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RESUMO

O uso de laseres de baixa poténcia tém sido recomendado por muitos autores no
tratamento de Ulceras ou feridas afim de acelerar o processo de cura, no entanto a
literatura € muito conflitante com relacdo aos efeitos do laser neste processo, sendo
dificil deidentificar efeitos especificosdo laser porque muitos fatores sdo rel evantes no
processo de cura das feridas e muitas variaveis modificam o efeito do laser nos tecidos.
A utilizacdo do laser em culturas de células visa a compreensdo do mecanismo da acéo
do LBP, em sistemas biol 6gicos.

Em nosso trabalho irradiamos células CHO-K1 com baixa poténcia e
obtivemos um efeito bioestimulador do grupo irradiado em relagdo ao grupo controle,
onde identificamos quais os efeitos produzidos em estruturas celulares de células
fibroblasticas durante um processo bioestimulador com marcadores especificos para
mitocondrias (JC-1), nucleo (DAPI) e citoesquel eto (rodamina —faloidina).

A fluorescéncia usada para visualizar o nucleo da célula, nos permitiu
observar que o processo de divisdo celular foi intenso no grupo irradiado em relacéo
ao grupo controle até o quarto dia de experimento. As células irradiadas
apresentaram mudanca na conformacdo morfolégica das mitocdndrias,
identificamos que a disposicao das proteinas actinicas dos filamentos intermediarios
sofrem um perturbacéo durante o processo de irradiacdo que séo restabelecidos

completamente.



ABSTRACT

The use of low power lasers has been recomended by many authors for the
treatment of ulcer or wounds, aiming to accelerate the healing process. Meanwhile
the literature about the effects of laser in thisprocess, isvery conflicting being dificult
to identify efects of laser because many factors are relevant to the wound healing
process and many modify the effect of laser in the tissue. The use of laser in cell
culture in scarch for answers to best understand the mechanism of action of low
power laser, has been of great use.

In this work, CHO-K1 cells were irradiated with low doses and a significant
biostimulation effect of theirradiated group in relation to control group was obtained,
where we identified which are the real effects that low power laser presents in
fibroblastic cells during the biostimulation process with specific probes for
mitochondria (JC-1), nucleo (DAPI), and citoskeleton (rhodamine-phalloidin).

The fluorescence used to visualize the cells, allowed to observe that the process
of cellular division wasintensein theirradiated group in relation to the control group
up to day 4 of experiment. The irradiated cells had changes in the morfhologic
conformation at mitochondria We identified t the arragement of the actin proteins of
the intermediary filaments suffer a disturb during the process of irradiation and are
reestablished completely.
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“Uma corrida nem sempre é
vencida pelo mais ripido, mas
as vezes por aquele que

apenas se mantém nela...”

autor desconhecido1-INTRODUCAO
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Na histéria da medicina e da odontologia, a busca de procedimentos para
minimizar a dor, estimular a cicatrizacdo e regresséo de edemas, com consequiente agcao
antiinflamatdria e bioestimulagdo celular, tém feito com que cientistas pesquisem dia
apos dia objetivando descobrir algo que, de certo modo, possa atuar no 0rgado, tecido ou
célula sem causar efeitos secundarios deletérios aos tecidos circunvizinhos (DONATO
& BORAKS, 1993). O uso do laser de baixa poténcia (LBP) foi difundido no Japédo e
Europa por mais de 10 anos; despertando interesse para a odontol ogia com técnicas que
incluem diferentes aplicacOes clinicas entre elas. aceleracdo da cicatrizacdo de ferida
cutanea, remodelamento da restauracdo Ossea, normalizacdo da funcdo hormonal
anormal, atenuacdo da dor, excitacdo do lancamento da endorfina e modulagéo do
sistema imune (WALSH 1997, BASFORD et al 1996). No entanto a literatura é muito
conflitante com relacéo aos efeitos do laser nestes processos, sendo dificil de identificar
efeitos especificos do laser porque muitos fatores sdo e muitas variaveis modificam o
efeito do laser nostecidos (KIMURA et al 2000).

