«Q 5 “ UFG
%&iénﬁa ‘ TEHE
Jb ‘
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
UNIDADE ACADEMICA ESPECIAL DE CIENCIAS AGRARIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIA ANIMAL

RHAVILLA SANTOS DE OLIVEIRA

AVALIACAO DA FOTOBIOMODULACAO COM LASER
AsGaAl (670nm) SOBRE CULTIVO DE FIBROBLASTO
EQUINO

JATAI-GO
2018



PRPG 3

sistems de ﬁn. a5 ufg PO ERAT AL A U FG

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZAGAO PARA DISPONIBILIZAR
VERSOES ELETRONICAS DE TESES E DISSERTAGOES
NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de
Goias (UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Te- ses
e Dissertacbes (BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugdo CEPEC ne
832/2007, sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98,
0 documento conforme permissdes assinaladas abaixo, para fins de leitura, impres-
$a0 efou download, a titulo de divulgacdo da produgéo cientifica brasileira, a partir

desta data.
1. ldentificac@o do material bibliografico: [x] Dissertacdo [ ]Tese

2. ldentificagdo da Tese ou Dissertacio: _
Nome completo do autor: "o Mo, dordh B Dnang
. . b S * CAM
, , }mﬁa&tﬂm S0 Jgbensdalonss wem Jasen P
Titulo do trabalho: {640 T } WS sola L biark o
3. Informagodes de acesso ao documento:

Concorda com a liberag&o total do documento [ ] SIM [ vI NAO'

Havendo concordancia com a disponibilizagéo eletrénica, fomna-se imprescin-
divel o envio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese ou dissertagéo.

.Assinatura do(a) amt-::-n[a\]l§

Ciente e de racor::lo:

2D
—Z ) Iy
ssin y j]/onéntauar[aj* Data: 13 /13 /L0¢¥

! Neste caso o documento sera embargado por até um ano & partir da datd?) cﬁ:ﬁ::ﬁanﬁerﬁtigg
deste prazo suscita justificativa junto & coordenagéo do curso. Os dados
disponibilizados durante o periodo de embargo.
Casos de embargo: _

- Solicitagéo de registro de patente; .

- Submiss&o de artigo em revista cientifica;

- Publicacsio como capitulo de livro; )

- Publicagao da dissertagoftese em livro, ?
? A assinatura deve ser escaneada Versao atualizada em setembno de 201






RHAVILLA SANTOS DE OLIVEIRA

AVALIACAO DA FOTOBIOMODULAGCAO COM LASER AsGaAl (670nm) SOBRE
CULTIVO DE FIBROBLASTO EQUINO

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Henriqgue Marques Araujo

Co-orientadora: Profa. Dra. Julia de Miranda Moraes

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Biociéncia Animal da Universidade Federal de
Goias, Regional Jatai, como pré-requisito para
obtencdo do grau de Mestre em Biociéncia
Animal.

JATAI-GO
2018



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, atraves do
Programa de Geracao Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Santos de Oliveira, Rhavilla .

AVALIACAD DA FOTOBIOMODULACADO COM LASER AsGaal
(670nm) SOBRE CULTIVO DE FIBROBLASTO EQUINO [manuscrito]
! Rhavilla Santos de Oliveira. - 2018.

TOfil

Orientador: Prof. Dr. Gustavo Henrigue Marques Araujo; co
orientadora Dra. Julia de Miranda Moraes.

Dissertacio (Mestrado) - Universidade Federal de Goids, Unidade
Académica Especial de Ciéncias Agrarias, Programa de Pos
Graduac8o em Biociéncia Animal, Jatai, 2018

Bibliografia.
Inclui lista de figuras, lista de tabelas

1. bioestimulacio. 2. citoprotecio celular. 3. modulacio celular. 4.

terapia a laser de baixa intensidade. |. Marques Araujo, Gustavo
Henrigue, orient. 1. Titulo.

CDU 639.09




S8 urG

URisiALiDADE
. IPRAL DE GOk

Universidade Federal de Gois
Regional Jatai
Programa de Pés-Graduagiio em Biociéncia Animal

Ata de Defesa Publica de Dissertacdo de Mestrado

Aos trinta dias do més de Outubro de 2018, as 08:00 horas, no Prédio da Pos - Graduagio
Regional Jatai da Universidade Federal de Goids, iniciaram-se os trabalhos referentes & Defesa
Piblica de Dissertagio de Mestrado da candidata RHAVILLA SANTOS DE OLIVEIRA com
o trabalho intitulado “AVALIACAO DA FOTOBIOMODULACAO COM LASER AsGaAl
(670nm) SOBRE CULTIVO DE FIBROBLASTO EQUINO™. A Banca Examinadora,
constituida pelos(as) membros: Prof. Dr. Gustavo Henrique Marques Aratjo (Orientador), Prof.
Dr. Ricardo de Mattos Santa Rita (Membro Interno), Prof. Dr. Jodo Ferreira de Lima Neto
(Membro Externo), considerou a candidata Rhavilla Santos de Oliveira:

APROVADA (J REPROVADA( ).

Foi concedido um prazo de !5 dias, para a candidata efetuar as corregdes sugeridas pela Banca
Examinadora ¢ entregar o trabalho em sua redagdo definitiva. E, para constar. foi lavrada a
presente ata, que vai assinada pelos membros da Banca.

e v

Prof. Dr G em:}y(ﬁarques Araiijo
m.nlad r/Presidente

5%0 ﬁéfﬂ/f/ ."v\

Prof. Dr. Righrdo dg Mattos Santa
Membro Interno

4
/

Prof. Dt Jodo Ferreira de Lima Neto
Membro Extemo

Vi



vii

AGRADECIMENTOS

Cabem aqui meus melhores sentimentos a tudo que fez parte dessa
caminhada, aprendi mais um pouco! Aprendi sobretudo que ndo importa o quéo dificil
€ a caminhada, contanto que fagcam parte de nossos ciclos e do nosso caminho
pessoas que realmente nos amam e nos protegem, nos incentivando e ensinando a
nao desistir e enfrentar os desafios. Eu tive muitas! Agradeco infinitamente a Deus,
que trilhou meu caminho para essa conquista, se mostrando presente nos melhores
momentos, e em cada grau de dificuldade me proporcionando o dobro de forga!
Agradeco a ele por colocar em meu caminho pessoas que me trouxeram luz durante
essa caminha, as quais aqui agrade¢o com muito carinho.

A minha m&e e minha madrasta pelo amor, apoio e incentivo. A toda minha
familia obrigada! Em especial, agradeco a meu pai, por tudo que fazes por mim. Sou
grata por estar a meu lado sempre e por ser o maior responsavel por essa conquista.
Por seu incentivo e amor infinito, MUITO OBRIGADA!

Ao meu orientador, Prof. Dr. Gustavo Henrigue Marques Araujo, meus
sinceros agradecimentos! Sou grata por sua atencdo, confianca e disponibilidade em
me orientar desde o primeiro contato. Obrigada por acreditar em minha capacidade e
por ndo medir esforcos para me apoiar nessa jornada.

Agradeco a minha co-orientadora Prof. Dr. Julia de Miranda Moraes e Prof.
Dr. Jodo Ferreira de Lima Neto, pela paciéncia, cuidado, disponibilidade e
ensinamentos. Sem a ajuda de vocés, parte do que estou colhendo hoje ndo seria
possivel.

Deixo um agradecimento especial a uma amiga que esteve presente durante
a graduacéo e toda trajetéria do mestrado, Anna Beatriz Borges de Carvalho. Querida
amiga, sem a tua amizade, companhia, cuidado e todo aprendizado que dividimos, a
minha formacéo pessoal e enquanto mestre, ndo estaria completa. Sou imensamente
grata a Deus pela amizade que construimos. Vocé constitui uma parte linda dessa
trajetoria. Muito obrigada!

A Alana Romani, Andréia Amaral, Tatiana Machiavelli, Claudia Graziela
Lemes, Anne Oliveira, Eva Oliveira, Zéila Costa e Caroline Oliveira. Obrigada
professoras e amigas por tudo quanto fizestes. Se mantiveram firmes comigo e com

outras mulheres na luta contra o0 machismo e a violéncia dentro da Universidade.



viii

Vocés me ensinaram com suas vozes, gestos, experiéncias e lutas, a ser FORTE,
dando-me apoio e estabilidade para seguir nessa caminhada.

Agradeco aos meus colegas do Nucleo de Pesquisas Replicon da Pontificia
Universidade Catolica de Goias, sobretudo aos alunos Rafaela, Fernanda, Hérida,
Calebe, Joao, Sabrina e Gustavo pela amizade e auxilio no desenvolvimento dessa
pesquisa. Aos professores, Dra. Emilia Oliveira Alves Costa, Dra. Lysa Bernardes
Minasi, Dr. Alex Silva da Cruz, Dr. Claudio Carlos da Silva e Dr. Aparecido Divino da
Cruz, minha gratiddo, pelas discussoes, ensinamentos, atencdo e carinho que tiveram
comigo e com esta pesquisa.

Em especial, muitissimo obrigada Professor Peixoto! Obrigada pelo
acolhimento, pela oportunidade de conviver com a “Familia Replicon”, os quais,
ocupam um espacgo especial em meu coracdo. Talvez ndo consiga expressar a
gratiddo por té-lo conhecido e o quanto aprendi contigo e com esse ambiente.
Obrigada por nos oferecer sua luz, apoio e esperanca diariamente. Danilo Conrado,
obrigada pelo suporte e direcionamento para o desenvolvimento dessa pesquisa.

Agradeco ao Laboratorio Multiusuario do Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica, da Universidade Federal de Goias, em nome dos Técnicos, Elaine
Jacob da Silva Carmo e Alex Wilkerson Ferreira Borges, a vocés meu muito obrigada!!
Agradeco também ao Laboratorio de Reproducdo Avancada e Terapia Celular
(LANCA), da Universidade Estadual Paulista, Campus Botucatu, em nome da Prof.
Dra. Fernanda da Cruz Landim.

Aos professores membros da banca do Exame de Qualificacdo e Defesa da
Dissertacao, Dra. Michelle Rocha Parise, Dr. Ricardo de Mattos Santa-Rita e Dr. Jodo
Ferreira de Lima Neto, muito obrigada pelo cuidado e contribuicdo de vocés a esse
trabalho.

Por fim, a Universidade Federal de Goias, ao Programa de Pds-Graduacéo

em Biociéncia Animal, a Capes e os demais colaboradores, muito obrigada!



RESUMO

A fotobiomodulacao € uma terapia ndo invasiva, de baixo custo que envolve o uso de
luz no espectro infravermelho préximo ou vermelho, com baixa poténcia de energia
para promover ativacdo e modulacdo de mecanismos celulares. Nos ultimos anos, o
interesse pelo emprego dessa ferramenta na medicina veterinaria tem crescido. Entre
os efeitos clinicos jA conhecidos tem-se a producdo de analgesia, reducdo de
processo inflamatério e edema, e, regeneracdo tecidual. Objetiva-se neste trabalho
avaliar a concentracao, viabilidade, mutagenicidade e genotoxicidade de fibroblasto
equino oriundo do tecido cutaneo, expostos a irradiacdo laser de AsGaAl,
comprimento de onda de 670 nm e poténcia de 30 mW, analisadas 24 horas ap6s
uma e duas irradiagcdes, com densidades de energia de 0,5, 2, 5, 10 J/cm?. Para tanto,
foram empregados os testes de contagem direta em camara de Neubauer, teste de
micronucleo e ensaio cometa. Os dados referentes a concentracdo e viabilidade e
celular ensaio cometa foram analisados pela comparacdo de meédias por ANOVA,
seguida do teste de Tukey quando necessario e aos dados do teste de micronucleo
aplicou-se o Qui-quadrado, todos testes aplicados ao nivel de significancia de 5%.
Conclui-se que o laser nos parametros opticos e densidades de energia selecionas
possui caracteristica antimutagénica, e a depender da densidade de energia
selecionada pode induzir a viabilidade e proliferagéo celular, e, comportar-se como
agente citoprotetor, reduzindo danos na molécula de DNA.

Palavras-chave: bioestimulagéo, citoprotecdo celular, modulacdo celular, terapia a

laser de baixa intensidade



ABSTRACT

The photobiomodulation is a non-invasive therapy, with low cost, using the laser or led
light, under the infrared near or red spectrum in low potency densities, in order to
promote the activation and modulation of some cellular mechanisms. The laser therapy
is commonly used to induce analgesia, reduce inflammatory process and edema, and,
to hasten the regeneration of injured tissues as, skin wounds, tendon and bones
lesions. The present study aimed to investigate the effects of the photobiomodulation
at equine fibroblast primary culture. The fibroblast culture cells were divided in 5 groups
(10000 cells/each): control, and irradiated groups with different energy densities
0.5J/cmz?, 2J/cm2, 5J/cm2 and 10J/cm2. The cells were cultured in a 24 well dish plate,
and the groups received one or two laser irradiation 24 hours apart. The samples were
obtained after 24h of each irradiation, and before for control. To proceed the cell
concentration were used the direct counting with the NeuBauer chamber, trypan blue
were applied to access the cellular viability, also was performed the DNA integrity test
using the comet assay and, for nuclear alterations were made the Micronucleus test.
The viability, concentration and Comet data were analyzed with ANOVA, followed by
Tukey test when necessary, and, the chi-square test was used to the micronucleus
data, the significance level was 5% in all statistical tests applied. Was concluded that
the laser used in the presented optical and energy density parameters had shown
some anti-mutagenic effect, and, according the energy density, can interfere at the
cellular viability and proliferation. In this way, the laser act as a citoprotector agent, by
the reduced DNA damage observed at the laser irradiated equine fibroblast cultured

cells.

