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Resumo

O presente estudo teve por objetivo analisar in vitro a resposta dos fibroblastos em relagdo a exposi¢ao a luz de Laser Vermelho de
Baixa Intensidade, observando se ha crescimento ou nao quando expostos a irradiacdo, e se ha aumento na producdo de colageno,
com diferentes intensidades. Foi utilizado o método de reducdo do MTT a Formazan para analise da viabilidade dos fibroblastos e
utilizado o corante acido Sirus Red para quantificagédo de colageno total sintetizado. Foram testadas trés intensidades: 3J/cm?, 4]/
cm? e 6J/cm?. 24h apos a exposigdo pode-se verificar aumento na proliferagdo de fibroblastos e aumento no teor de colageno total
apenas com a intensidade de 6J/cm?. Durante a leitura de 48h, observou-se também aumento de coladgeno na exposigéo de 4J/cm?.

Palavras-chave: Laser; Fatores de crescimento de fibroblastos; Grupo citocromo c.

Abstract

The aim of the present study was to analyze, in vitro, fibroblasts response to the exposure to Low Red Light Laser, observing its
growth after exposing them to irradiation, and if there is an increase in collagen production, with different intensities. To analyse
the fibroblast viability was used the Formazan MTT reduction method and the Sirus Red acid dye was used for the quantification of
total synthesized collagen. Three intensities were tested: 3J/cm?, 4J/cm? and 6J/cm?. 24 hours after exposure, it was observed that
there is an increase in fibroblast proliferation and in total collagen content after using 6J/cm2. During the 48h reading, an increase
in collagen was also observed after the 4J/cm? exposure.

Keywords: Laser; Fibroblast growth factors; Cytochrome ¢ Group.
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1. Introducio

A terapia com laser (light amplification by stimulated emission of radiation — amplificagdo da luz
por emissdo estimulada de radiagdo) utiliza luz altamente organizada para estimular alteracdes fisiologicas.
Os lasers em baixa intensidade ou em fotobiomodulagdo sdo agentes terapéuticos sem potencial destrutivo,
com eficiente acdo anti-inflamatdria e analgésica, fatores esses que ajudam no reparo dos tecidos bioldgicos
traumatizados. Também atuam na cicatrizacao pelo aumento do metabolismo, da proliferacdo e da maturagao
celular, aumento da quantidade de tecido de granulag@o ¢ diminui¢do dos mediadores inflamatérios .

Segundo Guirro, Guirro !, o laser é uma emissdo de luz coerente, monocromatica, com grande
concentragdo de energia, capaz de promover alteragdes fisicas e bioldgicas. A monocromaticidade se da porque
a luz emitida possui um Unico comprimento de onda que oscila na mesma frequéncia e consequentemente
apresenta uma unica cor. A coeréncia da emissdo se da devido ao alinhamento das ondas eletromagnéticas no
tempo e no espago. A direcionalidade dos fotons em um s6 sentido e a coeréncia de emissao ¢ que possibilitam
a elevada concentragdo de energia, base para utilizacdo da radiagcdo laser como instrumento terapéutico ou
cirargico.

Na laserterapia de baixa intensidade a énfase € por defini¢do nas reagdes nao-térmicas (ou atérmicas)
da luz com o tecido. A luz monocromatica pode interagir com o tecido irradiado de duas formas: Dispersao
da luz incidente e absor¢do da luz incidente por um cromoéforo. A absor¢do ¢ considerada a mais importante
no que diz respeito a base fotobioldgica da laserterapia, ja que sem absor¢do ndo seriam possiveis efeitos
fotobiologicos nem clinicos .

Os aparelhos monocromaticos emitem uma Unica luz, visivel ou ndo, sendo absorvida por uma célula
especifica. A especificidade de absor¢ao da luz por uma célula é conhecida de cromo6foro. Também se pode
definir como uma substancia que tem muitos elétrons capazes de absorver energia. Logo, um cromdforo ¢ uma
molécula capaz de absorver uma luz especifica 4.