A palavra laser provém de um abreviatura que significa amplificacdo da luz por
acao estimulada de radiacdo. Este gerador ou laser devera conter substancias (solidas,
liquidas ou gasosas) que possuam grandes diferencas nos niveis de energia, com
tempos relativamente longo de existéncia. Varios elementos foram descobertos para a
fabricacdo de uma fonte de laser: certos solidos, cristais, semicondutores, vapores,
gases e liquidos. Cada elemento fornece uma variedade diferente de emissdes no
espectro, que atualmente cobrem a faixa espectral do ultravioleta ao infravermelho
longinquo. A estrutura de um laser a diodo, é formada por um bloco de material
cristalino semicondutor. As duas estruturas cristalinas sdo dotadas com certa
guantidade de material para que possam apresentar caracteristicas elétricas diferentes.
A emissdo pode ser na regido do vermelho e do infravermelho préximo.
(GENOVESE, 1991)

As radiacBes Opticas produzidas pelos laseres médicos tém basicamente as
mesmas caracteristicas, porém se trabalha com o laser buscando resultados clinicos
bastante especificos. A célula tem um limiar de sobrevivéncia, de acordo com a
localizacdo do tecido e seu estado fisiolégico. Quando trabalhamos respeitando esse
limiar da célula, Ihe oferecemos uma baixa intensidade de energia, que sera utilizada
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por ela de maneira que estimule sua membrana, suas mitocondrias e outras estruturas
celulares envolvidas em um processo de bioestimulagdo. Dessa forma estaremos
induzindo essa célula a biomodulagéo, ou sgja, ela trabahard buscando um estado de
normalizagao daregido afetada, isso denomina-se Laser Terapia (LOPES, 1999).

O conhecimento dos parametros opticos da pele ou da localizacdo onde serd
aplicado o laser € importante para todo o tipo de terapia a laser, pois a porcentagem da
incidéncia e penetracdo da luz sobre um determinado tecido ou célula com diferentes
laseres é um fator decisivo para a selecdo da dose de irradiacdo necesséria para se
produzir o efeito desgjado (KOLAROVA et al, 1999). A terapia com laser de baixa
poténcia devido a sua luz monocromética € capaz de aterar 0 comportamento celular
sem provocar aquecimento significante. O primeiro efeito catalogado foi sua agéo
bioestimuladora, porém a literatura menciona sua capacidade de inibir a atividade
celular. Contudo tem-se que, para se obter o efeito de bioestimulacéo € necessario uma
densidade de energia de 1 a 4 Jcnf e uma poténcia de 10mwW a 90 mW (BASFORD et
al, 1996).

1.1- Interagéo L aser-Tecido

O mecanismo da interagdo do laser com a célula foi descrito por KARU, et al
em 1988 como demonstrado abaixo. Sendo gue os incrementos de ATP mitocondrial

que se produz apods irradiacdo com laser, favorecem um grande nimero de reacOes.

ORGANELAS IMPLICADAS E
CASCATA DE RESPOSTA FOTOQUIMICA

B LUz

MITOCONDRIA - VISIVEL

REAGAO BASICA

FOTORECEPGAO
B

CITOPLASMA B
(ATP)

B

Luz TRADUGAO DE SINAL E AMPLIAGAO
MEMBRANA CELULA = INFRAVERMELHO

8 8

CITOPLASMA
(ca’)

3 FOTORESPOSTA
NUCLEo
B

PROLIFERAGAO OU DIFERENCIAGAO CELULAS OU
SINTESE DE PROTEINAS



20

A energialaser entregue ao tecido na terapia de baixa poténcia, ateraatravés de
diversas reacdes bioquimicas o metabolismo usua da regido tratada (WEI YU et al,
1997). A exposicdo dos tecidos aradiagdo laser na regido do vermelho aumenta a taxa
de formacdo do reticulo endoplasmético e do complexo de Golgi, como também o
tamanho e o nimero de mitocondrias (MANTEIFEL et al, 1997), somando-se a isto,
existe um acumulo de material fibrilar no citoplasma de fibroblastos. Estas mudancas
estdo associadas a ativagdo do metabolismo e a sintese protéica, acelerando a
cicatrizacdo (BOSATRA, 1984; VACCA et al, 1996).