Keywords: biostimulation, cell cytoprotection, cellular modulation, low-intensity laser
therapy



Xi

SUMARIO
1 INTRODUGAO .......ocoeoieeeeeeeeeeee ettt 1
2 OBUIETIVOS . ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e are e e s 3
A O o) =111 o I e = - 3
2.3 ODbjJetivos €SPECITICOS .....uvueiii i e 3
3 REVISAO DE LITERATURA ......ooiiiteeeecte et ettt 4
3.1 FOtobIiOMOAUIAGEO ... 4
T - L= PP UPPPPTRRPPII 5
3.2.1Propriedades da [UZ [aSer .........cooo oo 6
G R B e 0] 0] ] = T {0 1R 9
3.4 Principais efeitos da fotobiomodulacdo em culturas celulares..............cccoovueee. 12
4 MATERIAL E METODOS.......coiieieeeeeeieete ettt eae et e et eaestestesaesaesee e 16
4.1 GrupoS EXPEIMENTAIS ......ciiieeieiieiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaees 16
4.2 CURIVO CRIUIAT ..o 17
4.3 Plaqueamento celular e irradiaCao com laSer ...........cccovvvviiiiiiiiieeeceeeee e, 19
4.4 Quantificacao e viabilidade celular............cccccooviiiiiii 22
4.5 indice de mutagenicidade pelo Teste de MiCronUcleo .............cceevevecvrieeeernene. 23
4.6 Avaliacao de genotoxicidade pelo Ensaio Cometa .........ccuvvveeiiiiieevieciiiiiinneeeenn, 24
4.7 ANAlISE EStAISHICA ....cceeeeeeeiiiiiieee e 27
5 RESULTADOS. ... .ttt ettt e e e e e e e e e e s st e e e e e e e e s e nssnrreeeeeeeas 28

5.1 Resultados de viabilidade celular por exclusdo com o corante Azul de Tripan...28
5.2 Resultados da quantificacdo celular pelo método de contagem direta em Camara

8 NEUDGUET ... 29
5.3 Resultados do indice de mutagenicidade pelo Teste de Micronucleo ................ 32
5.4 Avaliacédo de genotoxicidade pelo Ensaio Cometa ..........ccovvevvvvviiiieeeeeeeeeninnnnnnn. 34
B DISCUSSAOD ...ttt sttt sttt nene s 38
7 CONCLUSAO ..ottt ettt 46

REFE RENCIAS ... oo ettt 47



xii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Modelo atémico proposto pelo fisico Niels Bohr. Em (A), esquematizagéo
do &tomo, demonstrando o nucleo envolto por duas Orbitas, com um elétron
em cada uma delas, girando em torno do nucleo. Processo de absorcéo (B)
e emissao (C) de fotons pelos elétrons. ...........cceeeviieiiiieeiiiec e, 7
Figura 2 - Esquema representativo do espectro eletromagnético com destaque para a
FEQIAO VISIVEL. ... 9
Figura 3 - Fotomicroscopia de cultivo de fibroblasto equino, adquirida por meio de
microscopio invertido, em aumento de 20X. .........ueeviieeeeiieeiiiiiiee e eee e 11
Figura 4 - Fotomicroscopia adquirida por meio de microscopio invertido, em aumento
de 4x, demonstrando cultivo de fibroblasto equino, atingido sub-confluéncia
de 95% em garrafa de cultivo celular. ..............cccoooeeiiiiiiiiii e, 18
Figura 5 - Esquema representativo das placas de 24 pocos, mostrando 0S pocos
plaqueados com fibroblasto equino. Os po¢cos em rosa, representam 0sS
grupos controle (ndo irradiados) e os po¢os em azul, sdo os grupos de
irradiacfes. A placa A, recebeu uma irradiacdo, ao passo que a placa B,
recebeu duas irradiaGlEs. .........cooveiiiiiiiiii e 20
Figura 6 - Apoios feitos em E.V.A, de igual tamanho ao das placas de 24 pocos. Cada
um deles é especifico para irradiacdo de um determinado grupo
EXPEMMENTAL .....coiiiiiiiie e 21
Figura 7 - Sistema montado para irradiacdo das placas; (A) visdo frontal, observa-se
a ponteira do laser fixada pela haste de ferro posicionada abaixo do suporte
de acrilico, formando um angulo de 90° em relacdo a placa, e a caixa de
E.V.A posicionada sobre a placa; (B) visdo superior, nota-se o eixo de saida
da luz laser na extremidade da ponteira, através do orificio presente no
suporte de acrilico € N0 apoio de E.V.A. ... 22
Figura 8 - Imagens analisas durante o Ensaio Cometa capturadas com auxilio do
microscopio Zeiss Axio Scope Al, pelo software Zen 2012® (A, B, C, D, E);
em F, imagem de nucledides analisados utilizando o “software” Comet Score
T ettt e et e e et e e e e et e e e e aaaeeas 26



Xiii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Parametros de irradiagédo do Aparelho Laser (AlGaAl) utilizando para as
irradiacOes durante a fase experimental............cccccccvciiiiii e, 20
Tabela 2 - Média £ EPM da viabilidade celular dos grupos experimentais, utilizando o
corante Azul de Tripan, comparados por ANOVA (p<0,05)........ccccevveeeen. 28
Tabela 3 - Média + EPM das concentracdes celulares contabilizadas em Camara de
Neubauer, comparadas por ANOVA (p<0,05) ......cccovvvriiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee, 30
Tabela 4 - Frequéncia de observacao de alteracGes nucleares em cada 1000 células

binucleadas analisadas no teste de micronucleo comparadas pelo teste qui-

quadrado (P<O,05) ....ccuiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt 32
Tabela 5 - Média + EPM, do parametro “Comprimento do Cometa”, do Ensaio Cometa,
comparadas por ANOVA (P<0,05)......cciiiiiiiiiiiiiiiiii e 34
Tabela 6 - Média + EPM, da variavel “% de DNA na cauda”, do Ensaio Cometa,
comparados por ANOVA (P<0,05)......uciiiiiiiiiiiiiiiiiie e 35

Tabela 7 - Média + EPM, da variavel “momento de Olive”, do Ensaio Cometa
comparados por ANOVA (P<0,05)......cciiiiiiiiiiiiiiiiii e 37



1 INTRODUCAO

Na clinica médica equina, frequentemente, feridas trauméticas de espessura
total no tecido cutaneo cicatrizam por segunda intencdo (CELESTE et al., 2013). As
feridas que recebem essa denominacdo, normalmente ndo se limitam ao tecido
cutaneo, atingindo o subcutadneo e podem apresentar danos em tecido muscular e
estruturas adjacentes, como cartilagens, tenddes e 0ssos. Dos animais acometidos,
uma consideravel parcela é privada da carreira atlética em consequéncia de cicatrizes
funcionalmente limitantes e esteticamente desfigurantes, resultado do processo
cicatricial dificultoso na espécie (PERKINS, REID & MORRIS, 2005; WILMINK & VAN
WEEREN, 2005), o que gera significativos prejuizos financeiros a industria equina
(DESCHENE et al., 2012; THEORET et al., 2013).

Em equinos, perturbacdes no processo cicatricial de carater fibrético ocorrem,
especialmente, em feridas cutaneas localizadas na por¢cdo distal dos membros,
resultando na formacéo de um tecido de granulacdo exuberante, que se semelham ao
gueloide humano em alguns aspectos (CELESTE et al., 2011; THEORET et al., 2013;
MIRAGLIOTTA et al., 2016). Sabe-se que, algumas desarmonias na resposta de
reparo tecidual estdo relacionadas com desequilibrio das funcdes dos fibroblastos,
como a sintese excessiva de proteinas da matriz extra celular (MEC), desequilibrio na
producdo de metaloproteinases e seus inibidores (BARNES et al., 2009; MURAOKA
& IEDA, 2014), bem como, deficiéncia na eliminacdo e/ou diferenciacdo dessas
células em miofibroblastos, mantendo a ferida na fase proliferativa de reparo
(CELESTE et al., 2011).

Nos ultimos anos, houve uma progressiva busca por terapias que promovam
maior velocidade de resolucdo dessas lesbes, pensando em quesitos estéticos,
financeiros e, principalmente, em melhorias na qualidade de vida e bem-estar desses
pacientes. Ao encontro desse cenario, uma série de pesquisas tém demonstrado
resultados positivos da aplicacdo da luz laser na faixa espectral do vermelho ao
infravermelho proximo, por meio de ensaios clinicos e in vitro, apontando que essa
modalidade terapéutica pode ser eficiente na promoc¢éo de melhorias do processo de
regeneracao de tecido cutaneo, por apresentar acdo analgésica e anti-inflamatoria,

por estimular a proliferacdo, viabilidade, diferenciacdo, migracdo celular e a



angiogénese; aléem de aumentar a sintese de ATP, RNA, DNA e de proteinas como o
colageno (AVCl et al., 2013; KARU, 2014; KARU, 2015; FREITAS & HAMBLIN, 2016).

Embora haja estudos cientificos que analisaram as respostas clinicas do
emprego da fotobiomodulacdo na espécie equina (BERGH, RIDDERSTRALE &
EKMAN, 2007; RYAN & SMITH, 2007; JANN et al., 2012; MORAES et al., 2014; LIMA
et al., 2016; ARAUJO et al.,, 2017; ABDEL, ISSA & NOURI, 2017) a literatura é
bastante escassa quando se trata de experimentacdo com culturas de células, ndo
encontrando inclusive, nenhuma investigacao acerca dos efeitos da fotobiomodulagao
em culturas de fibroblastos dessa espécie na literatura pesquisada.

Levando em consideracdo a importancia e as funcbes do fibroblasto na
regeneracao tecidual, as consideraveis perdas do setor equestre em decorréncia de
desarmonias no processo cicatricial e as respostas promissoras observadas da
interacao de tecidos biolégicos com a fotobiomodulac&o, tanto em humanos, como em
animais, nosso grupo de pesquisa centraliza as investigacdes na interacao da luz laser
como modulador celular na espécie equina, e, no presente estudo, investiga os efeitos
do laser com comprimento de onda de 670 nm em cultura priméaria de fibroblasto

equino.



2 OBJETIVOS

2.2 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do laser de Arseneto de Galio e Aluminio (AsGaAl) com
comprimento de onda de 670 nm, e 30 mW de poténcia em diferentes densidades de
energia (0,5; 2; 5 e 10 J), ap6s uma irradiacao, as 24 horas, e duas irradiacdes, sendo
elas, as 24 e 48 horas do momento experimental, sobre o cultivo de fibroblasto equino

oriundo do tecido cutaneo.

2.30bjetivos especificos

e Quantificacdo celular pelo método de contagem direta em Camara de
Neubauer;

e Avaliacdo da viabilidade celular subjetiva, pelo método de Azul de
Tripan;

e Avaliacdo da mutagenicidade pelo Teste de Micronucleo;

e Avaliagdo do dano ao DNA, pelo Ensaio Cometa.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fotobiomodulacao

A terapia com laser de baixa poténcia foi acidentalmente descoberta por
Endre Mester e sua equipe em 1967, na Hungria. Os pesquisadores tentavam
reproduzir um experimento feito anteriormente pelo americano Paul McGuff e seus
colaboradores (1965), que haviam obtido sucesso ao empregar o recém descoberto
laser de rubi para curar tumores malignos em ratos. O laser de rubi utilizado por Mester
continha apenas uma fracdo de poténcia do laser empregado pelo colega americano.
Com isso, Mester ndo conseguiu curar nenhum tumor, no entanto, observou uma
elevada taxa de crescimento de pelos e um menor tempo na cicatrizacdo das feridas
induzidas nos ratos tratados, em relacdo ao grupo controle (MESTER et al.; 1968).
Este foi o primeiro indicio de que o laser da baixa poténcia poderia ter aplicacdes
benéficas na medicina e foi denominada como “estimulacgao a laser de baixa poténcia”
ou “terapia a laser de baixa poténcia” (HAMBLIN, 2016).

A partir de entdo, esse campo amadureceu e apesar de ainda nao se
conseguir elucidar todos os questionamentos, muito se aprendeu sobre a base
mecanicista dessa terapia, incluindo o fato de que sua atuacdo em células, tecidos e
organismos pode provocar respostas tanto estimuladoras como inibitérias,
dependendo dos parametros de luz selecionados (ANDERS, LANZAFAME & ARANY,
2015).

Por um periodo acreditou-se que apenas a luz laser seria capaz de
desencadear efeitos bioldgicos benéficos, em virtude de caracteristicas especificas
gue possui, como a monocromaticidade e coeréncia. Algum tempo depois, constatou-
se que a coeréncia e o fator monocromético ndo eram determinantes para a
modulacao celular e sim a baixa poténcia da luz empregada. Incorporou-se entdo os
diodos emissores de luz (LED) n&o coerentes a essa terapia, com resultados bastante
semelhantes aos produzidos pelo emprego do laser (HAMBLIN, 2016).

N&o € com muita frequéncia que uma nomenclatura globalmente aceita de um
campo cientifico mude. No entanto, tendo em vista que as caracteristicas especificas
da luz laser ndo eram necessarias, o fato da expressao “baixo nivel” ser considerada

um termo subjetivo, ndo deixando claro o que termo “baixo” realmente significava, e



que tanto a estimulacdo como a inibicdo de processos biologicos poderiam ser
terapeuticamente benéficos, decidiu-se mudar o nome para "fotobiomodulacédo”
(ANDERS, LANZAFAME & ARANY, 2015)

De uma forma abrangente, a fotobiomodulacdo € um termo preciso e
especifico designado a uma terapia nao invasiva, ndo-ionizante, segura e de baixo
custo que consiste na aplicacdo de fontes luz de Laser ou Led de baixa poténcia, com
o designo de promover a modulacdo de diversos mecanismos celulares e
desencadear, entre outros efeitos sistémicos, a reparagao tecidual, analgesia e
reducdo de processo inflamatério (KARU, 2010; CHUNG et al., 2012; ANDERS,
LANZAFAME & ARANY, 2015).

3.2 Laser

A sigla laser teve origem na lingua inglesa, € a abreviacdo da expresséo Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation, que se traduz por “Amplificacéo de
Luz por Emissao Estimulada de Radiagao”. Refere-se a uma energia eletromagnética
ndo ionizante, que pode ser visivel ou ndo, de acordo com a matéria usada em sua
composicao e, consequentemente, com o comprimento de onda produzido (NAJEEB
et al., 2016).

