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RESUMO

A luz vem é usada para tratamento desde os primdrdios da civilizagdo, considerada como uma
das mais antigas modalidades terapéuticas. Hoje, existem modernos aparelhos como os LEDs
e os lasers, que geram luz de baixa intensidade capazes de interagir com os tecidos biol6gicos
desencadeando respostas celulares e aumento do metabolismo celular, necessérias para
processo de reparacao tecidual. O objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade e atividade de
fibroblastos ap0s a irradiagdo com LED vermelho 630nm em diferentes poténcias e tempo fixo.
Para o experimento foi feito o cultivo de fibroblastos de camundongo, linhagem L929 no meio
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, L-glutamina, Hepes, 2Mercaptoetanol,
estreptomicina e penicilina. Apds a confluéncia adequada das células, iniciou-se a irradiacdo
com tempo fixo de dez segundos, variando-se a poténcia de acordo com cada grupo: G50,
poténcia de 50mW; G75, 75 mW e G100, 100mW e Grupo controle (GC), sem irradiagéo. O
procedimento foi realizado em triplicata. A células foram submetidas ao teste de viabilidade
celular MTT, & avaliacdo da producdo de Oxido Nitrico (NO) e & avaliacdo da sintese de
colageno. Os valores foram verificados e analisados utilizando ANOVA ao nivel de
significancia de 5%. Na avaliagdo da citotoxicidade n&o houve diferenca significativa entre o
grupo controle, G50, 75 e G100. Os resultados da producdo de nitrito pelos fibroblastos
demonstram que houve diferenca significativa (P < 0,05) entre o grupo controle, e 0S grupos
experimentais (G50, 752 e G100). Em relacdo a producdo de colageno, houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre o grupo controle ¢ os grupos irradiados, mas néo entre o (G50,
G75 e G100). Neste trabalho concluiu-se que a irradiacdo da cultura de fibroblastos L929 por
led vermelho 630nm, nas poténcias de 50mW, 75mW e 100mW durante dez segundos, nao

ocasiona morte celular, estimula a producédo de 6xido nitrico e colageno.

Palvras Chave: Proliferacdo celular; fibroblastos; fotobiomodulagéo; cultura de células.



ABSTRACT

The light is used for treatment from the earliest days of civilization, considered as one of the
oldest therapeutic modalities. Today, there are modern devices such as LEDs and lasers,
which generate low-intensity light capable of interacting with biological tissues, triggering
cellular responses and increased cellular metabolism necessary for the tissue repair process.
The objective of this study was to evaluate the viability and activity of fibroblasts after
irradiation with red LED 630nm in different potencies and fixed time. For the experiment,
mouse fibroblast, L929 strain in RPMI medium supplemented with 10% fetal bovine serum,
L-glutamine, Hepes, 2Mercaptoethanol, streptomycin and penicillin were cultured. After
adequate confluence of the cells, the irradiation with fixed time of ten seconds was initiated,
the power being varied according to each group: G50, power of 50mW; G75, 75 mW and
G100, 100 mW and Control group (GC), without irradiation. The procedure was performed
in triplicate. The cells were submitted to the MTT cytotoxicity test, evaluation of nitric oxide
production (NO) and evaluation of collagen synthesis. Values were checked for normal
distribution and, after failing to meet the assumptions (Kolmogorov-Smirnov, P <0.05), were
analyzed by non-parametric Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests at a significance level
of 5%. In the evaluation of cytotoxicity there was no significant difference between the
control group, G50, G75 and G100. The results of nitrite production by fibroblasts show that
there was a significant difference (P <0.05) between the control group and the experimental
groups (G50, G75 and G100). Regarding the production of collagen, there was a significant
difference (p < 0.05) between the control group and the irradiated groups, but not between
(G50, 752 and G100). In this study it was concluded that the irradiation of the L929 fibroblast
culture by red led 630nm, at 50mW, 75mW and 100mW potentials for ten seconds, does not

cause cell death, stimulates the production of nitric oxide and collagen.

Keywords: Cell proliferation; fibroblasts; photobiomodulation; cell culture



1. INTRODUCAO

As lesdes musculares, ésseas, ligamentares e dermatoldgicas tém sido um grande
desafio na pratica clinica do profissional fisioterapeuta na tentativa de estimular o reparo
tecidual de maneira eficaz. A partir dessa problematica, surge a necessidade de buscar novas
modalidades terapéuticas que sejam eficientes, melhorando a qualidade nos atendimentos e
acelerando o processo de cura dessas lesdes. Entre esses tratamentos coadjuvantes, a fototerapia
através da Terapia de Fotobiomodulagédo (TFBM), é uma técnica alternativa que traz resultados
clinicos promissores.

Neste contexto, a (TFBM) laser e LED vem demonstrando bons resultados em
tratamentos com o objetivo de promover analgesia local, reduzir o edema, proporcionando ao
organismo melhor resposta a inflamagdo, promovendo efeitos bactericidas e antifungicos
através da terapia fotodindmica, e melhora da vascularizagdo local pela angiogénese, além de
estimular a cicatrizacao tecidual e promover efeitos bioquimicos e celulares (LINS., et al 2010;
ALMEIDA, 2016).

Segundo, Thomas et al (1995), Mcdougall et al (2006), Medrado et al (2003) apud
Gongalves (2015, p. 31), estudos in vitro com Lasers de baixa energia demonstraram que
induzem efeitos bioestimulatérios em cultura celular, e estimulam fatores de crescimento
associados a producdo de pré-colageno e colageno. Outro estudo, in vitro, utilizando o laser
660 nm com densidade de energia 3 J/cm2 e cultura celular de fibroblastos, no qual o objetivo
foi avaliar a viabilidade de fibroblastos associados com laserterapia e medicamentos intracanais
em diferentes tempos de exposicéo, foi observado que todos os medicamentos testados foram
citotdxicos, porém, quando associado ao laser houve aumento significativo da viabilidade
celular (LIMA, 2015). Ainda sobre fibroblastos em cultura, Almeida (2016), demonstrou
efeitos positivos da laserterapia de baixa poténcia, 660 nm, no qual observou aumento da
atividade celular, in vitro.