A maior absorcdo do laser por estruturas celulares ocorre na regido do vermelho
visivel e no infravermelho que sdo mostrados em proteinas fotorreceptoras responsaveis
pelos efeitos bioldgicos, que ndo sdo bem conhecidas; estudos tém sugerido que alguns
elementos do sistema citocromo mitocondrial assim como porfirinas da célula absorvem
estaluz em forma de energia (KOMAROVA et al, 2000).

O laser de baixa poténcia tem sua acéo através de uma converséo foto-quimicae
a absorcdo de energia pelos fotoreceptores. Este tipo de reacdo é bem conhecida por
receptores especializados tais como rodopsina e clorofila. A absorcéo através de
moléculas ndo especializadas (moléculas que absorvem luz em certos comprimentos de
onda, sendo que a absorcdo da luz ndo é especifica) é bastante usada. A molécula que
est4 absorvendo luz, transfere esta energia para outra molécula, ativando a célula e
causando reagBes quimicas no tecido circunvizinho. Este tipo de reacdo é usado em
terapiafotodinamica (KARU 1999).

1.2- Efeitodo Laser “in vitro”

Segundo BERKI, 1988 a presenca de uma lesdo leva aqueda da concentracéo de
oxigénio e nutrientes no local, dificultando desta forma a divisdo celular. A energia do
LBP, provavel mente, é absorvida intracelularmente e convertida em energia metabdlica.

KARU, 1989 concluiu que fotoreceptores primérios sdo componentes da cadeia
respiratéria, 0 que explica a universalidade dos efeitos do LBP na estimulacdo do
metabolismo celular, dependentes da dose de luz. Em baixas doses, a irradiacdo causa

regulacdo das reagdes do metabolismo celular e com altas doses ocorrem danos
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fotodinamicos. A magnitude do efeito de bioestimulacdo depende do estado fisioldgico
dacélulaantes dairradiacdo, o que explica porque o efeito nem sempre é possivel.

Em 1999, POURREAU-SCHENEIDER et al, estudaram as modificacbes na
dindmica do crescimento e ultraestrutura dos fibroblastos humanos gengivais, apos o
tratamento com laser de Héio-Nednio onde foi observado através de microscopia
eletrbnica de transmissdo, que a irradiacdo com laser de baixa poténcia promoveu
crescimento e hiperplasa mitocondrial, desenvolvimento de microfilamentos
citoplasméticos e da matriz perinuclear.

NARA et al, 1990 estudaram cultura de fibroblastos pulpar humano com dose
aplicada de 0,02 a2 J /en? e 0,05 W/ cnf com laser de Arseneto de Gélio Aluminio
(As-Ga-Al), comprimento de onda de 900nm e obtiveram um aumento da proliferacéo
celular quando as densidades de energias depositadas estavam entre 0,04 e 0,20 J /cnt.

Segundo FRESHNEY, 1990 o estudo in vitro tem sido muito utilizado devido a
facilidade de padronizacdo da amostra, cujo controle de pH, temperatura, pressao
osmética, tensdo de CO, e de O, podem ser obtidos de maneira precisa, aém de
conseguir amostras homogéness; contudo eistem dificuldades em elaborar protocolos
vidveis para as células uma vez que elas precisam de ambiente estéril e asséptico para
sua sobrevivéncia.