Além do tipo de material utilizado em sua elabora¢édo, no campo médico, 0s
lasers podem ser categorizados quanto a poténcia e modo de emissdo de luz. Em
funcdo da poténcia, sdo agrupados em duas categorias: alta e baixa intensidade de
poténcia (AVCI et al., 2013). Os lasers de alta intensidade abrangem poténcias que
variam entre 1 a 30 W, com o objetivo de diérese tecidual, coagulacdo e atenuacéao
microbiana. Esses propositos sdo atingidos em virtude dos efeitos térmicos
produzidos pelos aparelhos que compdem esse grupo (JORGE et al., 2010). Em
contrapartida, os lasers de baixa poténcia sdo bastante utilizados para fins
terapéuticos e como biomoduladores celulares (EDUARDO et al., 2015). Para essas
finalidades, as poténcias utilizadas variam de 1 a 500 mW, e a energia produzida por
essas poténcias é qualificada como atérmica, capaz de estimular membranas e
organelas celulares (MARQUES et al., 2010).

Com relacdo ao modo de emissdo da luz, tem-se a emissdo continua e
pulsada. Quando o laser opera em modo continuo, a emisséo da luz acontece por

mais de um segundo de duracdo, sem interrupcdo. Na emissao pulsada a radiacao



acontece em pulsos consecutivos, com intervalos regulares. Essa taxa de repeticao é
medida em Hertz (Hz) e corresponde ao numero de pulsos emitidos em um segundo.
O intervalo entre pulsos pode ser muito baixo, menos de um impulso por segundo, ou
muito alto, contendo mais de 100 impulsos por segundo. Nesse Ultimo caso, 0s pulsos
acontecem em intervalos tdo curtos, que a emissao aparenta ser continua e recebe a
denominacéo de pseudocontinua (CATORZE, 2009).

3.2.1 Propriedades da luz laser

Para compreendermos propriedades especificas da luz laser, alguns
conceitos de fisica quantica precisam ser levantados, mesmo que superficialmente.
Entre eles, é relevante entender a estrutura atbmica, e posteriormente, como ela pode
gerar e propagar a luz.

O &omo é a unidade basica da matéria, de caracteristica indivisivel,
constituido por um nicleo central de carga elétrica positiva. E envolto por uma “nuvem”
de elétrons de carga negativa, que giram em volta do nucleo em trajetérias circulares
bem definidas, organizados em érbitas (Figura 1 A). Em cada uma das 6érbitas os
elétrons possuem niveis diferentes de energia, quanto mais distantes do nucleo, maior
0 nivel energético e mais excitado € o estado do elétron. Durante a movimentacdo em
uma mesma Orbita, ndo had consumo ou emissdo de energia pelos elétrons. No
entanto, ao transitarem entre oOrbitas, acontece absor¢cdo ou emissdo de energia, e
essa energia é denominada como foton (luz). Ao migrar para um nivel energético mais
alto, ou seja, para as o6rbitas mais distantes do nucleo, o elétron absorve um féton, e
utiliza de sua energia para realizar tal movimentacdo (Figura 1 B). O contrario
acontece, quando o elétron migra para niveis energéticos mais baixos. Ao realizar

essa trajetoria, ocorre a emissao de um féton (Figura 1 C) (BAGNATO, 2001).
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Figura 1 - Modelo atémico proposto pelo fisico Niels Bohr. Em (A), esquematizagdo do atomo,
demonstrando o ndcleo envolto por duas 6rbitas, com um elétron em cada uma delas,
girando em torno do nucleo. Processo de absorcédo (B) e emisséo (C) de fétons pelos
elétrons.

Adaptado: Bagnato, 2001

Até o momento, foi descrito o processo espontaneo de emissao de energia
através do sistema atdomico. Contudo, ha outra maneira de emisséao de energia, que
foi proposta por Albert Einstein no inicio do século passado, em seu trabalho intitulado
“Teoria da Emissdo Estimulada de Radiacdo” (EINSTEIN, 1917). Essa teoria foi a
propulsora para a criacdo do laser algumas décadas mais tarde.

Os elétrons em estado excitado, naturalmente, apresentam uma forte
tendéncia a ir para niveis energéticos mais baixos. No entanto, essa mudanca de
Orbita acontece de forma relativamente demorada, podendo, como descrito por
Einstein (1917), ser acelerada pelo atrito com um agente externo e um féton pode ser
esse agente. O efeito desse contato é a migracdo do elétron para uma orbita mais
interna. Com isso, ocorre a emissdo estimulada de outro féton, que emerge lado a
lado com o féton agente da emisséo. Desta maneira, esses dois fétons que emergiram
desse processo vdo movimentar outros atomos com elétrons em seus estados
excitados, havendo a emisséo estimulada de mais fotons, que se unem aos iniciais.
Tanto o féton agente de atrito, como o féton emitido como resultado desse contato
emergem do sistema com a mesma energia, propagando-se na mesma direcdo. Para
essa caracteristica, diz-se que eles estdo em “fase”, sendo praticamente
indiferenciaveis (RIBEIRO et al., 2015; SILVA, 2015). Em sintese, a luz do laser
provém da emissdo resultante da movimentacdo dos elétrons dos seus niveis
energeéticos de forma estimulada, produzindo um feixe de luz onde todas os fotons
comportam-se identicamente.

Depois de visualizar como ocorre a producdo estimulada da radiacao,

entender o funcionamento e a constituicao do laser fica mais facil. O laser € composto



por trés elementos essenciais: 0 material laser, o estimulador de radiacao e a cavidade
Optica ou ressonador (SISTER, 2011). O material laser € o0 meio ativo onde ocorre a
emissao estimulada de radiacdo, ou seja, 0 meio no qual a luz € gerada. Esse material
disponibiliza &tomos ou moléculas, das quais os elétrons emitem os fotons, podendo
ser de quatro maneiras: (1) liquido, que séo a base de solucdes de corantes organicos
dissolvidos em agua ou alcool, como por exemplo, os corantes Rodamina 6G,
Fluoresceina, Cumarina e Verde Malaquita (DUARTE et al., 1990); (2) gasoso, com
um gas como meio ativo, entre os mais usados estdo o Diéxido de Carbono (CO?),
Hélio-Neonio (He-Ne) e Argonio (Ar) (BRUGNERA-JUNIOR; SANTOS & BOLOGNA,
2004); (3) solido, na qual apresentam um ion ativo incorporado a um vidro, cristal, ou
ceramico, como € o caso do Rubi (YOSHIYASU, 2001); ou (4) um diodo semicondutor,
onde a emissao de fotons ocorre pela recombinacéo de elétrons e orificios em uma
juncao positiva-negativa (p-n). Essa composicéo pode ser do tipo homojunc¢éo (juncao
p-n de um mesmo material) ou heterojuncéo (juncédo semicondutora entre dois ou mais
materiais distintos), sendo que desse Ultimo grupo tem-se como exemplo o laser de
Arseneto de Gélio (GaAs), e de Arseneto de Gélio e Aluminio (GaAsAl) (CATUNDA et
al., 1998), dentre outros.

O estimulador é uma fonte de energia externa, responsavel por gerar os
estados excitados nos atomos que compdem o meio ativo. Podem atuar como fontes
dessa energia, a corrente elétrica, as ondas de radiofrequéncia, e a luz de outro laser
ou de uma lampada. Finalmente, a cavidade éptica € composta por espelhos refletores
nas extremidades, que possibilitam a movimentacéo dos fotons em ambas as direcdes
dentro da cavidade Optica. Essa movimentacdo causara mais choques entre fotons e
elétrons excitados, liberando fétons em progresséo logaritmica, estabelecendo uma
reacao em cadeia com a producao de grande quantidade de energia. Dessa forma, se
caracteriza o processo de amplificacdo luminosa (HECHT, 1986; CATORZE, 2009).

A energia eletromagnética resultante desse processo possui espectros
visiveis ao olho humano (luz) e espectros néo visiveis. Sua classificacdo baseia-se de
acordo com o comprimento de onda e frequéncia, que dependem do tipo de material
usado como meio ativo. O comprimento de onda é a distancia entre os apices das
ondas e a frequéncia, € o numero de ondas ou oscilagbes por unidade de tempo
(CATORZE, 2009). De forma geral, o espectro eletromagnético é formado de
radiacOes ultravioletas, vermelhas, infravermelhas, entre outras. No caso do sistema

laser, a luz assume cores que variam de acordo com amplitude ou intensidade



luminosa, e dispdem de diferentes aplicacdes praticas (ALMEIDA-LOPES et al., 2001)
(Figura 2).

Espectro eletromagnético

mpriment [ Nnada ==

<4 Aumento da frequéncia

Tipos de radiagdo | Raios gama | Raios X | Ultravioleta | | Infravermelho | Micro-ondas | Ondas de radio
0,01 nm 10 nm 1mm 30 mm
Luz visivel
400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Figura 2 - Esquema representativo do espectro eletromagnético com destaque para a
regido visivel.
Fonte: adaptado de Oliveira et al. (2015)

A monocromaticidade, coeréncia e colimacdo sdo particularidades que
diferenciam a luminosidade laser de outras fontes de luz (NAJEEB et al., 2016). A
caracteristica monocromatica indica a presenca de fo6tons com comprimento de onda
especifico, ou seja, todos os fétons em um mesmo comprimento de onda e,
consequentemente, uma Unica cor é percebida se a radiacdo eletromagnética estiver
no espectro visivel. A emissao de fétons, com movimentagcdo em “fase” no espaco e
no tempo de maneira organizada e ordenada, caracteriza a coeréncia. Finalmente, a
colimacéo refere-se a unidirecionalidade da luz. Indica que ela é paralela ao seu eixo
de formacédo, sendo assim, ndo divergente, estreita e concentrada (EDUARDO et al.,
2015).

3.3 Fibroblastos

Os fibroblastos sdo células de origem mesenquimatosa, residentes em
diversos tecidos, sendo a principal e mais abundante célula do tecido conjuntivo
(VARGA & LAFYATIS, 2015). Séo células capazes de modular seu metabolismo e
apresentar diferentes fenotipos, como fendtipo de células ndo contrateis, de células
contrateis, como os miofibroblastos e alguns fenoétipos intermediarios, como 0s
protomiofibroblastos (MCANULTY, 2007).
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Com relacdo as células fibroblasticas ndo contrateis, elas podem ser
encontradas em dois estados, o fibroblasto propriamente dito, que apresenta alta
intensidade metabdlica, e o fibrécito, uma célula com metabolismo quiescente
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). O fibroblasto € a principal célula envolvida na
producdo de componentes da MEC, entre eles colagenos, fibronectina, tenascina,
proteoglicanos e laminina, bem como, na producao de enzimas proteases capazes de
degradar a matriz como as metaloproteinases e seus inibidores, assegurando a
manutencdo homeostética tecidual (MCANULTY, 2007; ROSS & PAWLINA, 2012;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

A sintese de substancias colagenosas pelo fibroblasto ocorre a uma taxa
excepcionalmente alta e constante. Foi evidenciado que cada fibroblasto pode
sintetizar aproximadamente 3,5 milh6es de moléculas de pré-colageno por dia.
Contudo, a quantidade secretada € rigorosamente regulada por enzimas lisossémicas,
e acredita-se que, a depender das circunstancias, entre 10 e 90% de todas as
moléculas pro-colagenas sdo degradadas intracelularmente antes mesmo de serem
secretadas (MAYS et al., 1991; MCANULTY & LAURENT, 2002).

O metabolismo dos fibroblastos é regulado por mecanismos complexos, que
abrangem as interagdes célula-célula e célula-MEC, e também por uma multiplicidade
de mediadores, com func¢des inibitérias ou estimuladoras, que podem estar presentes
no local. Estes mediadores podem ser derivados de outras células, dos préprios
fibroblastos, da circulacdo, ou ainda, decorrentes de infiltracdo de células inflamatorias
(MCANULTY & LAURENT, 2002; McANULTY, 2007).

Sobre suas caracteristicas morfolégicas, podemos destacar um citoesqueleto
fusiforme ou estrelado, com longos prolongamentos, com nucleo oval e plano,
complexo de golgi e reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvidos, atuando na
sintese e secrecdo de moléculas componentes da MEC e nucléolos pouco
proeminentes (Figura 3) (MURRAY, KNIGHT & LAURENT, 2009; ROSS & PAWLINA,
2012; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).



11

‘n'.‘\ ,-/”’_d‘,-,' = o L1
Figura 3 - Fotomicroscopia de cultivo de fibroblasto equino, adquirida por
meio de microscopio invertido, em aumento de 100x.

Por outro lado, os fibrocitos sdo células ndo contrateis que apresentam seu
metabolismo diminuido. S&o células menores, com formato ovoide ou fusiforme sem
prolongamentos, ndcleo pequeno e mais escuro. Nessas células, as organelas estédo
menos desenvolvidas e ha reducdo significativa de sintese proteica (ROSS &
PAWLINA, 2012; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). No entanto, responsiva a
estimulos, pode modificar seu metabolismo retornando as altas taxas metabdlicas
e/ou modificando-se em fendtipos contrateis, o que marca outra importante
caracteristica dessas células, a capacidade de transdiferenciagdo (CHAMBERS et al.,
2003; MCANULTY, 2007).

Além das func¢des de sintese, secre¢do e regulacdo da MEC, essas células
executam outros papéis essenciais como conferir resisténcia mecéanica aos tecidos;
estabelecer um papel central nos mecanismos envolvidos no reparo tecidual
(GATTORNO & MARTINI, 2016); e destaques também sédo dados a capacidade do
fibroblasto servir como uma célula sentinela, com habilidade de liberacdo de
quimiocinas, que iniciam o recrutamento de outros grupos celulares (PRESHAW &
TAYLOR, 2011).

Sabe-se que, algumas enfermidades estéo relacionadas a desarmonias nas
respostas de reparo tecidual e das fungdes dos fibroblastos, causando desequilibrios
na deposicao de proteinas da MEC e alteracdes na arquitetura tecidual, que podem
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promover alteracdes na funcao do tecido e em casos mais severos, a morte tecidual
(BARNES et al., 2009; MURAOKA & IEDA, 2014). Em 2007, em uma importante
revisdo de literatura para o tema, Mcanulty, levantava a problemética da escassez de
terapias especificas que tivessem como alvo patologias associadas a fibroblastos,
mas ja observava o crescente interesse de pesquisas relacionada a compreensao dos
mecanismos patolégicos que envolvem essas células e a expectativa em agentes que
poderiam melhorar o tratamento de doencas relacionadas a esses desequilibrios.
Ainda hoje os estudos n&o foram suficientes para desvendar todos esses
mecanismos, mas ha resultados promissores envolvendo, por exemplo, o0s
fibroblastos e o cancer, a prevencéo e o tratamento de fibroses em diversos 6rgaos
(MURAOKA & IEDA, 2014; TAMPE & ZEISBERG, 2014; GOURDIE; DIMMELER &
KOHL, 2016; KALLURI, 2016; PIEK, BOER & SILLJE, 2016; TRAVERS et al., 2016).