Sousa et al., 2011 e Volpato et al., 2011 avaliaram a efetividade da fotobiomodulagao
do LED em fibroblastos in vivo e in vitro, em condi¢bes diferentes, obtendo resultados
promissores. Estes dois estudos, apesar de feitos em condicOes celulares distintas,
demonstraram que o LED foi capaz de produzir proliferacdo e efeitos positivos sobre os

fibroblastos, assim como vem demonstrando a maior parte dos estudos feitos com o LED.
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Neste trabalho, foi considerada a experimentagéo in vitro com intuito de compreender a
influéncia do LED na atividade e viabilidade dos fibroblastos, e seus efeitos sobre o processo
de cicatrizacdo. Estudos tém obtido resultados satisfatorios da ledterapia, mas a dificuldade
ainda é saber quais os melhores parametros a serem irradiados para a ativacdo celular sem
danos.

Em realidade, essas sdo algumas das respostas que buscamos com a experimentacao in
vitro, podendo melhorar futuramente os protocolos de atendimento nos servicos de saude, a

partir de dados cientificos obtidos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

H& milhares de anos, desde os primérdios da civilizagdo, a luz vem sendo usada para
tratamento, considerada uma das mais antigas modalidades terapéuticas. Os indianos, cerca de
1400 a.C., foram os primeiros a fazer o uso da fotoquimioterapia por meio dos extratos extraidos
de plantas, que potencializavam a absorcdo dos raios solares, e assim, tratavam o vitiligo.
Posteriormente, os egipcios, relataram a cura de doencas dermatoldgicas através da fototerapia
solar (CALMON, 2006),

Ja no século XX, a fototerapia ganhou mais destaque, sendo estudada e aplicada em
varias dermatoses. Esse avanco ocorreu, apés Niels Finsen receber o prémio Nobel pelo
tratamento do lGpus com raios UV (Ultra-violeta). Anos depois, durante a Primeira Guerra
Mundial, a fototerapia foi usada com sucesso em tratamentos de Ulceras traumaticas. Desde
entdo, o nimero de doencas descritas como responsivas a esse tipo de terapia SO cresceu
(DUARTE; BUENSE; KOBATA, 2006).

Entre as aplicacbes mais frequentes da fototerapia, especificamente, utilizando LED
(Light Emitting Diode) e LASER (Light Amplification by Stimulated Emisson of Radiation), a
cicatrizacdo de feridas cuténeas esta entre aquelas mais estudadas. Encontra-se um ndmero
expressivo de artigos sobre esse assunto, procurando explicar 0s mecanismos e 0S possiveis
efeitos no reparo tecidual (MENEGUZZO, 2007; PEREIRA et al., 2014), que parece estar
intimamente envolvido com a intensa atividade das células endoteliais, fibroblasticas,
queratindcitos e células circulatorias, se tratando de um processo complexo e organizado, em
nivel celular e molecular, para restabelecer a funcionalidade do tecido comprometido, apos a
ocorréncia de lesdes (PANSANI, 2015).

Apesar de ser um processo fisioldgico, a reparacdo tecidual é demorada, envolvendo
respostas sistémicas e locais que dependem do tipo de tecido acometido, da condicao sistémica
do paciente, entre varios outros fatores (DOURADO et al., 2011). Porém, pode-se hoje, intervir
juntamente a esse tipo de condicdo acelerando o processo por meio de recursos especificos. No
intuito de aumentar a resposta ao tratamento, o profissional da saiude tem buscado novos
procedimentos que estimulem a melhora clinica do paciente lesionado atraves da cicatrizacéo,
evitando efeitos deletérios aos tecidos circunvizinhos (CANNEVALLLI, 2001).

Trazendo novas perspectivas, a terapia por fotobiomodulagcdo (TFBM) aumenta a

atividade metabolica das ceélulas, e outros fatores primordiais acelerando o processo de
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cicatrizacdo (MICHEL, 2016), e despertando o interesse na avalia¢do da eficicia das diferentes
fontes de luz.

2.1 Fotobiomodulacéo, LED e laser

A TFBM, ou terapia de baixa poténcia, é a utilizacdo da luz de baixa intensidade ndo
térmica com intuito de alterar a fungéo celular. Os emissores de luz, lasers ou LEDs, tém sido
fontes de luz efetivas paraa TFBM , demonstrando que ndo € o tipo da luz, mas os parametros
de tratamento que determinam o sucesso terapéutico (WUNSCH; MATUSCHKA, 2014),
somado a caracteristicas do tecido alvo, como a presenga de cromdéforos (BASSO, 2013),
elementos teciduais capazes de absorver os fotons convertendo em energia fotoguimica
(MENEGUZZ0,2007).

O laser é um aparelho capaz de produzir luz, atraves da energia elétrica que excita 0s
atomos do meio condutor, ou meio ativo, constituido por materiais, sélidos, gasosos, liquidos,
ou uma combinacdo de materiais (SOARES, 2013), estimulando a emissdo de fotons que se
deslocam em vérias dire¢fes dentro da cavidade dptica (tubo reto onde fica 0 meio condutor),
amplificando a luz e gerando o feixe luminoso (ALMEIDA, 2016). Pode ser classificado em
duas categorias: laser de alta poténcia ou cirurgico, com efeito térmico e lesivo ao tecido
humano, e laser de baixa poténcia ou terapéutico, com propriedades analgésicas, anti-
inflamatdrias e bioestimulatorias (GARCIA, 2015).

A luz do laser possui propriedades especiais que o tornam um excelente instrumento
cientifico e de suporte a saide (GARCIA, 2015). Comparada a luz comum, o “raio laser”,
apresenta caracteristicas especificas: a monocromaticidade, a coeréncia e a colimacéo. Definida
como uma radiacdo eletromagnética, a luz € classificada pelo espectro eletromagnético, que
divide os tipos dos feixes de luz de acordo com o seu comprimento de onda medido em
nandémetros (nm), podendo variar do ultra-violeta ao infra-vermelho (ndo visiveis), passando
por variadas cores (visiveis), (ALMEIDA, 2016).

