinco segundos. Avaliacdo em 24, 48 ou 72 horas. Grupo controle
(GC), ndo sofreu irradiacdo.

Valores apresentados em média + desvio padrao.

Valores com letras maiusculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente. Valores com
letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente.
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6.2 AVALIACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO)

Os resultados da producdo de NO pelos fibroblastos demonstram que houve
diferenca significativa em 24 e 48 horas entre o grupo controle e os demais grupos
experimentais, que apresentaram médias superiores. Entre G50 e G75 ndo houve
diferenga significativa, porém G100 apresentou diferenca significativa quando
comparado com G50 e G75. Em 72 horas houve diferenca significativa entre o grupo
controle e os grupos experimentais. No mesmo periodo de avaliacdo, houve diferenca
significativa entre G50, G75 e G100 (Tabela 2).

Tabela 2 - Producdo de nitrito produzida por fibroblastos L929*

Producdo NO (%)
Periodo GC G50 G75 G100
24 h 100,00 + 1,004 106,00 + 0,91”° 108,00 + 1,00"° 110,00 + 0,514°

48 h 99,75 +0,71°%  111,29+0,72”° 112,00+ 1,1%° 114,00 + 1,00"°
72 h 102 +1,00% 109,00 + 1,072 113,23 +0,70"° 115,06 + 0,455

*A tabela expressa apos a irradiacdo por LED, nas poténcias de 50mW (G50), 75 mW (G75) e 100
mW (G100), durante cinco segundos. Grupo controle (GC), ndo sofreu irradiag&o.

Valores apresentados em média + desvio padrao.

Valores com letras mailsculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente. Valores com
letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente.
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6.3 AVALIACAO DA SINTESE DE COLAGENO

Em relagdo a produgao de colageno, houve diferenca significativa (p < 0,05) entre
0 grupo controle e 0s grupos experimentais em 24, 48 e 72 horas. Os grupos experimentais
apresentaram médias superiores, havendo diferenca significativa entre G50 e os demais
grupos (G75 e G100). Os grupos irradiados apresentaram producgdes superiores ao grupo

controle e diretamente proporcionais as poténcias utilizadas (Tabela 3).

Tabela 3 - Producéo de coldgeno por fibroblastos L929*

Producéo de colageno (%)

Periodo GC G50 G75 G100

24 h 100,00 + 1,05 160,00 + 1,917 169,00 + 1,40 179,00 + 2,51A¢
48 h 105,75+ 0,417 161,98 + 1,80 172,00+ 1,18%¢ 178,00 + 1,00%¢
72 h 110,09 + 1,008 165,00 + 1,00 171,00 + 1,90°° 179,06 + 1,45A¢

*A tabela expressa em porcentagem, apoés a irradiacdo por LED, nas poténcias de 50mW (G50), 75
mW (G75) e 100 mW (G100), durante cinco segundos. Grupo controle ndo sofreu irradiagdo.
Valores apresentados em média + desvio padrao.

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente. Valores com
letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente.

7 DISCUSSAO

A utilizacdo dos Diodos Emissores de Luz (LEDs) vem sendo introduzidas em
diversas areas da saude. E valido observar que as diferencas do laser com relagio ao
LED principalmente quanto ao custo menor, tem fortalecido os experimentos com este
dispositivo, mas com base discreta do uso da radiacdo eletromagnética ndo coerente na
literatura (PARISER, 2008). Os efeitos da fotobiomodulagdo nédo coerentes dos LEDs,

por exemplo nas mitocéndrias, tém sido investigados (KARU, 1999). Outros autores, por
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sua vez, estudam os mecanismos da radiacéo na reparacao tecidual (AL-WATBAN et al.,
2003; AGNOL, 2009), ou justificam o uso devido a producédo de coldgeno e fibroblastos
(PEREIRA et al., 2002; REDDY, 2003).

SAMPAIO et al. (2013) realizou um estudo comparando laser e LED, no qual
utilizaram como modelos experimentais ratos anémicos e saudaveis distribuidos em
grupos a serem submetidos & irradiacao de luz vermelha. Ao final do estudo, os resultados
demonstraram que o laser promoveu melhor resposta nos fibroblastos de ratos saudaveis,
enquanto a luz LED promoveu melhores resultados nos fibroblastos de ratos anémicos.