3.4 Principais efeitos da fotobiomodulacdo em culturas celulares

De acordo com a primeira lei da fotoquimica, os fétons advindos da irradiacéo
precisam ser absorvidos por fotorreceptores, para s6 entdo, desencadear efeitos nos
sistemas (SUTHERLAND, 2002). Essas moléculas fotorreceptoras ou também
conhecidas como croméforos celulares, como dito, sdo moléculas basicas para
promocao da fotobiomodulacdo e absorvem a luz por bandas de absorgéo eletronica
compativeis com determinados espectros luminosos, de maneira especifica. Os
efeitos desencadeados apds a absorcdo podem ser classificados em primarios,
secundarios e terciarios (ARTES-RIBAS et al., 2013).

As respostas primarias referem-se ao contato e absor¢cédo dos fétons pelos
fotorreceptores. Diferentemente dos demais efeitos, que podem ocorrer horas ou dias
apos a irradiacdo, nos efeitos primarios 0s processos ocorrem na presenca da luz e
desencadeiam alteracdes na funcdo e na configuracdo molecular do receptor, como
consequéncia de eventos fotoquimicos e fotofisicos, bem como alteracbes
metabolicas (MANTEIFEL, BAKEEVA, & KARU, 1997; CHUNG et al., 2012). Os
efeitos secundarios compreendem as reacdes celulares, como por exemplo, ativacéo
de vias de sinalizagéo, alteracbes na permeabilidade de membrana mitocondrial
(KOKKINOPOULOS et al.,, 2013; FERRARESI et al.,, 2016) e/ou em funcobes
enzimaticas (HU et al., 2011; VIEIRA et al., 2018). Por fim, as respostas terciarias sao

sistémicas, como vasodilatacdo, reducao do edema, analgesia, proliferacao celular,
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reducdo de processos inflamatorios e menor tempo de reparacéo tecidual (ARTES-
RIBAS et al., 2013; PASSARELLA & KARU, 2014).

Até o momento, a teia que envolve 0s mecanismos de acdo da
fotobiomodulacao sobre as células e tecidos, ndo foi totalmente desenhada. Mas, uma
etapa importante na compreensado desses fendbmenos veio da constatacdo de que a
luz vermelha e a infravermelha proxima de baixa intensidade de poténcia, atua nas
células por meio de um fotorreceptor primério, a enzima Citocromo C Oxidase (CCO)
(KARU 1999; KARU, PYATIBRAT & KALENDO 2003, 2004; EELLS et al., 2004;
KARU, PYATIBRAT & AFANASYEVA, 2005; LIANG et al., 2006). A CCO, membro
terminal da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, € a organela fotorreceptora
que medeia muitos, se ndo todos, os efeitos benéficos dessa terapia, como levantado
pelas revisdes de Poyton e Ball (2011) e Farivar, Malekshahabi e Shiari (2014).

Alteracbes na proliferacdo, adesdo celular, viabilidade, bem como o
incremento na taxa de sintese de RNA e DNA sé&o as respostas celulares estudadas
de forma mais sistematica em culturas celulares submetidas a fotobiomodulacédo, em
diversos comprimentos de onda, intensidades e doses, como ja& levantado em
importantes revisbes (FARIVAR, MALEKSHAHABI & SHIARI 2014; KARU, 2014;
KARU, 2015; FREITAS & HAMBLIN, 2016).

O incremento na proliferacdo celular é um efeito fisiol6gico muito importante
para fotobiomodulacédo, que tem sido bastante empregada na pratica clinica com esse
objetivo. Esse fenbmeno tem sido demonstrado em muitos tipos celulares, por meio
de experimentacdes in vitro, incluindo osteoblastos (STEIN et al., 2005; RENNO et al.,
2007; ALEKSIC et al., 2010), células-tronco cardiacas (TUBY, MALTZ & ORON,
2007), células endoteliais (SCHINDL et al., 2003; FENG, ZHANG & XING, 2012),
células-tronco mesenquimais (BARBOZA et al.,, 2014; BORZABADI-FARAHANI,
2016), células de Schwann (VAN BREUGEL & BAR, 1993; YAZDANI et al., 2012) e
fibroblastos (CHEN et al., 2011; BELLETTI et al., 2015; NADERI et al., 2017).

O acréscimo na producao de ATP também é considerado um dos achados
mais corriqueiros e significativos apés a fotobiomodulacdo (FARIVAR,
MALEKSHAHABI & SHIARI, 2014). Ao ser ativada pelos fétons, a CCO tem sua
atividade aumentada, estimulando a producdo de ATP (HOURELD et al., 2012,
FERRARESI et al., 2015). Alguns pesquisadores acreditam que os efeitos vao um
pouco além, sugerindo que os fotons irradiados disponibilizem mais elétrons para

serem reduzidos no centro catalitico, sendo um outro caminho que justifica o
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incremento de ATP apos a irradiagcdo (BRUNORI et al., 2005; SILVEIRA et al., 2009;
KARU, 2010). Alguns autores referenciaram como resultado da fotobiomodulacéo o
aumento na producdo de ATP em alguns tipos celulares, incluindo células-tronco
(WANG et al., 2017a, 2017b), linfécitos (BENEDICENTI et al., 2008), neurdnios
(ORON et al., 2007; YU et al., 2015), mastocitos (WANG et al., 2015), osteossarcoma
(TSAIl et al., 2015), fibroblastos (CHEN et al., 2011), osteoblastos (KUNIMATSU et al.,
2018) e mioblastos (SILVA et al., 2016).

Outro ponto bastante analisado em estudos que investigam os efeitos da
fotobiomodulac&o em culturas celulares € sobre a viabilidade celular. Varios estudos
demonstram que o0s grupos tratados apresentam uma maior viabilidade celular,
guando comparados com o grupo néo tradado. Efeito este observado, por exemplo,
em culturas de: mioblastos (SILVA et al., 2016), de linhagens celulares de cancer oral
(SPERANDIO et al., 2013), fibroblastos (ESMAEELINEJAD et al., 2014; NADERI, et
al., 2017), células da linhagem Hela (ZHANG, XING & GAO, 2008), melandécitos
(ALGHAMDI et al., 2015), células-tronco epidérmicas (LIAO et al., 2014) e de células-
tronco de ligamento periodontal (SOARES et al., 2015).

Muitas pesquisas demostraram alteracfes no perfil de expressédo génica de
diferentes células subsequente a irradiacdo. A pesquisa de Song e seus
colaboradores (2003), com fibroflasto humano, mostrou que a expressdo de 111
genes foi afetada apds tratamento com luz vermelha. Entre eles, genes envolvidos no
processo de proliferacdo celular, acdo antioxidante, sintese e reparo de DNA.
Também, utilizando fibroblastos, Houreld, Ayuk e Abrahamse (2014), observaram que
76 genes foram modulados pela irradiacao laser, 43 deles, regulados positivamente,
incluindo genes envolvidos na producdo de fatores de crescimento, sintese de
colageno, adeséao celular e na elaboracao de moléculas envolvidas na transducéo de
sinais. Pesquisando os efeitos da fotobiomodulacéo, tendo macréfagos como modelo
experimental, Fernandes et al. (2015), demonstraram que a irradiacéo laser regulou a
expressao de genes capazes de reduzir a producao de fator de necrose tumoral alfa
e de prostaglandina-endoperéxido sintase 2.

Na atual pesquisa, optou-se por investigar os efeitos do laser de Arseneto de
Galio e Aluminio, por este, estar entre 0s mais comumente empregados na pratica
clinica e em pesquisas, com 0 objetivo de investigar os efeitos terapéutico da
fotobiomodulacdo em experimentacdes in vitro e in vivo, tanto no espectro de luz

vermelha visivel, compativel com o empregada por nés, como nos comprimentos de
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onda situados fora do espectro de luz visivel (AGAIBY et al., 2000; ALBERTINI et al.,
2004; MIYATA et al.,, 2006; ALEKSIC et al., 2010; GONCALVES et al.,, 2010;
DIOGENES et al., 2011; MARTINS et al., 2011; ALGHAMDI & KUMAR, 2012;
FREITAS & HAMBLIN, 2016; FORTUNA et al., 2018). Em complemento, noSso grupo
de pesquisa tem uma linha que analisa as respostas in vivo desse tipo de laser, em
espécies animais como a canina, equina (LIMA et al., 2016; ARAUJO et al., 2017),
felina e ovina em parceria com outros setores da Universidade. Pensando nesse
conjunto, tem-se como objetivo futuro extrapolar os resultados dessa pesquisa para
analises in vivo, como ja realizado por ABELA et al. (1985); RICEVUTI et al. (1989),
SCHWARZ et al. (2003), PEREIRA et al. (2014), ROCHA (2014) e FERNANDES et
al. (2017).
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido com o apoio do Laboratério Multiusuario do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da Universidade Federal de
Goias, e no Laboratério de Citogenética Humana e Genética Molecular (LAGENE) da

Pontificia Universidade Catdlica de Goias.

4.1 Grupos experimentais

O delineamento experimental foi disposto de maneira inteiramente
casualizado, com cinco grupos e dois momentos de irradiagdo. O primeiro momento
de irradiacéo ocorreu 24 horas ap0s o plagueamento das células em placas de cultivo
celular;, e o segundo momento de irradiacdo, aconteceu 48 horas apos o
plagueamento das células. As posteriores andlises para obtencdo de resultados
aconteceram com o objetivo de avaliar as respostas das células 24 horas ap6s uma e
duas irradiagbes com laser.

Abaixo estédo descritos 0s cinco grupos experimentais:

1. Grupo Controle (GC) - composto por: (1) GC 24 horas, removido da placa de
cultivo 24 horas apés o plagueamento das células; (2) GC 48 horas, removido
da placa em conjunto com os grupos que receberam uma irradiacao de laser e
(3) GC 72 horas, removido da placa em conjunto com 0s demais grupos gue
receberam duas irradiacdes de laser.

2. Grupo Laser 0,5 J/cmZ as células receberam densidade de energia de 0,5
J/icmz2, nos dois momentos, com tempo de 32 segundos cada aplicagao.

3. Grupo Laser 2 J/lcmz: as células receberam densidade de energia de 2 J/cmz,
nos dois momentos, com tempo de 127 segundos cada aplicacao.

4. Grupo Laser 5 J/cm?: as células receberam densidade de energia de 5 J/cm?,
nos dois momentos, com tempo de 317 segundos cada aplicacgéo.

5. Grupo Laser 10 J/cmzZ: as células receberam densidade de energia de 10 J/cm2,

nos dois momentos, com tempo de 633 segundos cada aplicagéo.
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4.2 Cultivo celular

Foram utilizados fibroblastos em cultivo primério extraidas do tecido cutaneo
de cavalos (Eqqus cabalus), com aprovacio no Comité de Etica em Pesquisa Animal,
certificado N° 1141/2015-CEUA/UNESP-Botucatu, fornecidas pelo Prof. Dr. Jodo
Ferreira de Lima Neto. As células estavam criopreservadas a -196°C em botijao
contendo nitrogénio liquido.

No processo de descongelamento das células, os criotubos foram retirados
do nitrogénio liquido e colocados em banho-maria a 37°C por quatro minutos, sob
lenta agitacéo, favorecendo o descongelamento uniforme da amostra. Em seguida,
todos os procedimentos para a realizacao do cultivo de fibroblastos foram realizados
em cabine de seguranca bioldgica, classe 2. Na cabine, o conteudo de cada ampola
descongelada foi transferido para um tubo Falcon estéreo de 15 mililitros (mL),
contendo 5 mL de meio completo de cultivo, previamente aquecido em banho-maria a
37°C, constituido de: DMEN (Dulbecco’s Moldifield Eagle Medium — high glucose -
SIGMA®), enriquecido com 20% de Soro Fetal Bovino (SBF) (GIBCOTM - Invitrogen
Corporation, Grand Island, USA), e 1% de solucdo de antibidtico e antimicotico
(penicilina (10.000 Ul/mL)/estreptomicina (10 mg/mL) e anfotericina B (25 ug/mL) -
SIGMA®P),

Os tubos falcon foram centrifugados por 10 minutos a 1700 rpm, com o0
propésito de separar as células do restante da solugcédo. O sobrenadante de cada tubo
foi descartado e o pellet celular ressuspendido em 2 mL de meio total. Uma aliquota
de 30 microlitros (ML) de cada amostra foi separada para deteccao da viabilidade
celular.

Depois de ressuspendidas, as amostras foram transferidas para garrafas de
cultivo celular de 25 cm2, identificadas e preparadas com meio completo nas
propor¢cdes anteriormente mencionadas, compondo 5 mL de meio total por garrafa, e
finalmente, incubadas em estufa a 37°C em atmosfera imida contendo 95% de ar e
5% CO2. Ap6s armazenagem na estufa a primeira manipulagdo ocorreu apés 72
horas, estabelecendo um periodo de repouso e adaptacéo das células.

Para a manutencéo das culturas, foi priorizado a renovacgéao total do meio de
cultura das garrafas a cada 72 horas, observando-se o0 aspecto do meio e o
desenvolvimento das células. Passado o periodo de adaptacdo, as culturas eram

suplementadas com 10% de SFB, com observacbes a cada 24 horas. O
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acompanhamento da multiplicacdo celular foi realizado através de microscopio optico
invertido, e ao atingirem 80-95% de confluéncia era realizada a repicagem, ou sub-
cultivo das garrafas (Figura 4), com utilizacdo de solucdo de Tripsina (Gibco®
TrypLE™ Select), aquecida em banho-maria a 37°C para retirada das células
aderentes. Em seguida, a solucéo foi transferida a um tubo falcon de 15 mL, contendo
5 mL meio de cultivo suplementado com 20% de SFB, para inativacdo da acdo da
tripsina sobre as células recuperadas. O conteudo foi centrifugado aa 1700 rpm por
10 minutos para obtenc¢é&o do pellet celular, que foi dividido entre garrafas de 25cm? e
incubadas novamente. Este procedimento foi repetido até que se obtivesse o niumero
de células adequado para a realizacdo do estudo, o0 que ocorreu na quarta passagem

de células.