O LED, ou diodo emissor de luz, ¢ um semicondutor complexo que converte corrente
elétrica em feixe luminoso. A luz é produzida quando a eletricidade estimula o chip
semicondutor da superficie refletora que gera um feixe luminoso com comprimento de onda a
depender do chip semicondutor, podendo estar em porc6es do vermelho, verde, azul, amarelo
e infravermelho, e a partir dai, penetrar mais ou menos nos tecidos, ja que, o0 comprimento de

onda determina a profundidade que a luz atinge nos tecidos (OPEL et al., 2015).
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O primeiro LED foi criado no ano de 1962, apesar de ndo promover efeitos biolégicos
relevantes, inviabilizando sua aplicabilidade clinica. Anos depois, na década de 90, a NASA
(Administracdo Nacional de Aeronautica e Espacial) permitiu as primeiras aplicacdes clinicas
do LED, ao produzir parelhos dentro de um estreito espectro que se desenvolvem até os dias de
hoje (WUNSCH; MATUSCHKA, 2014).

Apesar da semelhanga significativa entre o LED e o laser, as diferencas desses aparelhos
devem ser pontuadas e consideradas. Primeiramente, o laser emite luz atraves de emissédo
estimulada de radiacdo, enquanto o LED trabalha com a emissdo espontanea de radiagédo
(CALMON, 2006; ROSA, 2014). Na literatura hoje, a utilizacdo do LED em relacdo ao laser é
significantemente menor, pelo fato de, possuir a luz incoerente, que se acreditava incialmente
ser determinante nos bons resultados obtidos na TFBM. Entretanto, a hipotese de que o LED
ndo produziria efeitos benéficos para a TFBM pela incoeréncia da luz, tem sido descartada
(MICHEL, 2016).

Verificado os resultados satisfatérios do LED na aplicacdo fototerapéutica, pode-se hoje
citar algumas vantagens na utilizacdo desse tipo de aparelho, como: emissao de luz no espectro
desejado, menor tamanho, quase nenhum efeito térmico, maior durabilidade, menor consumo
de energia (DOURADO et al., 2011; MARTINS, 2006), menor custo, capacidade de estimular
tecidos bioldgicos sem efeitos colaterais, facilitando a aquisicao e aplicabilidade, permitindo a
maior parte da populacdo também receba os beneficios da TFBM nos servigos publicos e
privados de saide (DOURADO et al., 2011).

2.2 Tecido Conjuntivo

Os organismos animais sdo compostos por quatro tipos de tecidos basicos que se
combinam para compor tecidos mais complexos e 6rgdos, sendo eles: tecido epitelial, tecido
conjuntivo, tecido muscular e tecido neuronal (KIERSZENBAUM, 2012).

O tecido conjuntivo, fornece sustentacao e protecao aos tecidos, e é responsavel pela
manutencdo da forma corporal. Constituido por trés componentes: células, fibras e substancia
fundamental MEC (matriz extracelular), o tecido conjuntivo, pode apresentar variacdes na sua
composicdo, dependendo da localizacdo e funcdo que exerce. Além disso, contém uma

consideravel quantidade de moléculas que desempenham funcBes bioldgicas importantes
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(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), diversificando funcional, estrutural e patologicamente o
tecido conjuntivo.

O tecido conjuntivo é denominado de propriamente dito quando apresenta, dentre outras
funcOes, a capacidade de conexao, sustentacdo e preenchimento junto a outros tecidos e, de
especializado quando ocorrem diferenciagdes, gerando o tecido sanguineo, cartilaginoso ou
6sseo. A composicdo do tecido conjuntivo propriamente dito inclui abundancia de matriz
extracelular, células mesenquimais, fibroblastos, plasmaocitos, macrofagos e mastocitos
(PAWLINA, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

2.2.1 Fibroblastos

Os fibroblastos sdo as principais células do tecido conjuntivo, responsaveis pela
homeostase tecidual e pela producdo da MEC (Matriz extracelular), como as proteoglicanas,
glicosaminoglicanas, glicoproteinas, elastina e coldgeno. Desempenham um papel importante
na manutencao e reabsorcdo da MEC, cicatrizacdo de feridas, inflamacao e fibrose. Auxiliam
estes varios papéis biologicos e respondem a uma ampla gama de sinais paracrinos e autocrinos,
como as citocinas e fatores de crescimento, capazes de controlar o crescimento e a diferenciagéo
celular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; KENDALL; FEGHALI-BOSTWICK, 2014;
MIRANDA, 2015).

Segundo Almeida (2016), os fibroblastos possuem a forma fusiforme, com
prolongamentos celulares, ndcleo com cromatina pouco densa e nucléolo evidente. Seu
citoplasma é rico e com a reticulo endoplasméatico (RE) granular e aparelho de Golgi
desenvolvidos, pela intensa sintese proteica. Na sua forma inativa é chamado de fibrécito com
dimensdo menor, de aspecto fusiforme, ntcleo menor e mais escuro e citoplasma com reduzida
quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso (Figura 1).

Estas, sdo células mesenquimais derivadas do tecido embrionario mesodérmico, ndo
diferenciados totalmente. Elas podem ser ativadas por uma variedade de sinais quimicos que
promovem a proliferacdo e a diferenciacdo celular para formar miofibroblastos. A ativacéo de
fibroblastos desempenha um papel vital na cicatrizagéo de feridas, no entanto, em alguns casos
e por razbes ainda ndo conhecidas totalmente, sua ativagdo promove uma resposta fibrotica
patolégica que ocasiona multiplas doencas e afeta oOrgdos (KENDALL; FEGHALI-
BOSTWICK, 2014), que ndo serdo discutidos neste trabalho.
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J Fibroblastos ) Fibrocitos

Figura 1. Esquema representativo de
fibroblasto (esquerda) e fibrocito (direita).
Fonte: Junqueira e Carneiro (2013).

2.2.2 Fibras elésticas e colagenas

A fibras sdo proteinas polimerizadas e alongadas. As principais fibras do tecido
conjuntivo sdo as colagenas, reticulares e elasticas. As fibras colagenas e as fibras reticulares
sdo compostas pela proteina colageno e as fibras elésticas pela proteina elastina. A disposi¢édo
dessas fibras nos variados tipos de tecido conjuntivo é modificada, de acordo com a fisiologia
tecidual JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O colageno é uma proteina que desempenha diversificadas funcdes, e durante o processo
de evolucdo foi se modificando, adquirindo rigidez, pouca elasticidade e forca de tensdo. E
produzido com composicao quimica, morfoldgicas e fisioldgicas diferentes, sendo encontrado
em abundancia no tecido conjuntivo, principalmente as fibras do tipo | (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2013; ROSS; PAULINA, 2012).