As reacdes fotobioldgicas envolvem a absor¢do de um comprimento de onda especifico da luz pelo
funcionamento da molécula fotorreceptor. A natureza fotobiologica dos efeitos laser de baixa poténcia significa
que alguma molécula (fotorreceptor) deve primeiro absorver a luz utilizada para a irradia¢dao. Apos a promogao
eletronicamente dos estados excitados, os processos moleculares primarios desses estados podem levar a um
efeito bioldgico mensurdvel no nivel celular. Todos os efeitos bioldgicos induzidos pela luz dependem dos
parametros da irradiacdo (comprimento de onda, dose, intensidade, tempo de radiagdo, modo Continuo ou
pulsado, parametros de pulso) .

Os espectros de ac¢do na regido do infravermelho visivel para o proximo (IR) medido para respostas
biologicas de células cultivadas, mostrou que a luz vermelha a 632,8 nm ndo era o Unico comprimento de
onda adequado para biostimulagdo laser. Esses espectros, juntamente com os resultados de experiéncias de
irradiacao dicromatica de células e modificagdes de efeitos de luz com produtos quimicos, mostraram que a
“bioestimulacdo a laser” ¢ um fendmeno fotobiologico. Esses dados também sugeriu que o fotoreceptor para
estimulacdo do metabolismo celular ¢ a enzima terminal da cadeia respiratdria (isto €, o citocromo c oxidase
(localizada na mitocondria celular) para células eucaridticas e citocromo bd em complexo para Escherichia
coli t°l,

Pensa-se que a luz vermelha ¢ absorvida pelos citocromos nas mitocondrias das células. Todas as
células tém esses citocromos, de maneira que todos podem ser estimulados pela luz vermelha. Isso, por sua

vez, possivelmente afeta a permeabilidade da membrana das células, afetando a membrana a partir do seu
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interior "),

Virias linhas de evidéncia mostram que as mitocondrias sdo sensiveis a irradiagdo com luz visivel
monocromatica. A irradiagdo com luz em comprimento de onde de 633 nm de mitocondrias isoladas de figado
de rato aumenta a sintese de adenosina trifosfato (ATP), ativa o consumo de 02, aumenta a atividade de NADH
(redugdo de forma de nicotinamida adenina dinucle6tida) desidrogenase e citocromo ¢ oxidase .

Intimeras investigagdes tém confirmado que a radiagdo laser exerce um estimulo na produgdo de ATP no
interior das células, originando e promovendo a acelera¢do das mitoses, podendo também aumentar o AMPc.
A sua acdo bioestimulante deve-se a fotossensibilidade da célula, e o efeito fotodindmico se processa pela
ativagdo do nucleo celular e do sistema DNA-RNA, nos quais hd um aumento da sintese de fracdes de RNAm,
que codificam diferentes proteinas. A multiplicacdo e a maturacdo dos fibroblastos se intensificam, assim
como a formagdo de novas fibras de colageno. Da mesma forma, nos processos de reparacao, hd neoformagao
de vasos .

A absor¢ao molecular da luz laser permite um aumento do metabolismo celular, caracterizado pela
estimulacdo de fotorreceptores na cadeia respiratdria mitocondrial, alteragdes nos niveis de ATP celular,
liberagdo de fatores de crescimento e sintese de colageno™.

Entende-se que o aumento da produg¢ado de colageno ocorre através de mecanismos de fotoestimulagao,
sobre os quais certas frequéncias/doses podem atuar, modulando assim a prolifera¢do celular e elevando a
quantidade de fatores de crescimento de fibroblastos. Outra possivel explicacdo para este fato, seria a melhor
absor¢ado desse tipo de energia por parte das mitocondrias e consequentemente, maior produgdo de ATP e acido
nucleico, cujo resultado ¢ o incremento na produgdo de coladgeno, aceleracdo do reparo epitelial e facilitacao
do crescimento de tecidos de granulagao %,

Lins et al. ! citam em seu estudo que existem varios mecanismos pelos quais o laser de baixa poténcia
pode induzir a atividade mitotica dos fibroblastos. Ele estimula a produgao do fator de crescimento fibroblastico
basico (FGFD), que constitui um polipeptidio multifuncional, secretado pelos proprios fibroblastos, com
capacidade para induzir ndo somente a proliferacdo, mas também a diferenciagdo fibroblastica, afetando
as células imunes que secretam citocinas e outros fatores regulatorios do crescimento para fibroblastos. A
maturacdo dos fibroblastos e a sua locomocao através da matriz também sdo influenciadas pelo referido laser.