Segundo Michel 2016, em uma pesquisa onde comparou os efeitos da
fotobiomodulacédo laser e LED em fibroblastos gengivais oriundos de pacientes com
sindrome de Down, o LED 637 nm utilizado para as irradia¢cGes também nao causou a
danos dos fibroblastos em questéo.

No entanto, em relacdo aos parametros de irradiacdo testados € possivel
considerar escassez quanto aos protocolos in vitro de poténcias, tempo, metodologias e
doses de energia ideais para estimulo da cultura celular. E importante a padronizacio de
informacBes adequadas dos estudos in vitro, pois estes determinam as caracteristicas da
resposta celulares com a interacdo das doses e fontes de luz utilizadas (HARRY et al.,
2001).

Antes de dar inicio a qualquer pratica com o uso da luz LED é preciso estabelecer
os parametros de algumas variaveis, sejam elas: area, tempo, poténcia média e densidade
de energia (TOYOHAMA et al., 2003).

Na literatura os valores de poténcia média recomendados para estimular células
de cultura em baixa intensidade variam de 1 a 500 mW, nas doses de até 50 J/cm?
(ALGHAMDI et al., 2011). Sdo encontrados estudos com distingGes dos valores de
irradiancia entre 0,5 mW/cm?2 a 140 mW/cm2 (VINCK et al.; 2005; AIHARA et al., 2006;
GRITSCH, 2008). Quanto as densidades de energia do LED para a fotobiomodulacao
apresentaram uma variacao de 0,093 J/Jcm?a 162 J/cm? (AIHARA et al., 2006; TAOUFIK
et al., 2008).

Por esse motivo, nesta pesquisa foi utilizado o LED vermelho 630 nm, area de
9,6 cmz?, em triplicata, durante 5 segundos com trés poténcias diferentes para comparacéo
em 50 mW, 75 mW e 100 mW, respectivamente com densidade de energiaem 0,26 J/cm?,
0,39 Jlcm? e 0,52 J/lcm? calculados a partir das formulas de dosimetria do LED
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(MOREIRA, 2009). Desta forma, as irradiancias empregadas estdo dentro dos intervalos
dos parametros avaliados na literatura.

O equipamento mostrou-se de facil manuseio, portéatil e adaptavel para aplicacéo
do LED em diversas situacdes e com a necessidade de pouco espaco. Além disso, 0
equipamento possui a funcdo de verificacdo da poténcia emitida, que pode ser conferida
anteriormente as sessdes de irradiacdo, utilizando-se um de seus acessorios acoplados a
um receptor de emissdo e garantindo a quantidade e intensidade luz planejada.

E necessario ressaltar que o uso experimental ou clinica do LED é plausivel,
uma vez que cumpre os requisitos de portabilidade, seguranca e manuseio. A selecdo dos
parametros também se mostrou adequada, mesmo que ndo haja na literatura parametros
definidos em consenso pela experimentacdo por outros pesquisadores. Neste quesito,
pode-se afirmar a positividade destes parametros pelos resultados que demonstraram nao
haver citotoxicidade, bem como otimizou a producédo de 6xido nitrico e colageno pelos
fibroblastos cultivados.

As pesquisas com métodos in vitro determinam respostas positivas quanto a
rapidez, por reproducdo e limitacdo do nimero de variaveis, além da acessibilidade
financeira em relacdo aos experimentos in vivo (ROGERO, 2003).

Os testes in vitro sdo fundamentais para detectar a toxicidade de materiais e
equipamentos para uso de aplicacao clinica sem gerar lesdes no organismo e nem reagoes
adversas, além de evitar gastos desnecessarios e diminuir a utilizacdo do modelo animal.
Sdo mais controlados e, por esse motivo, possuem maior reprodutibilidade. O cultivo das
células in vitro, é uma valiosa ferramenta para reconhecer mecanismos pelos quais 0s
biomateriais, a terapia de luz e outros instrumentos de estudo, podem produzir reacfes
adversas nas células, levando a possibilidade de morte celular. Normalmente se avalia a
citotoxicidade basal, aquela que afeta a morfologia e a funcdo de todas as células do
organismo. Alteracdes das funcbes basais geralmente alteram as funcbes especificas
(PALMA et al., 2008).