A sintese de colageno ¢ feita pelos fibroblastos. Na célula os genes codificadores das
cadeias al e a2 sdo ativados e produzem o RNA mensageiro (RNAm). A traducdo do RNAm
ocorre no citoplasma e as cadeias polipeptidicas formadas sdo transportadas para o reticulo
endoplasmatico (RE) para hidroxilagdo e glicosilagcdo. No RE as cadeias a se organizam em
trés, formando o procolageno, liberado para o meio extracelular, para que a enzima procolageno
peptidase forme as fibrilas de colageno, a partir do pré-colageno (ALMEIDA, 2016 apud
MORISCOT; CARNEIRO; ABRAHAMSOHN, 2004, p. 22).
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2.3 Reparo tecidual

O reparo tecidual € um processo que se inicia ap6s uma injuria, automaticamente e
convenientemente ¢ dividido em trés fases: a fase inflamatdria, a fase proliferativa e a fase de
remodelacdo (KUMAR et al., 2010).

A inflamacdo aguda, a primeira fase do processo, se refere a dilatagdo do calibre
vascular, que leva ao aumento do fluxo sanguineo e a saida de proteinas plasmaticas,
juntamente, com leucdécitos (neutrdéfilos e macrofagos), para combater o agente agressor
(KUMAR et al., 2010). Esse processo sé ocorre pela liberacdo de mediadores quimicos, como
a histamina, que promove a vasodilatacdo nas arteriolas e vénulas. Nesse momento, ocorre a
saida de plaquetas para a formacdo do tampdo homeostatico rico em fibrina, que além de
restabelecer a homeostasia, forma uma barreira contra a invasdo de micoorganismos e organiza
a matriz para a migracao celular. Essa matriz, também servira como reservatorio de citocinas e
fatores de crescimento que seréo liberados nas fases seguintes da cicatrizagdo (MENDONCA,
COUTINHO-NETTO, 2009).

A segunda fase, é chamada também de fase proliferativa, caracterizada pela formacéo
de tecido granuloso. Nesse momento, a lesdo é preenchida por matriz extracelular, vasos
sanguineos e células, principalmente os fibroblastos e os macrofagos. E partir dai, que vai
ocorrer a deposicao das fibras coldgenas e outros elementos da matriz extracelular, chegando a
cura, pela formacéo de tecido conectivo vascularizado (KUMAR, et al., 2010).

Finalizando o reparo tecidual, a Gltima fase é de remodelacéo, pelo fato de ocorrer a
substituicdo do tecido de granulagdo por cicatriz, um tecido relativamente avascular e com
poucas células. O equilibrio entre a sintese e a degradacdo da matriz resulta no remodelamento
do tecido conjuntivo, que cicatriza o local lesionado, restaurando a integridade anatdmica e sua
funcionalidade (ALMEIDA, 2016).

2.4 Experimentagéo in vitro

A experimentacdo é a base da ciéncia moderna. Questfes éticas tém impossibilitado a
investigacdo sobre a fisiologia e a aplicacdo de novos métodos terapéuticos em seres humanos.
Diante disso, a experimentacéo animal tem proporcionado o desenvolvimento do conhecimento

e de novos dispositivos médicos. Porém, as questdes éticas sobre a utilizacdo animal tém
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crescido e respeitando as normas dos comités de ética, os testes in vitro vém sendo utilizados
no meio da pesquisa pela capacidade de trazer inferéncias cientificas relevantes para aplicacdo
segura e eficaz na area medica, porém, ndao substituindo os testes in vivo, mas intervindo
diretamente na diminuicdo da quantidade de animais submetidos aos testes em pesquisas
cientificas (FRESHNEY, 2005; FANG, 2017).

No entanto, o uso de células isoladas, tecidos ou 6rgaos s6 podem ser cultivados in vitro
guando mantidos em instalacdes adequadas, com temperaturas definidas e suplementados com
meio preparado e especifico. Além disso, o conhecimento de morfologia celular, procedimentos
basicos de cultura celular e técnicas assépticas rigorosas sao essenciais para a manutencdo de
células in vitro livre de qualquer tipo de contamina¢do (FRESHNEY, 2005; BRESLIN et al.,
2013).

Os testes in vitro que avaliam a citotoxicidade sdo para avaliar as modificacdes que
ocorrem nas células, desde as mais brandas, como alteracdes das funcdes celulares até a morte
celular. A morte celular é evidenciada por alteracbes na morfologia da célula, como o
arredondamento das celular e aumento da vacuolizacdo do citoplasma; reducdo da adesdo
celular; auséncia ou mudanca na atividade metabolica; lise das células e proliferacdo celular
diminuida. A viabilidade celular é demonstrada pela porcentagem de células vivas em relacdo
a porcentagem de células do controle de citotoxicidade (1SO, 2009; WANG, 2015).

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

O oxido nitrico € uma molécula sinalizadora, sintetizada a partir do aminoacido arginina
pela acdo da enzima 6xido nitrico sintase (Cco), que age nos sistemas nervoso, imunologico e
circulatério. Existem duas propostas para explicar a capacidade da luz em aumentar a produgéo

local e liberacdo de NO. Uma delas propde que a luz possa impedir que o NO desloque o
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oxigénio de Cco resultando em aumento da producdo de ATP. A segunda prop0e que ocorre
aumento na producdo de NO pela estimulagdo da luz (CHUNG, 2012).

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

A avaliagdo da producdo de dxido nitrico pode ser realizada por métodos diretos

como a espetofotometria e cromatografia. No entanto, O NO, por ser produzido em pequenas
guantidades e apresentar meia-vida curta, diminuem a praticidade destas técnicas. Por tanto, é
possivel utilizar a afericdo indireta, como o método baseado na reacdo de Griess que se
fundamenta na dosagem dos ions nitritos obtidos por reducdo quantitativa (maior de 90%) dos
ions nitratos presentes na amostra. Este método apresenta caracteristicas vantajosas em relacao
ao custo, simplicidade de execucéo e rapidez (ALMEIDA, 2014). O colageno pode ser dosado
pela colocacdo de corantes que se ligam a diversos tipos de colageno no meio de cultura em
contato com as células, como o Sirius Red, que permitem a quantificacéo por espctofotometria
(BARROS, 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho objetivou avaliar a viabilidade e atividade de fibroblastos apos a irradia¢éo
com LED vermelho 630nm em diferentes poténcias e tempo fixo.