A fototerapia com laser (LPT) ¢ utilizada em muitas aplicagdes para promover a regeneracgao tecidual
e demonstrou possuir varias vantagens, incluindo controle de dor, estimula¢do do processo de cicatrizagdo,
acdo antiinflamatoria, aumento da producdo de coldgeno, aumento da proliferacao fibroblastica e aumento da
microvascularizacdo local ',

Portanto o objetivo deste trabalho foi analisar a a¢do do laser vermelho em diferentes doses, na
proliferacdo de fibroblastos e na atividade destes, verificando se hd incremento na produ¢do de coldgeno apos

a irradiacao.

2. Métodos

O equipamento emissor de luz vermelha foi utilizado, in vitro, para verificagdo da possivel atividade
proliferativa/citotoxica sobre fibroblastos humanos (CCD-1072Sk; ATCC), através do método de redugdo do
MTT a formazan e da quantificacdo de colageno total sintetizado utilizando o corante 4cido Sirius Red. Foram
testados 3 intensidades: 3J/cm?, 4J/cm? e 6J/cm? e o tempo de exposicao foi determinado pelo proprio timer do

equipamento. As leituras foram realizadas em 24h e 48h.
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O presente estudo foi desenvolvido no laboratdrio de Biologia Molecular e Cultura de Células da Escola
de Ciéncias da Saude da Universidade Anhembi. A linhagem de fibroblastos CCD1072Sk, que corresponde
a fibroblastos humanos de recém-nascido do sexo masculino, fornecida pela organizagdo ATCC (http://www.
atcc.org), foi submetida ao tratamento com diferentes intensidades de exposi¢cdo ao laser vermelho. Apds
a irradiacdo foi realizada a avaliagdo da viabilidade celular do composto testado frente a linhagem CCD -
1072Sk e analise da sintese de colageno.

As células da linhagem CCD-1072Sk foram cultivadas em meio ISCOVE’S com 10% de soro fetal
bovino, 0,292 g/l de L-glutamina, 1,0 g/l de D-glicose, 2,2 g/l de NaHCO3, 10.000UI de Penicilina e 0,060 g/l
de Estreptomicina. As células foram mantidas em frascos de 25 cm? (1 x 10° cells/mL) em estufa timida com
atmosfera de 5% de CO, a 37 °C. Em todos os experimentos as culturas de fibroblastos foram submetidas ao teste
de viabilidade celular utilizando o corante azul de tripano e foi realizada a leitura em cdmara hemocitométrica
por microscopia Optica. Todos os experimentos descritos foram realizados quando a viabilidade celular for
igual ou superior a 95%.

Asplacas com as células da linhagem CCD-1072Sk foram submetidas a aplicagdo do LASER vermelho,
utilizando-se o equipamento da Linha Therapy, da empresa DMC®, com comprimento de onda de 660 nm
+- 10 nm e emissdo maxima de 100 mW +- 20%. A pega de mao utilizada para aplicag@o foi a caneta com
ponteira, utilizada de forma pontual de 2 em 2cm?.

Para este estudo, foram utilizadas 02 placas de cultura com 12 pocos, sendo realizados diferentes doses

de aplicacdo, seguindo-se os seguintes critérios para cada placa: (Figura 1).

* 03 pocos receberam a aplicagdo do LASER vermelho na faixa de 660 nm, modo continuo, poténcia
de 100 mW, dose de 3J/cm? de forma pontual, durante 30 segundos por poco.
* 03 pocos receberam a aplicagdo do LASER vermelho na faixa de 660 nm, modo continuo, poténcia
de 100 mW, dose de 4J/cm? de forma pontual, durante 40 segundos por pogo.
* 03 pocos receberam a aplicagdo do LASER vermelho na faixa de 660 nm, modo continuo, poténcia
de 100 mW, dose de 6J/cm? de forma pontual, durante 60 segundos por pogo.