— -~

Ifiéura( 4- FétkomlcroscOpié édquirl a po} meio de microsgépio inverti ('),' em
aumento de 40x, demonstrando cultivo de fibroblasto equino,
atingido sub-confluéncia de 95% em garrafa de cultivo celular.

As células em quarta passagem nao utilizadas foram congeladas em
biofreezer a -80°C, para utilizacdo durante as etapas subsequentes do periodo
experimental. Quando necessario, eram submetidas ao processo de
descongelamento, equivalente ao mencionado anteriormente, cultivadas em garrafas
de cultivo, para estabilizacéo das células, para posteriormente serem transferidas para
placas de 24 pocos.

Para a criopreservacgéo das células, os tubos criogénicos eram devidamente
identificados com a concentracdo (em torno de 1x10° células), passagem celular e

data. O meio de criopreservacéao era preparado em 1 mL, composto por 50% DMEM,
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40% SFB e 10% DMSO (Dimetilsulféxido - Sigma®). Depois de adicionar o
concentrado celular aos tubos contendo o meio preparado, submeteu-se as células a
um processo de reducdo gradual de temperatura. Para tanto, os tubos foram
transferidos para geladeira, onde permaneceram por 20 minutos, com temperatura
média de 4°C, e entdo remanejadas para um biofreezer, onde a temperatura se
encontrava em torno de -20°C, por 30 minutos. Apos esse periodo, foram transferidos

e mantidos em biofreezer a -80 graus.

4.3 Plaqueamento celular e irradiacdo com laser

Ao atingirem a quarta passagem, as garrafas foram tripsinizadas e submetidas
ao teste de quantificacdo e viabilidade celular. Para o periodo experimental as células
foram depositadas em placas de cultivo de 24 pogos, com densidade de 3x10* células
viaveis por poco. Para receber o concentrado celular, os pocos selecionados foram
preparados com 1 mL de meio completo (suplementado com 10% de SFB, e 1% de
solucdo de antibidtico e antimicético). Apdés o plagueamento celular as placas eram
devidamente identificadas e armazenadas em estufa a 37°C em atmosfera Umida
contendo 95% de ar e 5% CO?, onde permaneceram sem manipulacéo por 24 horas.

Para a irradiacdo das células com o laser, as placas a serem irradiadas foram
organizadas em pares, nomeadas placa A e placa B, cada uma destinada para
analisar as respostas em um dos momentos de irradiacdo (uma ou duas irradiacdes)
a gque os grupos foram submetidos. A placa A recebeu irradiacdo apenas as 24 horas
do plagueamento, e a placa B foi exposta a irradiacbes as 24 e 48 horas do
plagueamento. Ambas foram cultivadas no mesmo local, sob as mesmas condi¢des
experimentais.

As células da placa A que receberam uma irradiacao de laser, foram coletadas
24 horas apés a irradiacao, sendo assim, as 48 horas apds o plagueamento celular.
J& as células da placa B que receberam duas irradiacdes de laser, foram coletadas
24 horas ap0s a ultima irradiacdo, as 72 horas do plagueamento celular. A disposicao

dos pocos que foram utilizados nas placas pode ser observada na figura 5.
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Figura 5 - Esquema representativo das placas de 24 pocos, mostrando 0S pocos
plagueados com fibroblasto equino. Os pocos em rosa, representam 0s
grupos controle (ndo irradiados) e os pocos em azul, sdo 0s grupos de
irradiacdes. A placa A, recebeu uma irradiacdo, ao passo que a placa B,
recebeu duas irradiacoes.
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Para a irradiacéo laser foi utilizado o modelo Physiolux Dual, fabricado com

diodo semicondutor de Arseneto de Galio e Aluminio (AlGaAl), da marca Bioset —

Tecnologia em Bio-equipamentos (Sao Paulo), previamente calibrado pelo fabricante.

Os parametros do laser utilizados estdo na tabela abaixo:

utilizando para as

experimental

Tabela 1 - Parametros de irradiagao do Aparelho Laser (AlIGaAl)

irradiacbes durante a fase

Parametro Descricao
Poténcia 30 mwW
Comprimento de onda 670 nm
Modo de emisséo da luz Continuo
Diametro do Feixe de luz 0,5 cm?2

As densidades de energia estabelecidas para irradiacao foram de 0,5; 2; 5

e 10 J/cm2. As irradiacbes nas diferentes placas foram feitas sempre na mesma

ordem, variando apenas o tempo de exposicao a luz.

O tempo de duragcdo da

irradiacédo de cada grupo variou de acordo com a densidade de energia e foi calculado

utilizando a férmula:

A Tempo (s) =

Dose (J) x Area cm?

Poténcia mW
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Para proporcionar uma irradiacdo sem interferéncia de iluminagéo externa,
foi confeccionada uma caixa de borracha néo toxica (E.V.A - Etil Vinil Acetato) de cor
preta, que foi colocada sobre a placa de cultivo no momento da irradiagdo. Do mesmo
material, foi elaborado um apoio de tamanho igual ao da placa de cultivo, que foi
colocado embaixo da placa no momento da irradiacédo. Para cada grupo foi produzido
um apoio, e em cada um deles havia apenas um orificio, que se encaixava no poc¢o
que seria irradiado naquele momento, fazendo com que a passagem da luz
penetrasse na placa apenas por aquele orificio, reduzindo a refracdo da luz para os

demais pocos (Figura 6).

Figura 6 - Apoios feitos em E.V.A, de igual tamanho ao das placas de 24 pocgos.
Cada um deles é especifico para irradiacdo de um determinado grupo
experimental.

Para as irradiacfes foi montado um sistema onde a ponteira do laser e a
placa, estivessem fixos. A ponteira foi fixada a uma haste de ferro de 20 cm de altura,
presa com uma abracadeira ajustavel. Foi confeccionado um suporte de acrilico de 25
cm de altura e 20 cm de largura, para abrigar a ponteira, e para apoiar as placas de
cultivo, contendo um orificio central de 1,9 cm? (correspondente ao diametro dos
pocos das placas), onde se encaixava, a ponteira do laser. Os pocos receberam
irradiacdo de baixo para cima, fazendo com que a luz fosse aplicada o mais proximo
possivel da monocamada celular, sem a necessidade de transpor o meio de cultura e
sem a necessidade de abertura das tampas das placas, reduzindo assim, os riscos de
contaminacdo da cultura, como adotado em estudos anteriores (MARQUES et al.,
2004; PEREIRA et al.,, 2002; AZEVEDO et al., 2006; EDUARDO et al., 2008;
VOLPATO et al., 2011; MARQUES, 2016; MARQUES, 2017) (Figura 7).
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y

Figura 7 - Sistema montado para irradiacdo das placas; (A) visdo frontal, observa-se a
ponteira do laser fixada pela haste de ferro posicionada abaixo do suporte de
acrilico, formando um angulo de 90° em relacdo a placa, e a caixa de E.V.A
posicionada sobre a placa; (B) visdo superior, nota-se o eixo de saida da luz
laser na extremidade da ponteira, através do orificio presente no suporte de
acrilico e no apoio de E.V.A.

A ponteira do laser foi posicionada formando um angulo de 90° em relacéo as
placas. Com a disposicéo do laser na parte inferior das placas, a irradiacdo se dava
diretamente na monocamada celular, em um ponto Unico, localizado na porc¢éo central
do poco. A distancia da ponteira para a placa era de 1 cm.

O aparelho laser foi mantido fora da cabine, mas a ponteira e o sistema de
suporte foram previamente limpos com alcool 70%, submetidos a esterilizacdo com
radiacdo ultravioleta (UV) e posicionados no interior da cabine. Durante a irradiagéo
as placas pares (A e B) foram colocadas ao mesmo tempo no fluxo, e permaneceram
durante o tempo de irradiacdo das duas. Assim sendo, as duas placas, foram

submetidas as mesmas condigbes de estresse.

4.4 Quantificacao e viabilidade celular subjetiva

Apés as etapas de tripsinizacdo das células, ressuspensdo e
homogeneizacdo adequada das amostras, ainda na cabine, uma aliquota de 30 uL
era separada em um microtubo de 200 uL, para determinacdo da concentracao
celular. Para obtencdo da concentracéo celular das amostras, foi realizada contagem
direta das células em Camara de Neubauer. Nesse método, conta-se diretamente a

guantidade células presentes em determinada amostra.
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Fora da cabine de seguranca bioldgica, era acrescido aos 30 uL de
concentrado celular a mesma quantidade de marcador Azul de Tripan (1:1) (Sigma
Aldrich®). As células viaveis sdo impermeaveis a esse marcador, enquanto que as
células ndo vidveis apresentam permeabilidade a ele, e exibem coloracdo azul apés
tratamento.

Com o objetivo de quantificar e averiguar a de forma subjetiva a viabilidade
das células, apds adicdo do marcador, a amostra foi homogeneizada, e a Camara de
Neubauer preparada com uma por¢cdo da amostra para leitura por meio de
microscopio biolégico binocular com aumento de 40x, sendo contadas as células
presentes nos quatro quadrantes maiores das extremidades da camara.

Nessa metodologia foram estipuladas a preparacédo de duas camaras com a
contagem das duas malhas de cada uma, totalizando 16 quadrantes de contagem. A
concentracdo celular foi estabelecida conforme a formula:

n° total de células

contabilizadas
N° cel/ml = x 2 x 10.000

Quadrantes analisados

Para o calculo da viabilidade celular, foram utilizados: o nimero total de
células viaveis, dividido pela somatdria entre o total de células viaveis e a totalidade
de células coradas pelo Azul de Tripan. O produto dessa divisdo foi multiplicado por
100, fornecendo a viabilidade celular da amostra em percentagem, conforme a formula
abaixo:

n° de células viaveis

Viabilidade celular (%) = " 2ot X100

células coradas)

4.5 Indice de mutagenicidade pelo Teste de Micronutcleo

Para a realizacéo do teste de micronucleo in vitro, seguiu as recomendacdes
de Cruz et al., (1994), com algumas adaptacdes.
Na placa de cultivo de 24 pocos foi adicionado 30 pL de Ct-B (300Mg/mL), 24

horas antes da tripsinizagcdo das células. Imediatamente apdés o processo de
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tripsinizacdo dos pocos de cultura, as células foram transferidas para tubos tipo falcon
de 15 mL, centrifugadas por 15 minutos a 1000 rpm e ressuspendidas em 500 uL de
meio de cultura puro. Uma aliquota de 30 pL de cada amostra foi separada para
andlise de viabilidade celular.

Em 400 pL do concentrado celular foram acrescentados 3,5 mL de solugéo
hipotbnica de cloreto de potassio (KCL 0,075M) e apOs 45 segundos, foram
adicionados 3 mL de Solugéo de Carnoy (3:1 - metanol:4cido acético), um fixador. O
material foi homogeneizado e submetido a centrifugacdo durante 15 minutos a 1000
rom. O sobrenadante foi descartado e repetido o procedimento. Apos a segunda
lavagem o sobrenadante foi novamente desprezado, mantendo o concentrado celular
em 500 pL dessa solucéo.

Depois de fixadas, as células permaneceram sob refrigeracdo a 4°C até
confeccdo das laminas. Para tanto, as laminas foram previamente limpas com alcool
70% e armazenadas em “bergos” porta lamina, cobertas com agua deionizada em
refrigeracdo, com temperatura em torno de 4°C. No momento da confeccdo das
laminas, posicionou-as em banho-maria a 60°C, homogeneizou-se cuidadosamente a
amostra e com a pipeta a aproximadamente 40 cm de altura, gotejou-se 3 gotas da
amostra sobre a lamina, de forma que as gotas recaissem sobre as duas extremidades
e o centro da lamina. Depois do gotejamento, as laminas foram identificadas, secas e
coradas com o Kit Panético rapido. As laminas foram exploradas em microscopio
Optico com aumento de 100 vezes e analisadas 1.000 células binucleadas por amostra
experimental.

Seguindo os critérios recomendados por Salvadori (2003) selecionou-se
células binucleadas com delimitacdes nucleares e citoplasmaticas intactas, que nao
estivessem sobrepostas. De acordo com Cruz et al. (1994), alguns critérios devem ser
obedecidos para a classificacdo correta da frequéncia de micronucleos, como o
tamanho do microndcleo, que deve ser inferior a 1/3 do nucleo da célula, ndo
refratario, coloracdo semelhante a do nucleo e independente do nucleo, ou seja, ndo

deve toca-lo.

4.6 Avaliagdo de genotoxicidade pelo Ensaio Cometa
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O indice de danos a molécula de DNA dos fibroblastos foi analisado por ensaio
cometa alcalino adaptado de Singh et al. (1988).

Apbs o processo de tripsinizacdo dos pocos de cultura, as células foram
transferidas para tubos tipo falcon de 15 mL, submetidas a centrifugacdo por 15
minutos a 1000 rpm e ressuspendidas em 500 pL de meio de cultura. Uma aliquota
de 30 uL de cada amostra foi separada para analise de viabilidade celular.

Padronizou-se a confeccéo de trés laminas por amostra, com o objetivo final
de analisar individualmente 100 células de cada grupo. Sendo assim, para as analises
gue seguiram, a solucdo com as células foi cuidadosamente homogeneizada e
transferida para microtubos de 200 uL fracionada em trés aliquotas de 20 pL.

Para cada uma das aliquotas foi adicionada 120 L de solucéo de agarose de
baixo ponto de fuséo a 0,5%, mantida em banho-maria a 38°C. Homogeneizou-se
levemente a solucéo e o concentrado celular, e em sequéncia, uma aliquota de 120
uL foi disposta sobre a lamina, formando uma linha por toda a sua extenséo. A lamina
havia sido previamente preparada com uma camada fina e homogénea de solucdo de
agarose normal a 1,5%. Posteriormente, uma laminula foi colocada rapidamente sobre
o material, espalhando-o naturalmente por toda a lamina.

As laminas foram entdo levadas para geladeira por 5 a 10 minutos, e
posteriormente, as laminulas foram cuidadosamente removidas e as laminas
acomodadas em um berc¢o porta laminas, onde permaneceram submersas em solucao
de lise, protegidas da luz, para prevencdo de danos adicionais a molécula de DNA e
submetidas a refrigeracdo, com temperatura média de 4°C durante 24 horas.