Em 1991 FRIEDMANN et al, em seus experimentos descreveram um
mecanismo capaz de responder a acdo estimulante do laser de He-Ne (I = 632 nm)e o
diodo laser ( =780nm), com baixa poténcia em cultura de células. A irradiacéo laser
intensifica o gradiente eletroquimico transmembrana na matriz mitocondrial. A
eficiéncia da forca do préton ocorre devido a alta concentracéo de calcio encontrado na
matriz mitocdndrial de fibroblastos irradiados, aumentando a proliferacdo das células
cultivadas e a producdo de colageno tipo 1. A densidade de poténcia e o tempo de
exposicao ao laser de He-Ne sdo fatores importantes, assim como a dose de energia total
em fotobiomodulacdo de fibroblastos humanos in vitro. O tempo de exposicdo e
densidade de poténcia, determinam o efeito da irradiacéo laser, ocorrendo uma inibicéo
ou excitacdo podendo ser observado com o mesmo laser e as mesmas células (VAN
BREUGEL 1992). A irradiagdo com laser He-Ne aumenta o nivel de adenosina
trifosfato (ATP) em células Hel a, desta forma aumentando a monocamada de células,
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fazendo com que as mesmas cheguem a um crescimento confluente mais rapidamente
( KARU 1995).

LUBART et al, 1993 observaram o €efeito de varios comprimentos de onda na
proliferacéo de fibroblastos e obtiveram que a luz laser com comprimentos de onda de
540nm e de 600nm a 900nm acelerou significativamente a mitose dessas cédlulas,
aumentando desta forma a vel ocidade de producéo do colégeno e fibroblastos.

HRNJAK et al, 1995 verificaram a bioestimulagdo em culturas de fibroblasto
embrionario humano, com dose Unica do laser de He-Ne continuo com densidade de
energia de 0,5; 1 e 2¥cnf. SKINNER et al, 1996 observaram em seu experimento uma
bioestimulacdo no metabolismo do coldgeno em cultura de fibroblasto embrionério
humano irradiado. A producdo do procolageno de fibroblasto foi monitorada pela
sintese de 3H (hidroxiprolina) e replicacdo do &cido dexorribonucléico (DNA) que
foram acompanhados pela incorporacéo de timidina Os autores obtiveram uma
significante estimulag&o na funcdo fibrobléastica com doses baixas 0,99 e 0,52 Jenft,
com laser pulsado de baixa poténcia de Arseneto de Galio (AsGa).

Rigau, em 1996 estudou o efeito de um laser Argon:Day emitindo comprimento
de onda em 633nm no comportamento e na morfologia de fibroblastos de linhagem
primaria em cultivo. Trabalhou com um aparelho com poténcia Optica de saida de
38mW, com fluéncia de 2J/cn?. A autora verificou que esse tipo de laser induziu vérios
efeitos bioldgicos nos fibroblastos dos grupos irradiados como: formacéo de colbnias,
movimento de quimiotaxia e quimiocinética.

Estudos com células in vitro tém obtido resultados inconsistentes com relacéo
aos efeitos do laser a nivel bioquimico. Fibroblastos séo as células mais amplamente
testadas no estudo dos efeitos biol dgicos dos laseres de baixa poténcia, pois um possivel
efeito bioestimulante nessas células implicard em efeitos relevantes em vérias patologias
(KIMURA et al, 1997).

Em estudos utilizando radiacdo emitida por um diodo laser (I = 60nm) sobre
duas linhagens primérias de fibroblastos humanos, uma origindria de tecido normal
outra de cicatriz hipertréfica, WEBB et al, 1998 demonstraram um significativo
aumento na proliferacdo celular de fibroblastos da linhagem normal em relacéo aos

controles ndo irradiados, utilizando densidade de energia de 2,4 e 4 Jcn.
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LOPES et al, 1999 observaram uma proliferacdo significativa para cultura
primaria de fibroblastos de gengiva humana, cultivados com “déficit” nutriciona e
irradiados comparados com os grupos controle cultivados com 0 mesmo meio e néo
irradiados.

GROSSMAN et al, 2000 obtiveram um efeito proliferativo utilizando densidade
de energia entre 0,45 a 0,95 Jcnt com um diodo laser (780nm ) em queratindcitos
cultivados.