3.2 Objetivos especificos

1 - Cultivar fibroblastos de camundongo, linhagem L929;

2 - Irradiar cultura de fibroblastos com LED vermelho 630nm e poténcia de 50 mW, 75 mW e
100 mW, no tempo fixo de 10 segundos.

3 - Avaliar a viabilidade (citototoxicidade) de fibroblastos irradiados nas diferentes poténcias
do LED;

4 - Mensurar a producdo de 6xido nitrico por fibroblastos irradiados nas diferentes poténcias
do LED;

5 - aproducdo de colageno por fibroblastos irradiados nas diferentes poténcias do LED.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo celular

Os ensaios de cultura celular foram realizados no Laboratério de Citocinas no Instituto
de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goiés, sob CO-
orientacdo do Prof. Dr. Milton Adriano Pelli de Oliveira, seguindo o protocolo do laboratério
de acordo com Pansani (2015). Foram utilizadas linhagens celulares de fibroblastos de
camundongos (L929), adquiridas do Banco de células do Rio de Janeiro. O meio de cultura
utilizado para o cultivo celular foi 0 meio RPMI (Sigma-R6504) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Cripion - FB 0010S®), L-glutamina (Gibco 100x®), Hepes (Sigma
H0763®), 2Mercaptoetanol (Sigma M6250®), estreptomicina (Sigma P7794®) e penicilina
(Sigma S9137®). As células permaneceram armazenadas em reservatorio de nitrogénio liquido,
congeladas em meio com DMSO 5% (Mallinckrodt®). Para o experimento, as células foram
retiradas do nitrogénio liquido e levadas rapidamente ao banho-maria para descongelar sob
agitacdo. No fluxo laminar, preparado adequadamente para o uso, a amostra foi colocada em
tubo tipo Falcon estéril e, em seguida, acrescentou-se 0 meio RPMI completo gota a gota sob
agitacdo. O frasco foi centrifugado a 1500 rpm, por 10 minutos, a 10°C, formando na parte
inferior do frasco um pelete de células e na parte superior 0 meio de cultura sem células, o
sobrenadante.

Em seguida foi desprezado o meio sobrenadante, vertendo rapidamente o tubo no
descarte e feito a ressuspenséo celular em 1 ml do meio até que a amostra ficasse homogénea.
Na placa de seis pocos estéril foi adicionado 3 ml de meio RPMI completo e adicionado a
suspensdo celular. As células foram mantidas em incubadora (Sanyo® Modelo COM - 5M) a
37°C e em atmosfera de 5% de CO2 até atingirem a confluéncia desejada para o experimento
(80-90%)
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Apos a cultura apresentar confluéncia, foi realizada a transferéncia das células para as
placas de 96 pocos, com densidade de 1 x 10° células/ml por pogo e permaneceram em repouso
por 24 horas para a sedimentacdo. As células foram inseridas nos pogos, considerando-se as
repeticdes dos grupos controles os trés pocos ocupados no quadrante superior esquerdo e as trés
repeticdes dos grupos experimentais 0s po¢os ocupados no quadrante inferior direito (Figura
2).
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Figura 2. Esquema representativo da
distribuicdo das células cultivadas na placa de
96 pocos. No quadrante superior esquerdo, trés
pocos ocupados, compondo as repeticdes dos
grupos controles, cujas células ndo sao
irradiadas por LED. No quadrante inferior
direito, trés pogos ocupados para compor as
repeticbes dos grupos experimentais, cujas
células sdo irradiadas. Fonte: Adaptado

Arquivo Pessoal

4.2 Irradiacdo com LED 630nm

Ap0s as 24 horas de sedimentacdo, iniciou-se a irradiagdo com tempo fixo de dez
segundos, variando-se a poténcia de acordo com cada grupo: G50, poténcia de 50mW,; G75, 75
mW e G100, 100mW (Figura 2). Para cada grupo foi realizada a irradiagéo em triplicata com
trés repeticdes e para o grupo controle ndo houve irradiacdo, mantendo-se, também em triplicata
com trés repeticdes. Para 0 momento da irradiacdo, o meio de cultura foi substituido por mesma

quantidade (1ml) de tampdao fosfato-salino (PBS), a fim de diminuir a interferéncia na absorgéo
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da energia. A aplicacdo ocorreu em ambiente fechado, temperatura ambiente e com minima

luminosidade. Foi utilizado equipamento LINCE com ponteira de iluminacdo de arranjo de

G75-75mW

Figura 3. Esquema representativo da composicdo dos
grupos experimentais. G50, irradiacdo com 50mwW, G75,
com 75mW e G100, com 100mW. Em todos 0s grupos o
tempo de irradiacéo foi de dez segundos. Para cada grupo,
realizou-se a experimentacdo em triplicata, com trés
repeticdes (pocos preenchidos em vermelho no quadrante
superior esquerdo). Os grupos controles estdo no quadrante
inferior direito (pogos preenchidos em vermelho). Fonte:

Arquivo Pessoal.

LED centrado em 630 nm, e area de 9,6 cm? (MMOptics, Sdo Carlos, Brasil), na forma continua,
com feixe atingindo perpendicularmente a placa com a tampa fechada. Ap6s as irradiacoes,
retirou-se dos po¢os a solucdo tampao fosfato-salina, adicionou-se o meio de cultura e as células
foram novamente incubadas nas mesmas condicOes descritas, por 24 horas. Posteriormente, as
culturas de células foram avaliadas pelo método de MTT (Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol)-
2,5-difeniltetrazélio]).

