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Resumo- O presente projeto teve por objetivo investigar o efeito do laser de baixa poténcia com
diferentes densidades de energia, estando as células sob estresse nutricional. Através de uma sonda
fluorescente especifica, foi analisado o efeito do laser no nicleo de células CHO-K1 (fibroblasto de ovario
de Hamster chinés). A laser terapia tem apresentado sucesso na cicatrizacdo de feridas e reparacao
tecidual, devido a sua contribuicdo na biomodulacdo dos processos celulares. Analises in vitro de células
CHO-K1 cultivadas em meio HAM- F12 suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino e irradiadas por 3
secdes de 24 em 24 horas utilizando o diodo laser InGaAIP (A= 685nm, 15mW de poténcia, densidades de
energia: 2Jem® e 4Jcm2), foram realizadas através de espectrofotometria e microscopia de fluorescéncia.
Tais andlises associando atividade mitocondrial e divisdo celular, durante a laser terapia, demonstraram que
apos 72 horas de cultivo associado a irradiacdo, as células apresentaram alta atividade mitética e alto
potencial de membrana mitocondrial.

Palavras-chave: Biomodulacao, Laser Terapia, Cultura de Células, Microscopia de Fluorescéncia, MTT

Area do Conhecimento: Il - Ciéncias Bioldgicas

Introducéo

Nas Ultimas duas décadas, a Terapia Laser de
Baixa Poténcia ou Bioestimulagdo ganhou atencao
crescente na Europa e Asia no tratamento de
varios processos patoldgicos, particularmente na
cicatrizacéo de feridas e reparo tecidual. Inimeros
experimentos e estudos clinicos vém
demonstrando que a irradiacdo com laser de baixa
poténcia na regido Vvisivel e infravermelha
contribuem para biomodulacdo de processos
celulares [1].

A célula tem um limiar de sobrevivéncia, de
acordo com a localizacdo do tecido e seu estado
fisioldgico. Quando trabalhamos respeitando esse
limiar da célula, oferecemos uma baixa
intensidade de energia, que serd utilizada por ela
de maneira que estimule sua membrana, suas
mitocondrias e outras estruturas celulares
envolvidas em um processo de bioestimulagéo.
Dessa forma estaremos induzindo essa célula a
biomodulagdo, ou seja, ela trabalhard buscando
um estado de normalizacdo da regido afetada,
isso se denomina Laser Terapia [2].

Fibroblastos sdo as células mais amplamente
testadas no estudo dos efeitos biolégicos dos
laseres de baixa poténcia, pois um possivel efeito
bioestimulante nessas células implicard em efeitos
relevantes em varias patologias [3].

Os trabalhos in vitro sobre fibroblastos
descrevem um efeito proliferativo ou ativador da

sintese protéica, dependendo das caracteristicas e
parametros do laser utilizado, tais como:
comprimento de onda, modo de emisséo,
densidade de poténcia e densidade de energia
utilizada [4].

Materiais e Métodos

Cultura de Células: Células CHO-K1
provenientes de ovéario de Hamster chinés, foram
cultivadas em garrafas de cultura de 25cm?
contendo meio  Ham F12  (Invitrogen),
suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen). A propagacdo celular foi efetuada
gquando a densidade de células formava uma
monocamada confluente. A troca de meio de
cultivo deu-se a cada trés dias, o crescimento
celular foi acompanhado por meio da observagéo
em microscoépio invertido Olympus CK40.

Irradiacdo: Foram plaqueadas células CHO-K1,
com meio HAM-F12 contendo 5% de soro fetal
bovino, em placas de 96 ou 24 pocgos, sendo que
estas Ultimas apresentavam laminulas 10x10mm.
E incubadas “overnight” a 37°C em atmosfera de
5% de CO,. Vinte e quatro horas ap6s o
plagueamento e cultivo celular, as irradiacdes
foram realizadas ao abrigo da luz, utilizando um
aparelho clinico portatil diodo laser semicondutor
Thera Lase — DMC, com meio ativo de Fosfeto de
indio-Galio-Aluminio (InGaAlIP) emitindo radiac&o
no comprimento de onda de 685nm e densidade
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de energia de 2 Jicm® e 4J/cm® e poténcia de
15mW . Os grupos irradiados receberam 3 doses
da irradiagdo laser durante 72 horas em intervalos
de 24 horas. As placas do grupo controle foram
mantidas as mesmas condicdes do grupo
irradiado.

MTT: Apés o periodo de incubacdo as células
foram submetidas a analise da proliferacdo celular
onde se adicionou 50uL (concentracéo final de 0,5
mg/mL) MTT (3-(4,5-dimethylthiazonalone-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide) e incubadas por
2 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, no
escuro. Sobre os precipitados de formazana
adicionou-se o solvente organico DMSO (100uL)
em cada poco. A placa foi mantida sob agitacéo
para a solubilizac@o dos cristais de formazana por
30 minutos. Apés este periodo foi feita a leitura no
espectrofotdmetro de Elisa.