O reparo tecidual € um processo continuo onde as moléculas, células teciduais e
sanguineas se organizam tentando reestabelecer a homeostasia do tecido injuriado. Para
gque O processo seja um sucesso, € necessario que o0s eventos ocorram de forma
coordenada (homeostasia, inflamacéo, proliferacdo, remodelacéo do tecido), finalizando
com a reparacao tecidual. A capacidade de reparo tecidual depende de fatores intrinsecos
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do tecido, como taxa de vascularizagdo, de reepitelizacdo, de renovacdo do tecido
conjuntivo, e a contribuicdo de fatores extrinsecos (PANSANI, 2015). Para auxiliar e
potencializar principalmente como fator extrinseco, a fototerapia se tornou uma
alternativa para os estudos in vivo e in vitro.

A terapia com radiacdo € amplamente utilizada em diferentes tipos de culturas
celulares como recurso biomodulatérios, destacando entre seus efeitos a cicatrizagdo de
feridas e a estimulagéo celular, in vitro. A partir disso, nota-se a relevancia dos estudos
in vitro, trazendo como principal vantagem, o fato de poder isolar uma parte especifica
do processo (ALMEIDA, 2016).

Neste estudo foram utilizados os testes in vitro com fibroblastos L929 para
controle dos fatores experimentais e das suas varidveis. Outros autores também
escolheram como modelo experimental essa linhagem celular para verificar a viabilidade.

Embora as condi¢cBes experimentais apresentem caracteristicas distintas de
algumas pesquisas, nossos resultados concordam com estudos anteriores que utilizaram
0 MTT em fibroblastos L929. Os ensaios de citotoxicidade possibilitam analisar os
procedimentos e reacGes em nivel celular ou os resultados de substancias por ambiente
controlado (GOMES-FILHO, 2009).

GOMES-FILHO (2011) investigou a viabilidade fibroblastica L929 pelo ensaio
MTT devido as vantagens de rapidez, precisdo, simplicidade e ndo exigir radioisotopos
para 0 seu experimento. As analises estatisticas do MTT, ndo mostraram diferencas
significativas estatistica (p <0,05) entre o material experimental e o grupo controle. No
entanto, o autor relata que em intervalos maiores poderiam diferir os resultados, pois a
citotoxicidade pode ser alterada de acordo com o tempo.

OSORIO (1998) afere os efeitos citotoxicos de materiais endodénticos pelo
ensaio MTT em insercdes de cultura de fibroblastos L929. J& Torabinejad 1995, utiliza
células de fibroblasto L929 para testar a citotoxicidade por ensaio MTT em materiais de
preenchimento de raizes dentarias.

No estudo de Maia 2014 foi avaliado a citotoxicidade in vitro com LED azul nos
tempos de 6, 24 e 48 h em linhagem de fibroblastos L929 através do método colorimétrico
MTT, a fotobiomodulacéo néo foi citotoxica e resultou em viabilidade fibroblastica.

A aplicagdo do LED vermelho 630nm, com poténcias variando em 50 mW, 75

mW e 100 mW, durante cinco segundos, ndo foram letais para os fibroblastos da linhagem
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L929, conforme demonstrado pelos ensaios de citotoxicidade pelo método MTT. Outros
autores observaram efeitos semelhantes da luz de LED vermelho sobre fibroblastos,
demonstrando que variagdes da poténcia ndo foram citotdxicas nos cultivos celulares e
estimularam a proliferacdo (SONNEWEND, 2009; FERREIRA et al., 2013).

Descrito por Rogero, 2000; Cruz et al., 1987 que os testes in vitro sdo
fundamentais para detectar a toxicidade de materiais e equipamentos para uso de
aplicacdo clinica sem gerar lesbes no organismo e nem reagdes adversas. SO depois de
comprovado os efeitos benéficos e adequados que o estudo pode dar continuidade. Os
testes de citotoxicidade condiz em expor o material em contato direto ou indireto com a
cultura de células para verificar as respostas celulares, dentre elas, a inibi¢do da formacéo
de col6nias ou adesdo dos corantes vitais, para isto, € necessario diferenciar entre as
celulas viaveis, danificadas ou ndo viaveis, através da intensidade de cor da cultura
celular.