* 03 pocos foram submetidas a aplicagdo com a luz desligada, para serem as placas controle.
Em seguida, as placas foram submetidas ao ensaio de redu¢do MTT a Formazan, para estudo da

atividade metabolica e ao método Sirius Red, para verificar se houve incremento na produgdo de colageno e

elastina.
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Figura 1: Irradiagdo dos pocos com laser vermelho de baixa intensidade
Fonte: o autor

O teste de reducdo MTT ([3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-Difenil Brometo de Tetrazolio]) ¢ usado
com grande sucesso para estimar o nimero de células vidveis em um screening inicial de farmacos. Sua
interpretacdo serve de indicativo da atividade metabodlica celular, e o local de ocorréncia das reacdes redox
inclui tanto mitocondrias como o citosol. A redugdo do sal de MTT a formazan € realizada principalmente pela
enzima succinato-desidrogenase, e resulta em cristais de formazan insoluveis na cor violeta. A intensidade
da coloragdo ¢ utilizada para medir a atividade mitocondrial e consequentemente a viabilidade celular
(MOSMANN et al., 1983) "2, Assim, as células irradiadas com diferentes intensidades de laser vermelho,
foram adicionados a 10ul da solugdo de MTT 5mg/ml (Sigma-Aldrich) em cada pogo. Apds 4 horas, a placa
foi centrifugada, o sobrenadante de cada pogo descartado e o pellet com os cristais formado no fundo da placa
dissolvido com 100puL de etanol puro e em seguida homogeneizado em agitador de placas por 15 minutos. A
densidade optica foi medida pelo leitor de microplacas (FlexStation® 3 multimode benchtop reader) em 660
nm. A percentagem de sobrevivéncia celular na presenca dos compostos em estudo foi calculada da seguinte

maneira:

Absorbancia por poco (com droga) x 100

% Células viaveis =
o Lelulas viavels Absorbancia do controle (sem droga)

As células foram cultivadas e tratadas conforme descrito anteriormente. Apds cultivo, o meio foi
retirado e os pogos lavados trés vezes com PBS 0,1M. Foram adicionados 100uL de Fluido de Bouin (acido
picrico, formaldeido e &cido acético glacial) para fixagdo durante 1 hora. As amostras foram lavadas com
PBS, em seguida, adicionado o corante Sirius Red. Apos o tempo de 1 h, foi removido o méximo do corante e
procedendo-se a lavagem com 150puL de solugdo de acido hidroclérico 0,01M por 30 segundos para remogao
do corante que nao se ligou ao colageno. Em seguida, o corante foi retirado das camadas celulares com a
adi¢do de solucdo de NaOH 0,1M durante 30 min. Aliquotas de 100uL das solugdes contidas nos pogos foram
transferidas para uma nova placa. A absorbancia serd medida em um leitor de microplacas Elx-800-UV (Bio-
Tek Instruments, EUA) a 660 nm.
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Os resultados foram apresentados como média + EPM (erro padrao da média). Os resultados obtidos
foram submetidos a analise estatistica por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido de teste a
posteriori de Tukey. As semi-quantificacdoes foram analisadas por test t de Student. Valores de P<0,05 foram

considerados significativamente diferentes. As analises foram realizadas no programa GraphPad Prism versao

5.0.

3. Resultado
Através do teste MTT (reducao do MTT a formazan), verificou-se a indu¢do de proliferagdao da luz

vermelha frente a linhagem de fibroblastos (CCD-1072Sk). Deste modo, a figura 2A mostra os resultados com
os diferentes joules (J) aplicados nas cé€lulas. Os resultados que apresentaram significancia estatistica (P<0,05)
foram encontrados 24h apds exposi¢ao, na maior intensidade estudada (6J/cm?). Ap6s 48 horas de exposicao,
os resultados mostraram uma tendéncia de aumento na proliferagdo de fibroblastos quando expostos a 4J, mas
os resultados nao foram estatisticamente significativos (Figura 2B). Todos os resultados foram comparados as