A acdo do laser de He-Ne (180 mJcnt ) sobre células CHO associada com
polygem (6ng/ml), uma proteina animal, cujos ingredientes ativos sdo uma combinagédo
de Horménio de Crescimento (GH), Fator de Crescimento Epitelial (EGF), Fator de
Crescimento-a (TGF-a), Fator de Crescimento Acido—Fibroblasto (FGF) entre outros
fatores de crescimento, demonstrou aumento significativo no nimero médio de colénias
das células CHO (FAROUK 2000).

1.3- Organelas Citoplasméticas

1.3.1 - MitocOndria

As mitocdndrias, presentes em todas as células eucariontes, sdo organelas
envoltas por dupla membrana e conversoras de energia para forma utilizavel no
direcionamento das reacOes celulares. S80 organelas responsaveis por ocupar uma
fragdo expressiva do volume celular total de modo geral. Descreve-se normamente as
mitocondrias como cilindros rigidos e alongados, com didametro compreendido entre 0,5
e 1 mm; sdo ainda moéveis e plasticas, variando constantemente sua forma, fundindo-se
umas com as outras e se sgparando novamente. Do tamanho aproximado de uma
bactéria, a mitocondria é a usina elétrica da célula eucaridtica e gera energia pela
combinacdo do oxigénio a moléculas dos alimentos sob forma de ATP (ALBERTS et
al,1997).
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7

A mitocondria € congtituida por dois compartimentos, delimitados por
membrana externa e interna, a qual se projeta para dentro da cavidade mitocondrial
formando invaginagbes denominadas cristas mitocondriais. A camara interna da
mitocdndria € preenchida pela matriz mitocondrial que é homogénea, mas em aguns
casos apresenta material filamentoso delgado e pegquenos granulos de ata densidade que

seligam a0 Mg®* e o C&* (Figura 1).

MEMBR AMA EXTERMA ESPAGD INTRAMEMBRANAR

: g MEMBRANA INTERNA

L

Figura 1. Esquema da Mitocondria: estrutura cilindrica que possui material genético proprio DNA e é

responsavel pelaproducéo de energianaformade ATP. Biology Raven, 1992.

Mergulhados na matriz encontram-se 0s ribossomos, todas as enzimas solUveis
envolvidas no ciclo de Krebs, aém do DNA e da maguinaria para a sintese de proteinas.
Os componentes relacionados a cadeia respiratdria e a fosforilagdo oxidativa para a
sintese de ATP, utiliza a energia fornecida pela transferéncia de elétrons durante a
respiracdo aerdbica, bem como proteinas transportadoras especificas envolvidas na
penetracdo de metabdlitos como ADP (adenosina di-fosfato), ATP e fosfato (GUYTON
et al, 1997).

As mitocondrias estdo presentes em todas as células, com excecdo dos eritrocitos
e dos queratinécitos terminais, onde se perderam por autofagia. As mitocondrias contém
0 sistema enzimético que gera ATP através do ciclo de Krebs e fosforilacdo oxidativa.
As células que gastam grande quantidade de energia, como as dos musculos estriados
ou dos tubulos renais, tém grande nimero de mitocdndrias. Além da producgéo de ATP,
as mitocodndrias também funcionam de forma a regular a concentracéo de certos ions do
citosol, como Mg* e o Ca®* funcdo que compartilham com o reticulo endoplasmético
(ROSS et al, 1993).
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A conformagcdo interna das mitocondrias pode variar entre dois estados
extremos. Quando a concentracdo externa de ADP é baixa, ou a cadeia respiratéria é
inibida, as mitocondrias encontram-se no estado ortodoxo, conformagéo encontrada nos
cortes de tecidos. Neste caso, a matriz ocupa quase toda a mitocondria e a camara
externa € peguena. No entanto se ADP é adicionado a0 meio, produz uma subita
contragdo do compartimento interno, chamado estado condensado, que corresponde a
uma mitocondria fosforilando ativamente. Essas alteragoes devemse ao fato de que a
respiracao celular e a fosforilagdo ndo geram somente ATP, mas também H,O, que se
acumula na camada externa (ALBERTS et al, 1997).