Neste estudo foi utilizado como mediador na resposta celular o 6xido nitrico, no
qual, é capaz de produzir a proliferacdo dos fibroblastos (DAGHIGH, 2002). A
quantificacdo de oxido nitrico foi determinada através do acumulo de nitrito no
sobrenadante com meio da reacdo de diazotacdo pelo reagente de Griess (GREEN et al.,
1982; BRYAN & GRISHAM, 2007).

Os mecanismos envolvidos nas diversas a¢gdes do 6xido nitrico ainda ndo séo
totalmente conhecidos, porém, em relacdo a sua acdo no processo inflamatorio esta
descrito que sua inibicdo promove nas células endoteliais, reducdo nos niveis de GMPc,
interrompendo a defosforilacdo dependente de GMPc da cadeia de ocasionando contracéo
das células endoteliais e aumento da permeabilidade microvascular. A inibi¢cdo do NO
também proporciona aumento nos niveis de oxidantes que ativam mastdcitos a
degranularem, contribuindo para o aumento da permeabilidade vascular (CERQUEIRA
e YOSHIDA, 2002).

No entanto, como descrito por Salvemini et al. (1996), o NO é um potente
vasodilatador e seu envolvimento na resposta inflamatéria pode ter relacdo com sua
habilidade em aumentar a permeabilidade vascular e 0 edema atraveés de mudangas no
fluxo sanguineo local e do aumento na producéo de prostaglandinas pré-inflamatorias.
Apesar de contraditorios os efeitos do NO no processo inflamatorio, ha indicios de efeitos
antagbnicos dose dependentes (OBAYASHI et al., 2006).

51



Na atividade metabdlica dos fibroblastos submetidos a ledterapia, nas diferentes
poténcias e tempo fixo de cinco segundos, observou-se que houve diferenca significativa
na producdo de 6xido nitrico em G100, em relacdo a G50, G75 e ao grupo controle.
Segundo BAE et al., 2014, a producdo de NO por fibroblastos é importante durante os
estadgios do processo inflamatdrio, da cicatrizacdo e remodelacdo tecidual apds a
ocorréncia de lesdes teciduais. Um dos estudos que reafirmam a participagdo do NO no
processo de remodelagéo, verificou que a producdo de NO por fibroblastos derivados de
tecido cicatricial é reduzida em relacdo a producéo de fibroblastos constituintes do tecido
conjuntivo (WANG et al., 1997).

Relatados na literatura a avaliacdo dos cultivos de fibroblastos obtidos a partir
de feridas produzidas por insercao de esponjas no subcutaneo de ratos, demonstrando que
as células na primeira passagem in vitro produziram NO de forma espontanea, mas essa
capacidade foi marcadamente diminuida em passagens subsequentes, reafirmando o papel
do NO no controle da producéo da matriz extracelular do tecido conjuntivo (SCHAFFER,
1997). Chung et al., 2011; Pansani, 2015, observam em seus experimentos na producao
pelos fibroblastos expostos ao TNF-a, o aumento significativo na produgdo de NO, o
que representa relacdo a resposta inflamatoria.

Neste aspecto, os resultados obtidos demonstram que a estimulagcdo dos
fibroblastos com LED vermelho, nas poténcias selecionadas tendem a estimular a
producdo de NO pelos préprios fibroblastos, indicando interferéncia metabdlica nestas
células.

Além do ensaio da reducdo de MTT, a concentracdo de colageno sintetizada
pelos fibroblastos foi avaliada através do método Sirius Red que fundamenta na ligacao
do corante Direct Red (Sigma-Aldrich) em acido picrico que satura as fibras colagenas
para quantificar o coladgeno total existente na amostra (TULLBERG-REINERT &
JUNDT, 1999).