4.3 Avaliacéo da viabilidade celular pelo método MTT

O teste de avaliacdo da citotoxicidade foi realizado para 0s grupos experimentais e

controles, 24 horas apds o procedimento de irradiacdo de G50, G75 e G100. Para todos os
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grupos foram realizadas trés repeticdes e em triplicata. Para a realiza¢do do teste, preparou-se
a solucdo de MTT (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo, U.S.A.), diluindo-se 5mg do sal em
ImL de PBS que foi posteriormente filtrada em filtro Millipore 0,22 um estéril. Em seguida,
apos a observacdo das placas de 96 pocos ao microscopio invertido, e visualizadas as condicoes
celulares, adicionou-se, em cada pogo, 20 uL da solugdo de MTT. As placas foram mantidas na
incubadora por seis horas, em seguida foi adicionado em cada pogo 60 puL de SDS 10% (dodecil
sulfato de sdédio) para a solubilizacdo dos cristais formados. Apos 24 horas da adi¢do do SDS,
as placas foram removidas da incubadora e o conteido dos pocos transferidos para nova placa
para a quantificacdo da densidade Optica em espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de
550 nm (Figura 4).

7T N
Adicionar solugao Incubar para formacio dos
MTT (5mg/mL): cristais de Formazan

Leitura da absorbancia

Figura 4. Esquema representativo do teste MTT. Fonte: Google Imagens

4.4 Avaliacdo da producdo de Oxido Nitrico (NO)

A quantificacdo de NO produzido pelas células foi determinada pelo acimulo de nitrito
no sobrenadante da cultura de células por meio da reacdo de diazotagcdo com o reagente de
Griess (Sigma Aldrich). Para isto, foram transferidas aliquotas de 50 pL do meio de cultura que
estava em contato com as células em duplicata para outra placa de cultura de 96 pocos, seguido
pelo reagente de Griess (0,05% N-1-naphthylethylenediamine dihydrochoride, 0,5% de
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sufanilamida em 2.5% de &cido fosforico) adicionado na mesma proporgao. Apds a incubagéo
por dez minutos, em temperatura ambiente e auséncia de luz, determinou-se a concentragao de
NO por meio de espectofotometria a 550 nm (Synergy H1-Biotek). A concentracdo foi
calculada a partir de curva padrao de nitrito de sodio (1,5625 uM a 100 uM). Para os grupos de
células irradiadas, realizou-se a quantificacdo em triplicata, com trés repeticdes e comparou-se
com os grupos controles em triplicata e trés repeticdes (PANSANI, 2015) (Figura 5).

50 uL de Reagente de Griess
distribuidos na placa de 96 pogos

Leitura da absorbancia

Figura 5. Esquema representativo da reacdo de diazotagdo com o reagente de Griess. Fonte:

Google Imagens.

4.5 Avaliacéo da sintese de colageno

Para esta andlise foram realizados 0os mesmos procedimentos de cultivo celular dos
fibroblastos, e irradiacdo de G50, G75 e G100. Porém, ap0s as irradiacOes, retirou-se a solucéo
PBS e adicionou-se o meio de cultura sem soro fetal bovino e incubou-se as placas nas mesmas
condigdes anteriores por sete dias, sem realizacdo de troca de meio.

Os ensaios foram realizados em triplicata com trés repeticdes e 0s grupos controles ndo
sofreram irradiacdo. Em seguida, ap6s o periodo de incubagdo, o meio de cultura foi coletado
e armazenado a - 20°C para posterior analise. Para tanto, 500 pL do meio de cultura em contato
com as células foram transferidos para tubos contendo 0 mesmo volume da solugéo de Direct
Red em acido picrico saturado (0,1%), e incubados por uma hora, sob agitacdo a 400 rpm em

banho seco a 25° C. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos, o
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sobrenadante descartado e adicionados 300 pL de acido cloridrico 0,01 M. Os tubos foram
centrifugadas novamente (12.000 rpm/10 min), o sobrenadante descartado e adicionado 30 uL.
de hidréxido de sodio 0,5 M para solubilizar o material precipitado. Os espécimes foram
submetidos a analise de absorbancia em espectrofotdmetro a 550 nm. A porcentagem de sintese
de colageno para cada amostra foi calculada com base nos valores medios de absorbancia do
grupo controle (BARROS, 2017) (Figura 6).

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

ILeitura da absorbancia

Figura 6. Esquema representativo da adi¢do do corante da avaliagdo da sintese de colageno. Fonte:

Google Imagens.

4.6 Analise estatistica

Os valores foram verificados e analisados utilizando ANOVA ao nivel de significancia
de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao da viabilidade celular pelo método MTT

A avaliacgdo da viabilidade pelo teste MTT demonstrou que o LED nas poténcias de 50,
75 e 100 mW, irradiado por 10 segundos, ndao proporcionou a morte dos fibroblastos L929, apos
24, 48 e 72 horas da irradiacdo. Nao houve diferenca significativa entre o grupo controle, G50,
G75 e G100 (Tabela 1).

Tabela 1. Viabilidade de fibroblastos L929 ap6s irradiac@es por LED

Viabilidade (%)
Perfodo C G50 G75 G100

24 98,01 +1,09% 100,06 £1,00" 99,50 +0,09* 99,80 + 0,74
48 99,00 £ 0,45%% 99,00+ 1,004 100,00 + 0,56 100,00 + 0,41
72 99,79 £ 1,004 100,60 £0,97* 99,00+ 0,85" 99,96 + 0,85%

Valores apresentados em média + desvio padréo.
Valores com letras mailsculas iguais ha mesma coluna ndo diferem estatisticamente. Valores com
letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente.

5.2 Avaliacédo da producéo de Oxido Nitrico (NO)

Os resultados da producéo de nitrito pelos fibroblastos demonstram que houve diferenca
significativa em 24, 48 e 72 horas entre o grupo controle e os demais grupos experimentais, que
apresentaram médias superiores. No entanto, nos mesmos periodos ndo houve diferenca
significativa entre G50, G75 e G100. (Tabela 2).
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Tabela 2. Producéo de nitrito por fibroblastos L929

Producao NO (%)
Periodo C G50 G75

24 100,00 + 1,00A* 107,00 + 1,92A° 110,00 + 1,50"°
48 99,00 + 1,70 112,40 +0,94”° 114,00 + 1,007°
72 101,09 + 1,00A* 113,00 + 1,07 115,23 + 0,70"°

G100

112,00 + 0,71AP
114,00 + 0,99AP
115,06 + 0,45AP

Valores apresentados em média * desvio padréo.

Valores com letras mailsculas iguais ha mesma coluna ndo diferem estatisticamente. Valores com
letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente. (ANOVA, p > 0,05).