células controle (células que ndo foram expostas ao LASER).
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Figura 2: Viabilidade Celular: Teste de reducao do MTT a formazan. A (24horas ap6s) e B (48 horas ap0s).
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Figura 2: Teste de reducdo do MTT a formazan. Efeitos da exposicao da luz vermelha sobre os fibroblastos humanos CCD-
1072SK. Os fibroblastos foram expostos a 3J, 4] e 6J, pelo tempo determinado pelo equipamento. Leitura realizada apds 24 e
48 horas da exposi¢ao inicial. Durante as 24h anteriores, as culturas de fibroblastos foram carenciadas de soro bovino fetal. (A)
leitura realizada apds 24h de incubagdo. (B) leitura realizada apds 48h de incubacgao. (*) P<0,05 ANOVA, tukey.

16



Revista da Satude e Biotecnologia, v. 1, n. 2, p. 11-20, 2018

A quantificacao do colageno produzido pelos fibroblastos CCD-1072SK foi realizada pela técnica
do corante Sirius Red. Os resultados apresentaram o padrdo de resultados obtidos no teste de proliferacao
mostrado na figura 1. Durante as primeiras 24h, apenas a maior intensidade de joule (6J/cm?) foi capaz de
aumentar significantemente o teor de colageno total. J& durante a leitura de 48h verificou-se que a exposicao

de 4J/cm? aumentou a sintese total colageno de modo significativo, além da concentragdo de 6J/cm? (Figuras
3A e 3B).
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Figura 3: Determinagdo do teor de colageno nos fibroblastos. A (24horas apos) e B (48 horas apos)
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Figura 3: Determinacdo do teor de colageno nos fibroblastos. Efeitos da exposi¢@o da luz vermelha sobre os fibroblastos humanos

CCD-1072SK. Os fibroblastos foram expostos a 3J, 4] ¢ 6J, pelo tempo determinado pelo equipamento. Leitura realizada apos 24

e 48 horas da exposicdo inicial. Durante as 24h anteriores, as culturas de fibroblastos foram carenciadas de soro bovino fetal. (A)
leitura realizada apds 24h de incubacéo. (B) leitura realizada apds 48h de incubag@o. (¥) P<0,05 ANOVA, tukey.

17



Revista da Saude ¢ Biotecnologia, v. 1, n. 2, p. 11-20, 2018

4. Discussao

O uso da terapia de Laser de baixa intensidade vem crescendo a cada dia mais, devido a diversas
vantagens em tratamentos de condigdes patoldgicas ou estéticas. Os fibroblastos ¢ uma das células mais
estudadas entre os pesquisadores, pois estdo envolvidos em sintese de colageno e elastina, sdo responsaveis
por produzir e depositar componentes na matriz extracelular e seu estimulo ajuda a melhorar os sinais do
envelhecimento cutineo.

Neste estudo houve um significativo aumento na proliferagao de fibroblastos ap6s 24 horas da irradiagao
com 6J/cm?, mantendo-se o aumento também apds 48 horas. Com relagdo a quantificagdo de colageno, notou-
se que apos 48h da irradiagao com 4J/cm? houve aumento da sintese de colageno de modo significativo, e apos
a irradiacdo com a intensidade de 6J/cm? houve um aumento da sintese de colageno ja nas primeiras 24 horas,
aumentando ainda mais esta sintese apos 48 horas.

Segundo Andrade [, o aumento da producdo de colageno ocorre através de mecanismos de
fotoestimulagao, sobre os quais certas frequéncias/doses podem atuar, modulando assim a proliferacao celular
e elevando a quantidade de fatores de crescimento de fibroblastos. Outra possivel explicagcdo para este fato,
seria a melhor absor¢do desse tipo de energia por parte das mitocondrias e consequentemente, maior producao
de ATP e acido nucleico, cujo resultado ¢ o incremento na produgao de coladgeno, aceleragao do reparo epitelial
e facilitagdao do crescimento de tecidos de granulagao.

