INTERACAO DA CELULA COM ATIVIDADE MITOCONDRIAL NA
MANUTENCAO DO METABOLISMO APOS LASER TERAPIA
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Resumo — O tecido ésseo € altamente organizado, com um potencial Unico de reconstrucéo de
sua estrutura original apés um trauma, uma doencga ou transplante ésseo. A radiacdo Laser de
Baixa Poténcia (LBP) um dos recursos terapéuticos de grande resposta nos tecidos biolégicos,
incluindo efeitos como aceleracao da formacao e cicatrizacdo éssea. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a acdo do laser Arseneto de Galio (GaAlAs) sobre a cultura de células osteoblasticas
e analisar a atividade mitocondrial nas mesmas. A Linhagem celular (OFCOL ),
suplementadas em meio MEM a 80%, 20% SFB e 1% antibi6tico. Foram cultivadas 11 placas
de Petri, onde 6 placas foram irradiadas com o laser Arseneto de Galio e 5 placas controle.
ApOs 24 horas de bioestimulacdo ,observou-se intenso agrupamento das mitocondrias na
regido perinuclear, com alteragdo da atividade mitocondrial. Neste trabalho concluimos que o
laser Arseneto de Galio (GaAlAs) altera o potencial e a morfologia de mitocondrias de células
osteoblasticas, acarretando um processo bioestimulatério nas mesmas.

Palavras-chave: Cultura de células, osteoblastos, laser de baixa potencia, microscopia de
fluorescéncia e osteoporose
Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude.

membrana mitocondrial esta diretamente
relacionado a producdo de ATP,

INTRODUCAO

Com o envelhecimento, ocorre na
medula 0ssea, diminuicdo da capacidade
dos precursores dos Osteoblastos (OBs),
reduzindo o numero de unidades
formadoras de colénia de fibroblastos e,
consequentemente dos OBs.

A osteopenia, ou massa O6ssea
reduzida, significa um 0sso ou esqueleto
com menos tecido 6sseo que o normal [1].
A perda de massa 6ssea relacionada a
idade, que ocorre em ambos 0s sexos, e a
perda 6ssea que ocorre apds a menopausa
séo as principais causas da osteoporose[2].
Ao contrdrio da perda 6ssea apds a
menopausa que esta relacionada a uma
excessiva atividade osteoclastica, a perda
Ossea relacionada & idade esté associada a
uma diminuicdo da funcdo  dos
osteoblastos|[3].

A avaliagdo do potencial de
membrana mitocondrial em células é
bastante interessante. O potencial de

considerando o papel que a mitocéndria
exerce em muitas condicdes
fisiopatolégicas; semelhante a homeostase
de Calcio, geracdo radical de oxigénio e
controle de apoptose. Os efeitos do Laser
nos sistemas bioldgicos tem sido
investigados, tanto em in vivo como in
vitro.[4]. O efeito a curto prazo do Laser
Baixa Poténcia e a estimulacdo
mitocondrial, enquanto a longo prazo sao
resultados da estimulacdo e/ou inibicdo da
transcricéo e replicacdo do DNA [5].

A irradiacdo provoca aumento no
potencial de membrana mitocondrial,
causando assim, algumas modificacdes
como: alteracdes na taxa de ADP/ATP,
aumento na taxa de DNA e de RNA ,
ativacdo de rearranjos de nucleotideos e
cromatina e aumento da sintese de
proteinas na mitocéndria [6].

A irradiacéo gera novas
conformagBes  mitocondriais, e pode
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acarretar no aparecimento de mitocéndrias
gigantes, fato que se atribui & possivel
juncdo de mitocondrias menores em uma
s6 unidade. A absorcdo da irradiacao pela
mitocdndria ocorre devido as suas
propriedades oOpticas [6].

A célula possui um limiar de
sobrevivéncia que depende do tecido onde
ela estd localizada e do seu estado
fisioldgico. Quando é oferecida uma baixa
intensidade de energia, esta sera utilizada
pela célula de maneira a estimular a
membrana ou as mitocéndrias, ocorrendo a
bioestimulacdo. Assim, a bioestimulacédo é
a acdo da luz de baixa poténcia sobre
processos bioquimicos e moleculares que
normalmente ocorrem nos tecidos [7].

O objetivo deste trabalho foi avaliar
a acao do laser Arseneto de Galio (GaAlAs)
sobre a cultura de células osteoblasticas e
analisar a atividade mitocondrial nas
mesmas.