5.3 Avaliacéo da sintese de colageno

Em relagdo a produgdo de coldgeno, houve diferenca significativa (p < 0,05) entre o

grupo controle e 0s grupos experimentais em 24, 48 e 72 horas. Os grupos irradiados

apresentaram producdes superiores ao grupo controle e diretamente proporcionais as poténcias

utilizadas (Tabela 3).

Tabela 3. Producéo de colageno por fibroblastos L929

Producéo de colageno (%)
Periodo C G50 G75

24 100,00 + 1,00 175,00 + 1,00 189,00 + 1,604°
48 102,05 + 0,512 173,08 + 1,30”° 188,00 + 1,08*¢
72 105,00 + 1,00 179,00 + 0,98%° 193,00 + 1,508¢

G100

197,00 + 1,50Ad
195,07 + 1,20Ad
200,76 + 0,258

Valores apresentados em média + desvio padrao.

Valores com letras maiUsculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente. Valores com
letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente. (ANOVA, p > 0,05).
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6. DISCUSSAO

O reparo tecidual é um processo continuo onde as moléculas, células teciduais e
sanguineas se organizam tentando reestabelecer a homeostasia do tecido injuriado. Para que o
processo seja uUm Sucesso, € necessdrio que 0s eventos ocorram de forma coordenada
(homeostasia, inflamacéo, proliferagéo, remodelagéo do tecido), finalizando com a reparacéao
tecidual. A capacidade de reparo tecidual depende de fatores intrinsecos do tecido, como taxa
de vascularizacdo, de repitelizacdo, de renovacdo do tecido conjuntivo, e a contribuicdo de
fatores extrinsecos (PANSANI, 2015). Para auxiliar e potencializar principalmente como fator
extrinseco, a fototerapia se tornou uma alternativa para os estudos in vivo e in vitro.

A TFBM é amplamente utilizada em diferentes tipos de culturas celulares como recurso
biomodulatorio, destacando entre seus efeitos a cicatrizacao de feridas e a estimulacéo celular,
in vitro. A partir disso, nota-se a relevancia dos estudos in vitro, trazendo como principal
vantagem, o fato de poder isolar uma parte especifica do processo (ALMEIDA, 2016).

A escolha do cultivo celular, utilizando-se da linhagem L929 de fibroblastos de
camundongos, com respaldo na literatura cientifica, se mostrou de facil cultivo, manejo e com
custos acessiveis. Além disso, as normas laboratoriais, preconizadas como adequadas para o
cultivo de células foram de grande valia para que houvesse confluéncia adequada sem
contaminacéo, permitindo qualidade aos experimentos realizados. Os métodos de avalia¢do da
interacdo da luz LED com fibroblastos foram de execucéo relativamente simples, demandando
treinamento basico dos protocolos, bem como das normas do laboratério.

O equipamento utilizado para a irradiacdo € portatil, ocupa pouco espago e nado
apresenta complexidade na programacdo dos parametros. Possui também, um dispositivo que
permite aferir a poténcia selecionada, por meio de sensor, garantindo a qualidade do
procedimento. E necessario ressaltar que sua utilizacdo experimental ou clinica é plausivel, uma
vez que cumpre os requisitos de portabilidade, seguranca e manuseio. A selecdo dos parametros
também se mostrou adequada, mesmo que ndao ha& na literatura parametros definidos em
consenso pela experimentacdo por outros pesquisadores. Neste quesito, pode-se afirmar a
positividade destes parametros pelos resultados que demonstraram que ndo houve
citotoxicidade, bem como otimizou a producéo de oxido nitrico e colageno pelos fibroblastos.

Os aparelhos que emitem a luz LED vém conquistando espa¢o no mercado e também

na area medica, odontoldgica e estética. Cada vez mais tém-se discutido sobre as diferencas
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entre o laser e 0 LED, ja que, a fotobiomodulagdo por estes dois emissores de luz apresenta
resultados semelhantes e promissores. Diante disso, varios estudos vém comparando a eficacia
desses dois tipos de luz, de acordo com suas caracteristicas especificas. Alguns justificando a
utilizacdo do LED devido ao menor custo, portabilidade e seguranca.

Oliveira et al. (2012), realizou um estudo comparando laser e LED, no qual utilizaram
como modelos experimentais ratos anémicos e saudaveis distribuidos em grupos a serem
submetidos a irradiacdo de luz vermelha laser e LED. Ao final do estudo, os resultados
demonstraram que o laser promoveu melhor resposta nos fibroblastos de ratos saudaveis,
enquanto a luz LED promoveu melhores resultados nos fibroblastos de ratos anémicos. Neste
estudo, optamos pela utilizacdo do LED, visando a obtencé&o de resultados que contribuam com
comunidade cientifica inerentes a parametros do aparelho, ja que, existe ainda, uma escassez
consideravel de trabalhos que melhorem os protocolos de irradiacao das culturas in vitro e que
sugerem os melhores pardmetros para obter respostas positivas nas células em cultura.

Em relagdo a aplicagdo do LED vermelho 630nm, com poténcias variando em 50, 75
e 100 mW, durante dez segundos, observou-se que ndo houve influéncia da irradiacédo e da
poténcia na letalidade dos fibroblastos da linhagem L929, conforme demonstrado pelos ensaios
de viabilidade celular pelo método MTT. Os resultados encontrados nos ensaios de viabilidade
celular demonstraram que os fibroblastos irradiados cresceram normalmente como as células
do grupo controle, ndo havendo morte e nem aumento da viabilidade celular relacionada a
irradiacdo e nem a poténcia utilizada. Outros autores observaram efeitos semelhantes da luz de
LED vermelho sobre fibroblastos, onde variacbes da poténcia ndo foram citotoxicas nos
cultivos celulares, mas estimularam a proliferagdo celular (VOLPATO, 2011; FERREIRA et
al., 2013). Michel (2016), em uma pesquisa onde comparou os efeitos da fotobiomodulagéo
laser e LED em fibroblastos gengivais oriundos de pacientes com sindrome de Down, o LED
637 nm utilizado para as irradiacGes também ndo causou a morte dos fibroblastos em questéo.
Assim, os resultados deste trabalho corroboram com outros pesquisadores, reafirmando a
manutencdo da viabilidade dos fibroblastos submetidos & luz LED vermelha. Além disso,
demonstra que os parametros selecionados, com aumentos crescentes da poténcia em tempo
fixo de dez segundos ndo ocasionaram danos severos a ponto de matar as células.