Os resultados obtidos com esta pesquisa estdo de acordo com estudo feito por Ayuk et al. '3, em
fibroblastos de pele humana isolados, em diferentes modelos de células normais e feridas diabéticas, que
mostrou que o laser de baixa intensidade estimula a migragao e fechamento de feridas e aumenta a viabilidade,
proliferagdo e sintese de coldgeno nas células de feridas diabéticas. As células foram irradiadas com 5J/cm?
com comprimento de onda de 660nm, tendo um aumento significativo apos incubagao de 72h.

Em estudo realizado por Freitas et al. ¥, em ratos Wistar, utilizando o laser visivel (AlGalnp) na
faixa de 660nm, modo continuo, poténcia 30mW, dose de 10J/cm?, investigou-se a diferenca entre as terapias
associadas e isoladas do laser e microcorrentes na cicatrizagdo de queimadura em ratos. Concluiu-se que
apos a aplicagdo das terapias isoladas, o laser e a microcorrentes aceleraram o processo de reparo, no entanto
quando associados promoveram melhora somente na angiogénese. Houve diferenca significativa entre os
grupos no numero de fibroblastos (p=0,0003), colageno (p=0,0153), neoangiogénese (p=0,0031), e anexos
cutaneos (p=0,0004). Para o aumento da presenca de fibroblastos, a aplicagao de apenas uma modalidade foi
mais eficaz que a terapia associada. Estes resultados estdo de acordo com o desta pesquisa, em que o laser
vermelho foi aplicado de forma isolada e conseguiu-se aumento na proliferacao de fibroblastos e estimulo da
producao de colageno.

Andrade "% conclui em seu estudo que a laserterapia de baixa poténcia é capaz de promover como
principais efeitos fisiologicos a resolucao antiinflamatoria, neoangiogénese, proliferacao epitelial e de
fibroblastos, sintese e deposi¢ao de colageno, revascularizagao e contragao da ferida. O autor afirma que doses
compreendidas entre 3-6J/cm? parecem ser mais eficazes ¢ que doses acima de 10J/cm? estdo associadas a
efeitos deletérios. Os comprimentos de onda compreendidos entre 632,8 e 1000nm seguem como aqueles que
apresentam resultados mais satisfatorios no processo de cicatrizacao tecidual. No presente estudo, as doses
mais baixas foram menos estimulantes na produgao de colageno que as doses mais altas. Porém, a dose mais
alta aplicada (6J/cm?) ainda esta dentro da faixa que o autor considerou como bioestimulante.

Colombo et al 5! apesar de terem utilizado uma dose alta, mostraram em seu estudo resultados
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estimulantes ao avaliar a angiogénese em feridas cutdneas no dorso de ratos tratados com laser de baixa
intensidade (660nm, 16MW, 10J/cm?). O efeito angiogénico do uso de laserterapia demonstrou que um nimero
mais elevado de vasos sanguineos recém-formados no local da feriada foi maior que no grupo de controle.
Neste estudo verificou-se que o Laser vermelho ¢ capaz de influenciar os processos metabolicos
celulares, o aumento da proliferagao de fibroblastos, o aumento da sintese de coldgeno. Com isso, o laser
de baixa intensidade se torna uma terapia importante para todas as alteracdes estéticas que necessitam de
aumento do colageno, como o envelhecimento, a flacidez tissular e as estrias, sendo também um método eficaz
no processo de modulagao da reparagao tecidual. Por se tratar de uma terapia indolor, ndo invasiva, de facil
manuseio e de custo ndo extremamente elevado, ele se torna um equipamento de grande importancia para

utilizacao do profissional de estética, podendo inclusive ser empregado na satde publica.

5. Conclusao

De acordo com o estudo empregado in vitro conclui-se que a o uso do Laser vermelho de baixa
intensidade, com 660nm, quando aplicado diretamente sobre os fibroblastos, ¢ capaz de promover a proliferacao
dos mesmos e aumentar a sintese de coldgeno quando comparado com o grupo de controle que nao recebeu
irradiagdo, principalmente quando utilizada a intensidade de 6J/cm?.

Sugere-se que mais estudos sejam realizados, com diferentes intensidades e especialmente ensaios
clinicos, randomizados e duplos cegos para aumentar a evidéncia cientifica da abordagem do laser vermelho

na sintese de colageno.
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