Para a proxima etapa, chamada de corrida de eletroforese, a cuba de
eletroforese foi previamente preparada em um banho de gelo, de forma que todo o
fundo e as laterais estivesse em contado com o gelo. As laminas retiradas da solucéo
de lise, foram posicionadas na cuba sempre com o lado fosco da identificacdo voltado
para o sentido do Catodo (positivo), em seguida despejou-se cuidadosamente o
tampdo de eletroforese gelado, na cuba, até cobrir as laminas. As laminas
permaneceram por 30 minutos em repouso nessa solucao e posteriormente ligou-se
a cuba de eletroforese ajustada com voltagem de 25 V e amperagem de 300 mA, por
30 minutos para a “corrida”.

Apoés essa “corrida”, as laminas foram submetidas a tratamento alcalino em
solugdo tampéo de pH 13 (300mM de NaOH e 1mM de EDTA), mantidas em repouso

durante 15 minutos. Depois, lavou-se cuidadosamente as laminas com agua destilada,
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e as posicionou de forma inclinada para favorecer a secagem. Depois de secas, as
laminas foram colocadas em recipientes contendo alcool absoluto, por 10 minutos,
finalizando a fixacao.

O processo de coloracdo ocorreu com solucdo de Brometo de Etidio a 2%.
Apos a coloracao, as laminas foram submetidas a analise dos danos na molécula de
DNA utilizando o software Zen 2012®, com o auxilio do microscépio Zeiss Axio Scope
Al. Priorizou-se que em cada lamina, seriam selecionadas para as anélises células
em uma faixa de espaco presente nas duas extremidades e o centro da lamina.
Posteriormente, as imagens foram analisadas utilizando o “software” Comet Score TM
(Tritek Corporation). O programa fornece a possibilidade de analisar 16 parametros
relativos a danificacbes do DNA por célula, e neste trabalho os parametros
selecionados para investigar a genotoxicidade do laser foram: comprimento do

cometa, porcentagem de DNA na cauda e momento da cauda de Olive (Figura 8).

0,5 J/cm?- 48 horas 2 J/cm?- 48 horas 5J/cm?- 48 horas

10 J/cm? - 48 horas Controle - 48 horas

Figura 8 - Imagens analisas durante o Ensaio Cometa capturadas com auxilio do microscopio
Zeiss Axio Scope Al, pelo software Zen 2012® (A, B, C, D, E); em F, imagem de
nucledides analisados utilizando o “software” Comet Score ™.
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4.7 Analise estatistica

As analises foram feitas em amostras de células cultivadas em placas de 24
pocos, organizadas em tréplicas, irradiadas com diferentes intensidades de energia e
coletadas para o processamento das analises em 24, 48 ou 72 horas do momento do
plagueamento. Os dados para as andlises de quantificacdo, viabilidade celular e
ensaio cometa estao apresentados por médias + erros padrdes da média comparados
por ANOVA seguida do teste de Tukey quando necessario, o teste de micronucleo, os
resultados das frequéncias foram comparados pelo teste Qui-quadrado, ambos a 5%

de significancia.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados de viabilidade celular por exclusdo com o corante Azul de

Tripan

Pode-se observar uma reducgéo nao significativa no percentual de viabilidade
de 1,98% do controle 24 horas para o controle 48 horas, e uma melhora significativa
de 3,63% do controle 72 horas em relacdo ao controle 48 horas (p=0,004). Ao analisar
0S grupos que receberam uma irradiacdo, observou-se que houve acréscimo do
percentual em todos os grupos tratados, com destaque para a relevancia estatistica
presente nos grupos 0,5 e 2 J/cm?, que apesar da semelhanca com os demais grupos
irradiados, diferiram do controle 48 horas em 3,52 e 3,41%, respectivamente (p<0,05).
Nesse momento de observacao, entre os grupos de irradiacdo, a melhor taxa de
viabilidade ocorreu no grupo 0,5 J/cm?, correspondente a 96,90%, enquanto o grupo
5 J/cm2 apresentou a média mais baixa, igual a 95,40%. Por outro lado, por meio da
analise de variancia ndo houveram evidéncias que rejeitassem a hipétese de nulidade
para 0s cinco grupos experimentais investigados apés duas irradiacdes (p>0,05), ndo
existindo diferenca estatistica entre eles. Nesse bloco, o grupo 10 J/cm2 apresentou o
melhor desempenho (97,50%) e o grupo 2 J/cm? deteve a menor viabilidade (96,00%).

A Tabela 2 demonstra as médias correspondentes a viabilidade celular de
todos os grupos experimentais, isoladamente nos trés momentos de observacédo dos
resultados.

Tabela 2 - Média + EPM da viabilidade celular subjetiva dos grupos experimentais,
comparados por ANOVA (p=0,05)

Grupos 24 horas 48 horas 72 horas p
Controle 95,50 + 0,942 93,60 £ 1,1582 97,00 + 0,56° 0,004
0,5 J/cmz 95,50 £ 0,94 96,90 + 0,234 97,10 £ 0,27 >0,05

2 J/lcm?2 95,50 £ 0,94 96,80 + 0,714 96,00 £ 0,30 >0,05

5 J/cm?2 95,50 £ 0,94 95,40 £ 0,188 97,10+ 0,34 >0,05
10 J/cm?2 95,50 £ 0,94 95,60 + 1,038 97,50 £ 0,15 >0,05

p >0,05 <0,05 >0,05

Letras minUsculas distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica no teste Tukey (p<0,05)
Letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica no teste Tukey (p<0,05)

O grafico 1 mostra a trajetéria da viabilidade celular dos grupos

experimentais nos trés momentos observacionais.
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Grafico 1 — Média da viabilidade celulares obtida pelo método de exclusao pelo corante Azul de
Tripan, dos grupos tratados com laser a 670 nm, expostos a 0,5, 2, 5, 10 J/cm?
submetidos a uma irradiacéo e os grupos controles 24, 48 e 72 horas.
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5.2 Resultados da quantificacdo celular pelo método de contagem direta em

Camara de Neubauer

Essa experimentacao in vitro mostrou que as densidades de energia, as quais

as culturas celulares de fibroblasto equino foram expostas por uma vez, nao

desencadearam diferencas significativas na concentracdo celular,

tanto na

comparacao entre as densidades, ao comparara-las com o controle 48 horas, e tdo

pouco, no emparelhamento com o controle 24 horas (p<0,05). Por outro lado, todas

as culturas expostas a duas irradiacdes diferiram significativamente do controle 24

horas (p<0,001), havendo ainda, diferencas estatisticas dentro do bloco de irradiacdo

correspondente a elas, como mostra a Tabela 3.
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Tabela 3 - Média £+ EPM das concentracdes celulares, comparadas por ANOVA

(p=<0,05)
Grupos 24 horas 48 horas 72 horas p
Controle 23312,50 +£ 919,472 45011,33 + 2467,98% 69003,18 + 897,120 0,042

0,5 J/cm? 23312,50 £ 919,472 48021,33 + 4195,88? 124056,54+ 20515,27P8  <0,001
2J/cm?2 23312,50 £ 919,472 46082,67 + 1427,38? 94113,27 + 7612,81bAB <0,001
5J/cm?2 23312,50 £ 919,472 38260,67 + 1878,752 115234,27+ 14249,908  <0,001
10 J/cm? 23312,50 £ 919,472 37941,67 = 5318,042 96135,27 + 5915,32b48 <0,001

p p>0,05 p>0,05 p<0,015

Letras minUsculas distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica no teste Tukey (p<0,05)
Letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica no teste Tukey (p<0,05)

Observando as comparacfes entre 0s grupos analisados apos uma
irradiacdo, notou-se, um declinio numérico na concentracao celular dos grupos 5 e 10
Jicm2 de 14,99 e 15,70%, respectivamente, em relagdo com o controle
correspondente. Nesse bloco de irradiagdo, 0 grupo que apresentou maior
concentracéao celular foi o 0,5 J/cm2, com 6,68% mais células que o controle 48 horas
(Gréfico 2).
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Gréfico 2 - Média das concentracdes celulares contabilizadas em Camara de Neubauer, dos
grupos tratados com laser a 670 nm, expostos a 0,5, 2, 5, 10 J/cm?2 submetidos a
uma irradiacéo e o grupo controles 48 horas, e, o percentual de células em relacédo
ao controle.

Ao explorar os dados dos grupos expostos a duas irradiacdes, tem-se, que o
grupo 0,5 J/cm? manteve-se como o possuinte da maior concentragéo celular entre os

grupos de irradiacéo, exibindo 79,78% mais células que o controle, seguido do grupo
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5 J/cm2, com aumento de 66,99%, e ambos apresentaram distincéo significativa do
controle correspondente a eles (p<0,015). Os grupos 2 e 10 J/cm?, também
apresentaram incremento numérico do concentrado celular em relacéo ao controle 72
horas, no entanto, sem relevancia estatistica, correspondente a 36,38 e 39,32%,
respectivamente (Gréfico 3).
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Gréfico 3 - Média das concentragdes celulares contabilizadas em Cémara de Neubauer,
dos grupos tratados com laser a 670 nm, expostos a 0,5, 2, 5, 10 J/cm?
submetidos a duas irradiacdes e o grupo controle 72 horas, e, o percentual de
células em relacdo ao controle.

Ainda sobre concentracao celular, € importante ressaltar que ao comparar-se
os blocos de irradiacdo, temos que, o grupo controle 72 horas apresentou 53,30%
mais células que o grupo controle 48 horas. Somado a isso, todos 0s grupos expostos
a duas irradiacbes apresentaram crescimento igual ou maior que 50,92% em
comparacao com o controle correspondente, enquanto que no bloco correspondente
a uma irradiacao, houveram declinios em comparacdo com o controle, e 0 aumento
nao passou de 6,68%. Quando a compara¢ao ocorre entre os blocos de irradiacao,
no entanto, entre 0S Mesmos grupos, nota-se um aumento significativo, e maior que
100% em todos os grupos expostos a duas irradiacbes em relagdo ao mesmo grupo

submetido uma vez a luz laser, como demonstrado no Grafico 4.
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Gréfico 4 — Média e erro padrdo da média do controle 24 horas e dos demais grupos
experimentais nos dois momentos de irradiacdo. Em destaque o percentual de
crescimento dos grupos expostos a duas irradiacdes em relacdo aos grupos

expostos a uma irradiagéo.

5.3 Resultados do indice de mutagenicidade pelo Teste de Micronucleo
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Quanto as investigacfes acerca do potencial mutagénico da luz laser nos

parametros selecionados, ndo houve evidéncias de que essa terapia induza o

aparecimento de micronucleos em fibroblastos oriundos do tecido cutaneo equino, em

nenhum dos grupos experimentais, nos dois momentos de exposicdo, como

demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4 - Frequéncia de observacao de alteracdes nucleares em cada 1000 células
binucleadas analisadas no teste de micronucleo comparadas pelo teste

qui-quadrado (p<0,05)

Grupos 24 horas 48 horas 72 horas p
Controle 112 25Cb 3180 <0,01
0,5 J/cmz? 11 168¢ 11A >0,05

2 Jlcm? 11 7AB 107 >0,05

5 J/cmz2 11 5A 8A >0,05
10 J/cm?2 11 148¢ 9A >0,05

p >0,05 <0,01 <0,01

Letras mindsculas distintas indicam diferengas na mesma linha;
Letras mailsculas distintas indicam diferengas na mesma coluna;
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As frequéncias de células binucleadas com micronucleacfes foram
comparadas pelo teste Qui-quadrado (p<0,05), e mostrou que as culturas irradiadas
uma vez, nas diferentes densidades de energia reduziram a quantidade de
micronucleos, havendo uma reducgéo significativamente estatistica nos grupos 2 e 5
J/icm2, em comparacdo com o controle 48 horas. O grupo 5 J/cm?2 apresentou maior
reducao, diferiu estatisticamente dos demais grupos nesse momento de observacéo,
e mostrou 80% menos células com a presenca de micronucleo, em comparagdo com
o controle 48 horas (p<0,01). Quanto a comparacao entre 0s grupos analisados apoés
72 horas do plagueamento, evidenciou que a reducéo da frequéncia de micronucleos
se deu de maneira significativa em todos os grupos de irradiacdo, em relacdo ao
controle 72 horas (p<0,01). Destaque, para o grupo 5 J/cm?, que nesse momento,
apresentou também a menor taxa de presenca de micronucleos, uma reducao de

74,19% em relacado ao controle correspondente a essa observacao (Grafico 5).
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Gréfico 5 - Frequéncia de micronucleos pesquisados em 1000 células binucleadas por
amostra, de cada grupo experimental, agrupadas por momentos de
observacéo.

Letras mailsculas distintas indicam diferengas no mesmo grupamento

Pode-se verificar que, tanto as culturas expostas a uma irradiagdo, quanto as
irradiadas por duas vezes, a medida que a densidade de energia aumenta entre 0s
grupos 0,5; 2 e 5 J/lcm? a frequéncia de micronucleos reduz em relagcédo ao controle
nos dois momentos de estudo, aparentando existir uma relagdo concentracao

dependente entre essas duas variaveis. Observa-se ainda, que a frequéncia foi
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elevada na densidade de energia de 10 J/cm? nos dois blocos de irradiacéo.
Finalmente, ao observarmos as comparacdes entre os controles, observa-se um
aumento numérico na frequéncia de micronucleos, onde, os controles 48 e 72 horas

sdo iguais estatisticamente e diferem do controle 24 horas (Gréafico 5).