A acdo do oxido nitrico nos fibroblastos também estd relacionada com a
producdo de colageno. Witte et al., 2000 demonstrou que a presenca de 6xido nitrico
otimizou a producdo de coladgeno pelos fibroblastos, atribuindo o seu efeito na pds-
traducdo do col&geno. Por outro lado, outros pesquisadores demonstraram que 0 excesso
de d6xido nitrico proporciona a reducao da producao de colageno (PARK et al., 2013).
Assim, a estimulacdo de fibroblastos por LED vermelho 630 nm em diferentes
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poténcias, demonstrou que ha maior producao de 6xido nitrico com relagéo direta com
a poténcia utilizada.

Estudos da resisténcia cicatricial cutdnea de ratos tratados com fototerapia,
relatam maior degradacao de fibras colagenas e menos células inflamatdrias na area de
lesdo depois da fotobiomodulacdo, que condiz a uma opc¢éo terapéutica para acelerar a
cicatrizacdo por ser bioestimuladora para o reparo tecidual, aumentando a circulacao local
e proliferagdo. Segundo pesquisas, esse tipo de terapia exerce efeito cicatricial por meio
da sintese de coladgeno, nimero de fibroblastos, aumento da atividade mitotica e
neovascularizacdo (SMITH, 2005; DE CASTRO CARVALHO, 2010).

Portanto, verificou-se neste experimento a producdo de colageno, cujos
resultados demonstraram haver diferenca significativa entre os grupos irradiados e o
grupo controle. E, apesar de ndo haver diferenca significativa entre G50 e G75, G100
apresentou diferenca significativa com maior producdo, sugerindo que ha relacédo
diretamente proporcional entre as poténcias utilizadas e a producdo de colageno.
Somado a isto, G100, apresentou diferenca significativa na producdo de éxido nitrico,
reforcando que pode haver relagdo com o nivel de NO e producdo de colageno.
Resultados semelhantes sobre a producdo de colageno in vitro foram relatados em
trabalho com irradiagdo por LED vermelho em fibroblastos gengivais humanos. Os
autores descreveram que houve maior producdo de colageno nas células irradiadas em
relacdo ao grupo controle ndo irradiado (PARK e HONG, 2015).

A emissdo de luz LED vermelha para estimulo da producéo de colageno tem
sido verificada por alguns autores, porém ndo ha consenso dos pardmetros ideais como
poténcia, comprimento de onda e tempo para que haja otimizacdo da producdo sem
comprometer o metabolismo e vitalidade celular. Além disso, tem sido demonstrado
que héa possibilidade de a luz vermelha inibir a producdo de colageno, util para as
alteracBes da cicatrizagdo como a formacao de queloides. E necessario distinguir qual
o limite de usos de parametros para a aplicacdo da fototerapia, uma vez que efeitos
antagonicos sdo possiveis (MAMALIS et al., 2016).

A fotoestimulacdo com LED é indicada para a cicatrizacdo tecidual com fortes
evidéncias de atuar também, na atenuacdo do processo inflamatorio. Diversos fatores
podem influenciar, como a poténcia, comprimento de onda e tempo de exposi¢do, porém,

quando a interacdo da luz com as celulas ocorre de forma adequada, iniciam-se estimulos
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mitocondriais, sintese de ATP e producdo de proteinas como colageno e elastina
(BUCHHOLZ e WALT, 2013). Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho
corroboram na demonstracdo de que a emissdo da luz LED vermelha, nas poténcias
utilizadas interferiu no metabolismo celular, mas ndo de forma a ocasionar danos severos

que culminam na morte das células.

8 CONCLUSOES

Nas condigOes de realizacdo deste trabalho conclui-se que a irradiacdo da
cultura de fibroblastos L929 por LED vermelho 630 nm, nas poténcias de 50, 75 e 100
mW durante cinco segundos, ndo ocasionou morte celular, estimulou a producédo de
oxido nitrico em 15% e do colageno em 80% a mais que 0 grupo ndo irradiado com
relagéo direta das poténcias utilizadas.

Neste sentido, apesar de serem necessarios estudos adicionais para esclarecer
0S mecanismos bioquimicos envolvidos no estimulo da producdo de éxido nitrico e
colageno, pode-se afirmar que houve aumento do metabolismo dos fibroblastos, com

consequente aumento da sintese das moléculas estudadas.
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