MATERIAIS E METODOS

A Linhagem celular (OFCOLII),
suplementadas em meio MEM a 80%, 20%
SFB e 1% antibiético. Foram cultivadas 11
placas de Petri, onde 6 placas foram
irradiadas com o Laser Arseneto de Galio
Aluminio (GaAlAs); A =830nm e 5 placas
controle. As células foram irradiadas com
0s parametros:

DE DP Area |Poténcia | Tempo
Jiem® |W/em? |em?® |mw min
3,0 0,0052 |9,6 50 9,6

Modo de irradiagdo = continuo
Intervalo irradiagdo = 24horas, 48 horas e
72 horas
Distancia da fibra a placa = 12 cm

As células (OFCOLII) foram
preparadas para microscopia de
fluorescéncia com o corante Mitotracker
(500 ul), incubado por 20 minutos, ao
abrigo da luz e em seguida lavado com o
tampao PHEM (800 pl)m, Paraformoldeido
diluido em PHEM a 3% a 10 minutos. Apos
a lavagem para remocdo do corante, as
células foram fixadas com n-propil galato e
vedadas com esmalte incolor. Para
observagédo das laminas foi utilizado um
microscopio Leica DLMB e em seguida
fotografadas para analisar as altera¢bes do
potencial de membrana mitocondrial nas
células controle e; nas irradiadas puderam
ser analisadas devido a intensidade de
fluorescéncia e a atividade mitocondrial
através de sua morfologia.

Antes e ap6s a irradiacdo, as
laminas foram analisadas ao microscopio.
O grupo controle foi submetido ao mesmo
procedimento e mantido sob as mesmas
condicfes que os irradiados, porém sem
receber irradiagdo.

RESULTADOS

Analise  dos resultados de
microscopia de fluorescéncia demonstra
gue as células ndo submetidas a irradiagédo
apresentam as mitocdndrias com baixa
atividade mitocondrial, como observado na
fig. 1. Inicia-se a observacdo da atividade
mitocondrial apartir de 24 horas (Fig. 2),
persistindo alteracdo no potencial e na
morfologia até 72 horas. (Fig 4 e 6).

Figura 1 - Células OFCOL Il grupo controle
marcado com Mitotracker — andlise da
atividade mitocondrial apds 24 horas,
demonstra a distribuicdo das mitocéndrias
(seta), com baixa atividade mitocondrial.
Aumento 2.500x

Figura 2 —Células OFCOL Il grupo irradiado
marcado com Mitotracker — andlise da
atividade mitocondrial apés 24 horas
bioestimulacao. Observa-se intenso
agrupamento das mitocondrias na regido
perinuclear, com alteracdo da atividade
mitocondrial (seta). Aumento 2.500x

IX Encontro Latino Americano de Iniciacdo Cientifica e 1594
V Encontro Latino Americano de Pés-Graduacédo — Universidade do Vale do Paraiba



Figura 3 — Células OFCOL Il  grupo
controle marcado com Mitotracker- andlise
da atividade mitocondrial apés 48 horas,
constatamos a distribuicdo das

mitocbndrias em todo o citoplasma, com
potencial de membrana normal. Aumento
2.500x

Figura 4 — Células OFCOL Il  grupo
irradiado marcado com Mitotracker -
analise da atividade mitocondrial apos
bioestimulacdo 48 horas, observa-se
alteracdo na morfologia das mitocondrias
com potencial normal (seta). Aumento:
2.500x

Figura 5 — Células OFCOL Il grupo controle
marcado com Mitotracker - analise da
atividade mitocondrial ap6s 72 horas, com
potencial normal (seta). Aumento: 2.500x

Figura 6 — Células OFCOL Il grupo controle
marcado com Mitotracker— analise da
atividade mitocondrial apds bioestimulagdo
72 horas, observa-se intensa distribuicao
da mitocondrias com potencial alterado.
Aumento: 2.500x

DISCUSSAO

A terapia laser de baixa potencial,
tem sido amplamente explorada nos
processos de reparagdo, cicatrizacdo e
analgesia, [8]. A aplicacdo da laser terapia
em tecidos 6sseos tem sido investigada
devido a estas caracteristicas, despertando
0 interesse em avaliar a sua aplicacdo em
processos de osteopenia, estimulando a
producdo de matriz 6ssea [9]. Os dados
obtidos demonstram que as células OFCOL
Il submetidas a radiacdo laser,
apresentaram alteragdo da atividade
mitocondrial, sendo observado
agrupamento de mitocéndrias na regido
perinuclear, evidenciando a solicitacdo de
energia, provavelmente para a ser utilizada
na sintese protéica e duplicacdo de
material  genético. Uma  observacao
interessante em relacdo ao aspecto das
mitocbndrias, 0 grupo controle apresenta
as mitocdndrias com aspecto filamentoso
enquanto as submetidas a radiacdo laser
apresentam mitocdndrias com aspecto
granular. Tal alteragdo necessita ser mais
estudada pois é descrito a formagdo de
mitocOndrias gigantes em fibroblastos
submetidos a radiacao laser [8], que néo é
0 NOSSO caso, uma vez que as mitocondrias
parecem intumescida.

CONCLUSAO

Neste trabalho concluimos que o
laser Arseneto de Galio (GaAlAs) altera o
potencial e a morfologia de mitocondrias de
células osteoblasticas, acarretando um
processo bioestimulatério nas mesmas.
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