Além de ndo serem letais aos fibroblastos irradiados, os parametros utilizados para o
LED demonstraram interferéncia positiva na producdo de oxido nitrico. Houve diferenca

significativa entre o grupo controle e os grupos irradiados, nos quais a irradiagdo promoveu
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aumento na producdo de NO. Porém, apesar de ocorrer maior produgdo de NO nos grupos
irradiados em relagdo ao controle, ndo foi encontrada nenhuma interferéncia das poténcias
utilizadas sobre a producdo de NO entre os grupos irradiados, ou seja, o resultado foi
independente da poténcia.

O oxido nitrico promove atenuagdo o processo inflamatério e acelera o processo de
cicatrizacdo estimulando a neovascularizagdo e a cicatrizagdo, por meio da producdo de
colageno (PARIHAR, 2003). Neste sentido, foi demonstrado, anteriormente, que a inibicéo da
sintese de NO proporciona reducdo acentuada da deposicdo de coladgeno, consequentemente
fragilizando o processo de cicatrizacdo (SCHAFFER, 1997; RAY, 2006).

Os mecanismos envolvidos nas diversas a¢Ges do Oxido nitrico ainda ndo s&o
totalmente conhecidos, porém, em relacdo a sua a¢do no processo inflamatorio esta descrito que
sua inibicdo promove nas células endoteliais, reducdo nos niveis de GMPc, interrompendo a
defosforilagdo dependente de GMPc da cadeia de ocasionando contracdo das células endoteliais
e aumento da permeabilidade microvascular. A inibicdo do NO também proporciona aumento
nos niveis de oxidantes que ativam mastdcitos a degranularem, contribuindo para o aumento da
permeabilidade vascular. (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). No entanto, como descrito por
Salvemini et al. (1996), o NO é um potente vasodilatador e seu envolvimento na resposta
inflamatoria pode ter relacdo com sua habilidade em aumentar a permeabilidade vascular e o
edema através de mudancas no fluxo sanguineo local e do aumento na producdo de
prostaglandinas pro-inflamatdrias. Apesar de contraditorios os efeitos do NO no processo
inflamatdrio, ha indicios de efeitos antagbnicos dose dependentes (OBAYASHI et al., 2006).

Neste estudo, os resultados encontrados apés as irradiacdes da luz vermelha LED,
demonstram que, nos parametros selecionados, houve a estimulacao dos fibroblastos L929 e
uma tendéncia a estimular a producdo de NO pelos préprios fibroblastos, indicando
interferéncia metabolica nestas células.

Acreditamos que a a¢do do Oxido nitrico nos fibroblastos também esta relacionada
com a producdo de colageno de acordo com os resultados de alguns estudos. Witte et al., 2000
que obtiveram resultados onde a presenca de 6xido nitrico otimizou a producdo de colageno
pelos fibroblastos.

A producdo de colageno também foi estimulada neste experimento, cujos resultados
mostraram que a irradiacdo dos fibroblastos proporcionou aumento significativo em relacao

ao grupo controle, corroborando com os resultados de PARK; HONG, (2015). Além disso, a
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producéo de coldgeno foi aumentando consideravelmente com o aumento da poténcia, sendo
G100 o grupo que apresentou o resultado mais expressivo na producdo de colageno, quase
100 % maior que o grupo controle. Entretanto, todos os grupos irradiados produziram mais
colageno em relacdo ao grupo controle, e em relagdo ao grupo de menor poténcia,
demonstrando que a producdo de colageno neste caso foi dependente da poténcia utilizada,
quanto maior a poténcia maior a producdo de colageno.

A diferenca significativa em relacdo a producao de colageno também foi encontrada
nos diferentes tempos apos as irradiacGes. Neste caso, 72 horas ap0s serem submetidas a
ledterapia os fibroblastos produziram mais coldgeno em relagdo a 24 e 48 horas depois. Esse
resultado ndo foi encontrado no grupo controle, demonstrando influéncia positiva da luz LED
sobre a producdo de colageno, principalmente 72 horas ap0s as irradiacdes.

Apesar dos mecanismos de influéncia do NO na producéo de coldgeno ndo serem
totalmente esclarecidos, bem como as quantidades e limites que causam efeitos contrérios,
inibindo a producéo de colageno foi atribuido o efeito do NO na otimizacdo da etapa de pds-
traducdo do colageno (WITTE et al., 2000; PARK et al., 2013 MAMALLIS et al., 2016;).

Ja se sabe que a luz vermelha de uma maneira geral tende a estimular tecidos e
células, e por esse motivo é indicada para cicatrizacao tecidual com fortes evidéncias. Quando
ainteracéo da luz com as células ocorre de forma adequada, iniciam-se estimulos mitocondriais,
sintese de ATP e producdo de proteinas como colageno e elastina (BUCHHOLZ; WALT,
2013). O gque ndo sabemos ao certo, sdo 0s parametros a utilizar para que ocorra estimulos de
crescimento e aumento do metabolismo celular sem provocar danos e morte das células. A
partir destes resultados, podemos afirmar que os achados deste estudo sdo promissores, ja
que, além de aumentar a producdo de NO e colageno, interferéncia positiva no metabolismo

celular, a luz LED vermelha nas poténcias utilizadas ndo causou danos as células.
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7. CONCLUSAO

Nas condicdes de realizacdo deste trabalho conclui-se que a irradiacdo da cultura de
fibroblastos L929 por LED vermelho 630 nm, nas poténcias de 50, 75 e 100 mW durante dez
segundos, nao ocasionou morte celular, estimulou a produgéo de 6xido nitrico em 15% e do
coldgeno em 100% a mais que o grupo ndo irradiado com relacdo direta das poténcias
utilizadas.

Neste sentido, apesar de serem necessarios estudos adicionais para esclarecer os
mecanismos bioquimicos envolvidos no estimulo da producdo de 6xido nitrico e colageno,
pode-se afirmar que houve aumento do metabolismo dos fibroblastos, com consequente

aumento da sintese das moléculas estudadas.
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