5.4 Avaliagéo de genotoxicidade pelo Ensaio Cometa

Os resultados dos dados obtidos pelo Ensaio Cometa serdo apresentados
separadamente, por parametros de analise. Na Tabela 5, estdo evidenciadas as
meédias acompanhadas do erro padrdo da média, de todos 0s grupos experimentais,
nos diferentes momentos de observacéo, do parametro: comprimento do Cometa.
Tabela 5 - Média + EPM, do parametro “’, do Ensaio Cometa, comparadas por ANOVA

(p=0,05)
Grupos 24 horas 48 horas 72 horas p

Controle 104,82 + 3,37° 154,43 + 6,45°B 81,81 +£1,7928  <0,001
0,5 J/cm? 104,82 + 3,37° 85,44 + 1,143A 81,01 +2,28%  <0,001

2 J/lcm? 104,82 + 3,37° 89,91 + 1,713A 85,01 + 1,5328¢  <0,001

5J/cm? 104,82 + 3,37¢ 81,05 + 1,643A 88,62 + 1,56°C <0,001

10 J/cm?2 104,82 + 3,37¢ 89,26 + 1,21°A 75,08 £ 0,97%  <0,001
p >0,05 <0,001 <0,05

Letras minUsculas distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica no teste Tukey (p<0,05)
Letras maiUsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga estatistica no teste Tukey (p<0,05)

Na comparacéo entre as médias do primeiro bloco de irradiacdo, constata-se
gue ocorreu uma reducao significativa do comprimento do cometa em todos 0s grupos
de irradiacdo em comparacao com o controle 48 horas, sendo mais evidente no grupo
5 J/lcmz2, Por outro lado, no momento de observacdo correspondente as 72 horas,
percebeu-se que os grupos 2 e 5 J/cm? aumentaram significativamente o comprimento
do cometa em relacédo ao controle correspondente, sendo mais evidente no grupo 5
J/icm2, J4, de maneira inversa, as médias do grupo 10 J/cm2 mostraram reducéo
significativa da variavel analisada, com relagdo ao controle 72 horas e aos demais
grupos de irradiacao (p<0,05) (Grafico 6). Ao analisar os dados do controle 24 horas
com os demais controles, nota-se que apos 48 horas, hd um aumento no comprimento
do cometa de 47,32%, e, ao atingir 72 horas de plagueamento a média do grupo reduz

21,95%, ambas significativas (p<0,001).
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Gréfico 6 - Média e erro padrdo do controle 24 horas e dos grupos experimentais nos dois
momentos de irradiagdo, com relagdo a variavel “Comprimento do Cometa”
analisada no Ensaio Cometa.

Quando a variavel analisada foi “% de DNA na cauda”, percebe-se que na
comparacao entre os grupos experimentas do primeiro bloco de irradia¢des, todos os
grupos de irradiacdo mantiveram-se estatisticamente semelhantes e reduziram o
percentual em relacdo ao controle 48 horas de forma significativa (p<0,001). Os
grupos 0,5; 2; 5 e 10 J/cm? analisados no momento 72 horas também apresentaram
dessemelhanca estatistica quando comparados com o controle correspondente
(p<0,019), como pode ser visto na Tabela 6.

Tabela 6 - Média + EPM, da variavel “% de DNA na cauda”, do Ensaio Cometa,
comparados por ANOVA (p=<0,05)

Grupos 24 horas 48 horas 72 horas p
Controle 3,83 +£ 0,442 25,57 + 1,388b 5,50 + 1,79¢ <0,001
0,5 J/cm?2 3,83+0,44 5,10 + 0,50% 3,82 +0,378 0,064*

2 J/lcmz? 3,83 £ 0,44 4,89 + 0,39/P 2,84 +0,317B2  <0,001

5J/cm? 3,83 +£0,44° 5,25 + 0,35%¢ 1,75 + 0,26A2 <0,014

10 J/cm?2 3,83 £ 0,44 4,41 + 0,307 3,01 +0,374B2 0,012

p >0,05 <0,001 <0,019

Letras mindsculas distintas na mesma linha indicam diferenga estatistica no teste Tukey (p<0,05)
Letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica no teste Tukey (p<0,05)
*Indica tendéncia estatistica linha (0,05<p<0,10)

Entre os grupos que permaneceram na placa de cultivo por 72 horas, o grupo
5 J/cm?2 apresentou a menor média de percentagem de DNA na cauda, entre 0s grupos
de irradiacdo com média 68,18% menor que a apresentada pelo grupo controle 72
horas (p<0,019). Outro ponto importante a ser observado, € que na comparacao entre
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os trés momentos de observacao experimental, 0s grupos pertencentes a observacao
48 horas apresentaram meédias estatisticamente maiores que Seus Qgrupos
correspondentes nos demais momentos de observacgéo, exceto o grupo 0,5 J/cm? que
demonstrou apenas uma tendéncia estatistica (p=0,064) em relagdo ao mesmo grupo

submetido a duas exposic¢des (Grafico 7).
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Gréfico 7 - Médias dos resultados obtidos para a variavel “% de DNA na cauda”. Os
trés momentos de observacao estdo agrupados por grupos experimentais.
As letras minUsculas representam a comparagdo das médias dentro do
mesmo grupo experimental. Letras mindsculas distintas no mesmo
agrupamento indicam diferenga estatistica no teste Tukey (p<0,05). *Indica
tendéncia estatistica linha (0,05<p<0,10)

A ultima variavel analisada no Ensaio Cometa foi o “Momento de Olive”, e tem-
se que, ao comparar 0s grupos pertencentes ao momento 48 horas todos 0s grupos
de irradiacéo diferenciaram-se significativamente do controle (p<0,001). Ainda sobre
0s grupos analisados nesse momento, observa-se que a média do grupo controle foi
12,3 vezes maior que a média do controle 24 horas e 10,6 vezes maior que o controle
72 horas, demonstrando diferenca estatistica entre eles (p<0,001). A menor média
entre 0s grupos de Unica irradiacdo ficou por conta do grupo 10 J/cmz2. Por outro lado,
entre as densidades de energia irradiadas duas vezes, apenas as 2, 5 e 10 J/cm?
diferiram significativamente do controle correspondente. Nesse momento o grupo de
irradiacdo que deteve a menor média de alteracao foi o grupo 5 J/cm?2, como pode ser
visto na Tabela 7 e no Gréfico 8.
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Tabela 7 - Média + EPM, da variavel “momento de Olive”, do Ensaio Cometa
comparados por ANOVA (p=<0,05)

Grupos 24 horas 48 horas 72 horas p
Controle 1,04 £0,152 12,80 + 0,888 1,20+ 0,11¢ <0,001
0,5 J/cm? 1,04 £ 0,15% 1,48 + 0,18%° 0,95 + 0,158¢= <0,001

2 J/lcm? 1,04 £ 0,15° 1,09 + 0,107° 0,83 £ 0,108 0,020

5J/cm? 1,04 £ 0,15° 1,09 + 0,167° 0,39 £ 0,06%@ 0,004
10 J/cm?2 1,04 £ 0,15° 1,02 £ 0,074P 0,58 + 0,08%B2 <0,05

P >0,05 <0,001 <0,001

Letras mindsculas distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica no teste Tukey (p<0,05)
Letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferencga estatistica no teste Tukey (p<0,05)
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Gréfico 8 - Médias dos resultados obtidos para o pardmetro “momento de Olive”. Os grupos

de exposicdo estdo agrupados de acordo com o momento observacional.
Letras distintas, indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais de
mesmo momento observacional.



38

6 DISCUSSAO

Resultados semelhantes aos dessa pesquisa, foram encontrados na pesquisa
desenvolvida por Esmaeelinejad et al. (2014), ao utilizarem um laser He-Ne de
comprimento de onda 638,8 nm nas densidades de energia de 0,5; 1 e 2 J/cm2. Esses
pesquisadores concluiram que a irradiacdo aumentou significativamente a viabilidade
celular de fibroblastos oriundos da pele humana, com maior destaque para o grupo de
células que recebeu densidade de energia 0,5 J/cmz.

ALGHAMDI et al. (2015), expos melandcitos humanos a um laser de
comprimento de onda de 635 nm, com poténcia de 25mW, e densidades de energia
de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5,0 J/cm2. Como resultado, notou-se que
apos uma irradiacdo com as densidades de energia 0,5; 1,0; 1,5 e 2 J/cm?2 a viabilidade
apresentou melhora significativamente apds 24 horas, e, se manteve semelhante ao
controle nos demais grupos expostos, como no presente trabalho.

Marques et al. (2017) utilizou um laser de InGaAIP, com comprimento de onda
de 660 nm, para irradiar culturas de fibroblastos oriundos da polpa de dentes deciduos
humanos, nas densidades de energia de 1,25; 2,50; 3,75; 5 e 6,25 J/cmz2. A viabilidade
celular foi avaliada 24, 48 e 72 horas apoés a irradiagdo. Em semelhanca com a atual
pesquisa, usaram culturas primarias em quarta passagem e o mesmo método de
analise estatistica para avaliar os resultados. Concluiram que nos parametros
escolhidos o laser néo foi capaz de afetar a viabilidade das celulas.

Também ndo foram observadas alteracbes na viabilidadde celular ao
empregar um laser de InGaAIP, com 660 nm de comprimento de onda, 30mW de
poténcia e densiade de energia de 0,5 e 1 J/cm?, ap0s uma e duas irradiacdes em
células-tronco derivadas do tecido adiposo humano (Ginani et al., 2017) e em células-
tronco derivadas da polpa de dente deciduo humano (Ginani et al., 2018). Nos dois
trabalhos a viabilidade foi analisada pelo método de exclusdo por incorporacao do
corante Azul de Tripan, em camara de Neubauer, 24 horas apds cada momento de
irradiacdo. As duas experimentacdes trazem resultados compativeis com o da atual
pesquisa no que referre-se a viabilidade ap6s duas exposi¢des do laser.

Ferreira e seus colaboradores em 2009, avaliaram o efeito da fototerapia com
laser de AsGaAl em comprimento de onda de 660 nm e 40mW de poténcia na

viabilidade de mioblastos, com densidades de energia de 3,8; 6,3 e 10 Jicm?. As
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avaliacdes procederam 24 horas ap6s uma irradiacdo, demonstrando ndo haver
diferencas significativas na viabilidade entre as densidades testadas e o controle,
como pode ser observado na atual pesquisa em todas as densidades empregadas por
duas vezes.

Por outro lado, a pesquisa publicada por Ayuk, Houreld e Abrahamse (2018),
aponta que a viabilidade celular de fibroblasto humano oriundo do tecido cutaneo
aumentou significativamente, apdés uma exposicdo a luz laser de 660 nm de
comprimento de onda, em densidade de energia de 5 J/cm2. Os autores empregaram
0 método de exclusédo pelo corante Azul de Tripan, no entanto, analisado por um
contador automatico de células. Outras experimentacdes com cultivo celular também
encontram como resposta da irradiacdo ao laser, um aumento do percentual de
viabilidade (ZHANG, XING & GAO 2008; SPERANDIO et al., 2013; LIAO et al., 2014;
SOARES et al., 2015; ZACCARA et al., 2015; FERNANDES et al., 2016).

Usando laser de AsGaAl com comprimento de onda de 660 nm, poténcia de
50mW e densidade de energia de 3 e 21 J/cm, Frigo et al. (2010), investigaram 0s
efeitos sobre dois tipos celulares: fibroblastos oriundos de queloide humano e
fibroblastos derivados da pele de camundongos. Os fibroblastos oriundos de
gueloides irradiados com 3 J/cm?2 mostraram viabilidade significativa pelo teste de
exclusao por Azul de Tripan, ao passo que 21 J/cm2 em fibroblastos derivados da pele
reduziu a viabilidade, em comparacao com o controle. Os dados de citometria de fluxo
utilizando iodeto de propidio, evidenciaram uma reducao significativa no percentual
de células nas fases proliferativas do ciclo celular (S/G-2/M) nos grupos irradiados
com 21 J/cm?, nos dois tipos celulares. Percebe-se que a dose de 3 J/cm2 diminuiu
significativamente a morte celular, mas n&o estimulou o ciclo celular em fibroblastos
oriundos de queloide humano. Resposta relevante, se correlacionarmos ao fato que o
tecido de granulacdo exuberante em equinos se comporta semelhante ao queloide
humano (CELESTE et al., 2011). Em acréscimo, percebe-se que a dose de 21 J/cm?,
duas vezes maior que a dose de 10 J/cm? utilizado na atual pesquisa, foi suficiente
para induzir a morte e inibir a proliferagcéo celular.

Diferente dos resultados atuais, ao empregar um laser AsGaAl, com
comprimento de onda 670 nm, com 20mW de poténcia nas doses 0,5; 2; 4 e 8 J/cm?
uma vez sobre cultivo de células endoteliais da veia umbilical humana, Schindl et al.
(2003), obtiveram como resultado aumento significativo da proliferacdo celular em

todas as densidades de energia avaliadas.
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Em concordancia com os resultados apresentados, Pourreau-Schneider et al.
(1989), demonstraram que a proliferacdo de fibroblastos oriundos de gengiva humana,
submetidos a irradiacdo com laser de He-Ne de comprimento de onda de 632,8 nm,
ndo apresentou diferenca significativa com relagéo ao controle, apds uma irradiacéo,
semelhante a presente investigacdo. Em acréscimo, 0os autores apontaram que as
células que receberam duas e trés irradiacdes dobraram seu nimero em comparacao
com as que receberam uma irradiagdo apenas, como também observado na atual
pesquisa. Os cultivos celulares que receberam duas irradiacbes apresentaram
significativamente mais células, que os cultivos expostos a uma irradiacdo. O melhor
resultado nessa comparacao ocorreu no grupo 5 J/cm?2, com incremento de 201,18%
em relagdo com o mesmo grupo submetido a uma irradiagéo.

Usando o laser de AsGaAl com comprimento de onda de 685 nm, com 30mW
de poténcia, com feixe de luz cobrindo uma area de 0,5 cm?, semelhante ao
empregado na presente pesquisa, MARQUES (2014), analisou a irradiacdo de laser
em cultivo celular de fibroblastos oriundos do tecido conjuntivo do pulméo de
camundongo, suplementada com 10% de SFB nas densidades de energia: 0,1; 0,5;
1; 2; 3; 5; 7; 10; 20 e 30 J/cm2. Como resultado, observou que as densidades de
energia 5; 7; 10; 20 e 30 J/cm2 nao diferiram do controle de maneira significativa com
relacdo a proliferacao celular apos uma irradiacao, resultado semelhante ao da atual
pesquisa. Estudaram ainda, se esses tratamentos foram capazes de ativar eventos
relacionados a morte celular, por meio da marcacdo com Anexina V e lodeto de
Propideo, onde observaram padrdo de marcacdo bastante semelhante ao grupo
controle. Além disso, avaliaram a viabilidade celular e atividade metabdlica
mitocondrial e lisossomal, e concluiram que nesses parametros, o laser ndo afetou o
metabolismo e a viabilidade, mas, exerceu possivelmente, um efeito inibitério sobre a
proliferacéo celular.