Microscopia de Fluorescéncia: Apés irradiacao
a cultura de células CHO-K1 foi fixada com 4%
paraformaldeido em 0,1M de tampéao fosfato (pH
7,2). As células foram marcadas com DAPI (4, 6'-
diamidino, 2’phenylindole- 5uM; Molecular Probes)
e incubadas por 10 minutos, lavadas com tampéao
PHEM. As laminulas foram montadas sobre lamina
com N-propil galato, vedadas com esmalte sob
protecdo da luz e observadas em microscopia de
epifluorescéncia. Foram feitas fotomicrografias do
material em microscépio de epifluorescéncia
modelo Leica DMLB com sistema fotografico Leica
MPS-30.

Resultados

Os resultados obtidos sdo apresentados a
sequir:

MTT: A analise do teste de proliferacdo celular
demonstrou um aumento significativo das células
submetidas a irradiagdo com densidade de
energia de 4Jcm® em relacdo ao grupo 2Jcm?® e
controle (Figural).
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Figura 1- Analise da viabilidade celular através do
teste do MTT.

Microscopia de Fluorescéncia: A analise dos
grupos irradiados com densidade de energia de 2
e 4J/cm® nos tempos de 24, 48 e 72 horas
demonstraram a presenca de células em divisao

celular, principalmente no periodo de profase,
ocorrendo a observagdo de atividade mitética mais
intensa no grupo de 48 e 72 horas.

No grupo controle as células em todos os
tempos permaneceram em interfase.

Figura 2: Células CHO-K1 controle marcadas com
DAPI. Observamos nucleos em interfase. Aumento
2.500x

Figura 3: Células CHO-K1 marcadas com DAPI,
apos 24 horas. Na foto a esquerda células CHO-
K1 irradiadas com densidade de energia de 2Jcm?,
observamos nulcleo em inicio de profase. Foto a
direita células CHO-K1 irradiadas com densidade
de energia de 4Jcm?®, observamos dois nticleos em
profase media. Aumento 2.500x

Figura 4: Células CHO-K1 marcadas com DAPI,
apos 48 horas. Foto a esquerda células CHO-K1
irradiadas com densidade de energia de 2Jcm?,
observamos célula no final da teléfase. Foto a
direita células CHO-K1 irradiadas com densidade
de energia de 4Jcm? observamos células em
interfase. Aumento 2.500x
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Figura 5: Células CHO-K1 marcadas com DAPI,
apos 72 horas. Foto a esquerda células CHO-K1
iradiadas com densidade de energia de 2Jcm?,
observamos célula em inicio de profase. Foto a
direita células CHO-K1 irradiadas com densidade
de energia de 4Jcm?, observamos célula em inicio
de teléfase. Aumento 2.500x.

Discusséo

Estudos do efeito do laser em cultura de
células nos fornece um modelo simples e
informativo sobre os aspectos significativos do uso
da terapia a laser no sistema “in vitro”, fornecendo
simulagdo mais acurada das condi¢fes “in vivo”;
varios tipos celulares vem sendo usados para
este estudo em sistemas bioldgicos [5,6] Estudos
com cultura de fibroblasto tem revelado o efeito
bioestimulador do LBP, dependendo da dosimetria
aplicada e da situagcdo em que as células se
encontravam [2]. O Laser de Baixa Poténcia nédo
apresenta acdo quando aplicado em 6rgdo ou
célula em condicdo de normalidade, e estudos “in
vivo” demonstraram que ndo ocorrem alteragcfes
significativas nos resultados obtidos em tecidos
em homeostase quando irradiados [7]. Em nosso
experimento utilizamos células fibroblasticas de
ovario de Hamster sob uma situacdo de estresse,
ou seja, suplementando o meio de cultura
somente com 5% de SFB. Para se obter um efeito
bioestimulador é necessario que se administre
doses baixas (densidade de energia de 2 a 4
Jlcm?) do laser operando na regido do vermelho e
infravermelho, sendo que sob doses altas de
energia as células sao destruidas [8,9].
Observamos este fato em nosso experimento e
verificamos os efeitos que o LBP apresenta na
proliferacéo celular como apresentado na figura 1,
onde a influencia da densidade de energia de 4J
foi significativamente maior apés 24 horas de
irradiacdo ocorrendo um declinio nos tempos
seguintes devido ao aumento populacional. Com
2Jcm®  verificamos que as células embora
apresentem menor proliferacdo em relagdo a
4Jcm®, a populacdo celular apresenta uma
sobrevida maior. Na analise de fluorescéncia
constatamos aumentando na sintese de DNA,
como apresentado nas figuras 4 e 5, dados
corroborados por Loevschall and Arenholt, 1994
[10].

Muitos trabalhos em cultura de células,
divulgam que o efeito bioestimulador do LBP,
ocorre através da ativacdo da producdo de ATP e
incremento do processo mitético devido excita¢éo
da respiracao celular [3,11].

Pinheiro et al, 2005 teve um positivo efeito
biomodulatério com células HEp2 irradiadas com
comprimento de onda de 685 e 830nm,
comparadas com amostras ndo irradiadas [12].

Conclusao

Os resultados demonstram que a densidade de
energia de 4Jcm® apresentou-se melhor na
proliferacdo no tempo de 24 horas, entretanto
devido ao acentuado aumento da populagéo
celular ocorreu um declinio, nos tempos
subsequentes. A densidade de energia de 2Jcm?,
favoreceu um aumento gradativo  ocorrendo
proliferacdo até 72 horas no teste de MTT e
ocorrendo divisdo celular até 72 horas nas duas
densidades nas marca¢cBes com fluorescéncia.
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