MIURA (2014), analisando cultura de célula-tronco provenientes da polpa de
dentes deciduos esfoliados de humanos, obteve como resultado, aumento
significativo da proliferacdo celular ao empregar 10 J/cm?, nos dois tempos de
irradiacdo analisados, usando um Laser de InGaAIP com comprimento de onda de
660 nm, com 40 mW de poténcia, ao compara-los com o grupo controle nao irradiado.
Apesar da semelhanca entre os parametros usados, o autor, irradiou as culturas por
4 e 8 segundos, tempo aproximadamente, 80 vezes menor que o empregado em

nossa pesquisa, o que pode justificar a diferenca entre os resultados encontrados.
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Outros autores também encontraram aumento da proliferacdo em fibroblastos,
empregando densidades de energia proximas as utilizadas na atual pesquisa, no
entanto, com periodos menores de exposicdo a luz (KREISLER et al.,, 2003;
ALMEIDA-LOPES et al., 2011).

Em contraste com os resultados encontrados no presente trabalho, Sergio et
al. (2016), expos amostras de sangue periférico de ratos a irradiacdo com laser
AlGalnP, com comprimento de onda 660 e 830 nm, com poténcia de 100mW,
densidades de energia de 25, 50 e 100 J/cm?. Utilizando o ensaio cometa, perceberam
gue o laser aumentou significativamente os danos ao DNA nas densidades de energia
de 25 e 50 J/cm2 do laser vermelho e 50 J/cm?2 do infravermelho proximo, quando
comparadas com o controle n&o irradiado. Por outro lado, constatou-se que a
densidade de energia de 100 J/cm? foi capaz de desenvolver menos danos as células
nos dois comprimentos de onda, em relacéo ao controle. O que os levaram a concluir,
gue os danos gendmicos produzidos pela irradiacdo laser parece estar mais
relacionados com a fluéncia e densidade de energia, do que com o comprimento de
onda.

Mussttaf, Jenkins e Jha (2017) analisaram os efeitos da terapia a laser com
um diodo de comprimento de onda de 750 nm, com 40mW de poténcia e densidades
de energia de: 0,6; 1,2; 3,6; 8,9; 17,8 e 26,8 J/cm?, com relagdo a proliferacéo celular,
viabilidade e genotoxicidade em cultivo de linfécito humano. As andlises procederam
12 e 24 horas ap0s a exposicao. Para concentracdo e viabilidade celular utilizaram a
contagem direta por microscopia, empregando o corante Azul de Tripan. Detectaram
nos grupos irradiados um consideravel aumento na contagem de células em relacéo
ao controle, e que esse aumento foi maior nas densidades de energia 0,6; 1,2 e 3,6
J/cm? de forma dose dependente, e a partir dessas doses, houve diminuicdo da
concentracdo celular. Com relacdo a viabilidade, as células mantiveram-se
semelhantes ao controle. Contudo, a densidade maior, teve a menor percentagem de
viabilidade entre os grupos. A genotoxicidade foi medida pelo ensaio cometa e a “%
de DNA na cauda” foi o parametro escolhido para avaliagao. No estudo citado, o laser
foi capaz de estimular dano a molécula de DNA nas densidades de energia de 8,9;
17,8 e 26,8 Jicm?, e, as densidades de energia mais baixas mantiveram-se
semelhantes ao controle. Na atual pesquisa, nem mesmo a maior dose empregada
por um ou dois dias consecutivos apresentou medias maiores que o0 controle, para

esse mesmo parametro analisado.
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Garcia (2015) investigou os efeitos da fotobiomodulacdo em cultivo primario
de células-tronco mesenquimal de rato, em 42 passagem, nas densidades de energia
de 1; 3; 5 e 10 J/cm?, operando a um comprimento de onda de 630 mn e 30mW de
poténcia. Usou o0 ensaio cometa para avaliar o potencial genotoxico da terapia, e
selecionou como variavel de andlise, a intensidade da cauda. Entre os grupos
tratados, todos apresentaram meédias menores que o0 grupo controle, com reducéo
significativa para os grupos 3, 5 e 10 J/cm2. As médias das amostras que receberam
densidade de 5 J/cm? mostraram-se significativamente mais reduzidas do que
qualquer um outro tratamento. Como concluséo, levantaram a hipotese de que a luz
foi capaz de bioestimular a células, levando-as ao reparo de danos reversiveis na
molécula de DNA. Na presente pesquisa, também foi observada uma reducao nas
médias dos danos em todos os grupos testados nos trés parametros de analises
selecionados. A densidade de energia de 5 J/cm2 também demonstrou a menor média
entre 0s grupos irradiados em relacdo ao controle apds duas irradiacdes nos
parametros: momento de Olive e % de DNA na cauda, no entanto, apresentou a maior
média entre 0s grupos no parametro comprimento do cometa. Por outro lado, quando
observada apdés uma irradiacdo, apresentou a menor média entre 0S grupos na
variavel comprimento do cometa.

O autor acima realizou ainda uma experimentacdo com o mesmo laser e
densidades de energia, em modo de emissdo pulsatii e empregou o teste de
micronucleo para analise de mutagenicidade nos dois modos de emissdo. Os
resultados mostraram que a luz pulsatil e continua a 1 J/cm?2 determinou aumento no
aparecimento de micronucleos, em comparacéo ao controle. Ao analisar os dados, 0s
pesquisadores pontuaram que fatores como a tripsinizacdo, passagem das células,
atrito mecanico, manipulacdo das placas de cultivo, entre outros, sdo fatores
suficientes para causar estresse e danos mutagénicos irreversiveis as ceélulas.

Em cultivo de fibroblastos pulpares humanos, Carvalho (2016), teve como
objetivo investigar o efeito da substancia Aloe vera associada a um medicamento de
uso odontologico a base de hidroxido de calcio, combinados ou nao a
fotobiomodulacéo laser. Para averiguacao da genotoxicidade, empregou o teste de
micronucleo 24 e 48 horas apo0s a exposi¢cdo das células ao tratamento. O laser
utilizado era de InGaAIP com comprimento de onda de 660 nm, densidade de energia
de 3 J/cm? e 40mW de poténcia. A experimentagcdo mostrou que o laser ndo aumentou
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a frequéncia de micronucleos e nédo alterou a viabilidade celular da associacéo da Aloe
vera com o hidroxido de calcio.

Sabe-se que a radiacao ionizante induz dano ao DNA (KOHLI, GUPTA &
DUBE, 2000; DUBE et al., 2001; SAHU, MOHANTY & GUPTATAHA, 2009; AL-ANI &
AL-SIAIDY 2012). Para tanto, a fotobiomodulacdo tem sido investigada para reparar
ou prevenir avarias resultantes da exposicdo a radiacao ionizante, e avaliacdo da
citotoxicidade e genotoxicidade estdo entre os efeitos mais investigados. Dube et al.
(2001) utilizaram o ensaio cometa para investigar o efeito do laser He-Ne com
comprimento de onda 632,8 nm, com 10mW de poténcia, energia de 1kJ/m2 por 30 e
60 minutos em linfoblasto B humano, que posteriormente teriam ou nao indugéo de
dano no DNA por irradiacdo U.V.A de 343 nm de comprimento de onda. Na
experimentacédo envolvendo apenas a irradiagcédo laser, no parametro “momento da
cauda”, ndo foi observada diferencgas entre o grupo nao irradiado e os expostos, sendo
assim, concluiram que irradiacéo laser He-Ne por si s6 ndo resulta em dano ao DNA
de linfoblasto B humano. Ao expor os grupos previamente irradiados com o laser e a
irradiacao U.V.A., os pesquisadores notaram que ocorreu uma diminui¢do nos danos
ao DNA induzidos por U.V.A, em comparacdo com 0s controles irradiados apenas
com U.V.A.. Sugeriram assim, que a irradiacdo com laser He-Ne nos parametros
selecionados, além de ndo estimular danos a molécula de DNA, protege as células de
danos induzidos pela radiagdo U.V.A., e, que possivelmente a acao protetora do laser,
age em processos que impedem o inicio de injarias ao DNA.

Silva et al. (2016) estudaram os efeitos da fotobiomodulacdo laser em
fibroblasto oriundo da gengiva humana expostos previamente a radiacdo ionizante. O
laser utilizado foi de AsGaAl com 660 nm de comprimento de onda, com 40mW de
poténcia e densidade de energia de 30, 90 e 150 J/cm?, empregando uma dose 24
horas apos a radiacao ionizante sobre as células. Passadas 24 horas da exposicao
ao laser, o controle positivo, exposto apenas a radiacdo ionizante, apresentou 48,5%
menos células viaveis em relacdo ao controle negativo. Nos resultados de associacao
das irradiag@es, o grupo irradiado com laser a 30 J/cm2 ndo diferiu do controle negativo
(ndo exposto), e os grupos de 90 e 150 J/cm2 apresentaram em média 46,8% mais
células viadveis em relacdo ao controle positivo (exposto apenas a radiacao ionizante).
O grupo constatou ainda, haver aumento relevante na expressao da proteina PCNA
(antigeno nuclear de proliferacéo celular) apds a exposicdo ao laser. Essa proteina

esta diretamente envolvida com o “maquinario” de reparo de DNA das células e com
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a progressao do ciclo celular (fase de sintese), o que pode explicar a citoprotecao
observada nas células que foram expostas ao laser depois da irradiacao ionizante.

Varios sdo os fatores que podem diminuir a instabilidade gendmica e
desencadear danos ao DNA. Para tanto, as células possuem um sistema de reparo
endogeno bastante eficiente, onde proteinas de reparo do DNA removam
constantemente boa parte das lesdes reversiveis. Um exemplo séo os radicais livres,
que em excesso causam danos oxidativos ao DNA. Esses danos podem ser
reparados por vias de reparo de excisdo de nucleotideos e reparo de excisdo de base.
Contudo quando acontecem lesdes nao oxidativas, a estabilidade gendmica € mantida
através de pontos de verificagdo, mas, para que isso ocorra, o ciclo celular “para” para
acontecer o reparo da molécula de DNA, e, prevenir/impedir que esses danos sejam
transferidos para células filhas (COOKE et al., 2003; LAN et al., 2004). Pensando
nessa correlacdo, observa-se que o grupo 5 J/cm2 no periodo 48 horas, apresentou
14,99% menos células que o controle, sendo o grupo com menor frequéncia de
microndcleos entre as densidades testadas. No entanto, percebe-se que o laser
estimulou a mitose celular em todos os grupos irradiados por duas vezes, reduzindo
significativamente tanto os danos de carater reversiveis como 0s danos permanentes
nas células em relacdo com os controles.

Ja foi evidenciado haver uma ampla gama de caminhos possiveis, que podem
ser desencadeados simultaneamente ou individualmente, dependendo das células-
alvo, do seu estado fisiolégico e parametros de luz selecionados. Estudos mais
aprofundados tém sido realizados com o intuido de investigar os mecanismos de acao
por tras de respostas celulares e sistémicas relacionadas a fotobiomodulacéo laser,
como o trabalho de Trajano et al. (2016) que demonstrou haver aumento da expresséo
génica relacionada ao reparo de excisdo de bases e reparo de excisdo de
nucleotideos, em mioblastos ap6s a exposicdo ao laser, sugerindo que a
fotobiomodulacdo modula os mecanismos de reparo do DNA. Sergio et al. (2016),
estudaram o aumento da expressdo do RNA mensageiro em “reparagao cruzada 1 e
2” e a expressao de RNA mensageiro em “reparacédo de complemento cruzado 27,
desencadeada apOs exposicdo ao laser. Chen et al. (2011) demonstrou que a
fotobiomodulacéo laser foi capaz de ativar o fator nuclear kappa B (NF-kB) via geragao
de espécies reativas de oxigénio em fibroblastos embrionarios de camundongos. Cury
et al. (2013) estudaram alguns mecanismos por tras da estimulacédo a angiogénese

desencadeada pelo laser, e concluiram que o laser aumenta a expressao de fator de
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crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator indutor de hipéxia (HIF-1a), ao mesmo
tempo que diminuiu a atividade de metaloproteinases (MMP-2). Szymczyszyn et al.
(2016), com investigacao acerca da expressao de fatores de crescimento fibroblastico
(FGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) apos a irradiacdo laser.
Revisdes importantes como as de Freitas e Hamblim (2016) e Trajano et al. (2018),
englobam investigacdes recentes e relevantes sobre os mecanismos de acao e

respostas a fotobiomodulagéo laser.
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7 CONCLUSAO

O laser de AsGaAl irradiado sobre o cultivo de fibroblasto equino oriundo do

tecido cutaneo equino, com comprimento de onda de 670 nm e 30mW de poténcia em

modo de emissao continuo, demonstrou:

N&o afetar negativamente a viabilidade celular, e mostrou maior percentual de
viabilidade nos grupos submetidos as densidades de energia de 0,5 e 2 J/cm?,
guando expostos a irradiacao 24 horas apés o plagueamento;

Os cultivos celulares submetidos a duas irradiacfes, sendo elas as 24 e 48
horas apds o plaqueamento, com densidades de energia de 0,5 e 5 J/cm?
apresentaram concentracdes celulares maiores que o controle correspondente.
Além disso, todos os grupos submetidos a duas irradiacdes apresentaram
significativamente mais células, que 0s grupos expostos apenas a irradiacao
as 24 horas do plagueamento;

O laser ndo produziu efeitos genotdxicos sobre o material genético das células
em nenhuma densidade de energia, avaliadas pelo Teste de Micronucleo.
Parece se comportar como um agente com atividade antimutagénica quando
administrado densidades de energia de 2 e 5 J/lcm? as 24 horas, e, 0,5; 2;5 e
10 J/cm? as 24 e 48 horas do momento do plagueamento. No entanto, mais
pesquisas precisam ser desenvolvidas para afirmar essa relacao;

Em todas as densidades de energia irradiadas as 24 horas do momento do
plagueamento, o laser pareceu exercer efeito citoprotetor sobre o DNA celular
nos trés parametros de analise do teste cometa. O mesmo foi observado na

densidade de energia de 10 J/cmz? irradiado as 24 e 48 horas.
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