1.3.2- NUcleo

O nlcleo é separado do citoplasma por um envelope consistindo de duas
membranas. O conteido nuclear se comunica com o citosol por meio de aberturas — 0s
poros nucleares. O DNA, em uma célula eucaridtica, esta seqiestrado no nucleo, que
ocupa em torno de 10% do volume celular total. Os poros nucleares operaram com um
mecanismo de transporte seletivo para as proteinas do RNAS que sdo excessivamente
grandes para se difundirem através desses canais. (ROSS et al, 1993)

O envelope é diretamente conectado a extensa rede de membranas do reticulo
endoplasmético e é sustentado por duas redes de filamentos intermediarios. uma,
chamada de |amina nuclear, que forma um envoltorio fino, subjacente aface interna da
membrana nuclear, enquanto o outro, menor, regularmente organizado, envolve a
membrana nuclear externa (ALBERTS et al 1997).

As células se dividem através de dois processos (mitose e meiose) que Ssao
fundamentalmente diferentes. A mitose € um processo de divisdo celular pelo qua as
células sométicas se dividem, garantindo que cada célula filha receba um conjunto de
células diploide, exatamente como o da célula mae. Na meiose o processo da origem a
um gameta com metade do material genético (ROSS et al , 1993) (Figura 2).
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MUCLECLSD

Figura2- Esquema da estruturado nlcleo , 0 DNA esta sequiestrado no nticleo. Raven Biol ogy, 1992.

1.3.3- Citoesqueleto

Nas células eucaridticas superiores, devido aespecializacdo e acomplexidade de
suas estruturas internas, existe a necessidade de manté-las em locais apropriados no
interior da célula e também controlar seus movimentos. Devido a este fato, as células
eucarioticas possuem um esqueleto interno denominado citoesguel eto, que da a forma &
células, organizando as estruturas celulares e transportando-as de uma parte aoutra da
célula. O citoesqueleto € composto de uma rede de filamentos de proteinas, sendo os
filamentos de actina e microtibulos 0os mais importantes. Os filamentos de actina,
permitem as células eucaridticas individuais se deslocarem, e participarem ativamente
na contracd muscular em animais. Os microtUbulos sd0 0s principais geradores da
forca em cilios e flagelos que sdo longas projectes da superficie celular, em forma de
chicote, que servem como instrumento de propulsdo. O préprio interior da célula esta
em constante movimento e o citoesqueleto fornece a maguinaria para 0Ss movimentos
intracelulares, como o transporte das organelas de um lugar para outro, a segregacéo dos
cromossomos has duas células-filhas durante a mitose e a separacdo das células animais
durante adivisdo celular (ALBERTS et al 1997) (Figura 3).
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MICROTUBLLOS

Figura 3 : Esquema do citoesquel eto: responsavel por controlar os movimentos dacélula. Biology Raven,
1992.

1.4- Microscopia de Fluoréscencia

O microscopio de fluorescéncia é semelhante a um microscopio éptico comum,
exceto gque a luz utilizada, passa por dois conjuntos de filtros, um parafiltrar aluz antes
dela atingir a amostra e outro para filtrar a luz obtida da amostra. O primeiro filtro é
selecionado de forma a permitir apenas a passagem de comprimentos de onda que
excitem o corante fluorescente, enquanto o segundo filtro blogueia a passagem daqueles
comprimentos de onda diferentes dos emitidos pelo corante. Um composto iluminado
com determinado comprimento de onda é visualizado através de um filtro, permitindo a
passagem de luz do comprimento de onda de emisséo (ALBERTS et al 1997).

Uma caracteristica importante desta técnica é a melhoria da qualidade da
amostra, com a diminuicdo de dano a estrutura celular. Para tanto sdo utilizados
marcadores fluorescentes especificos para os mais diversos fins como, marcacdo de
organelas e até atividades metabdlicas. A microscopia de fluorescéncia tem
possibilitado adquirir informagdes sobre a organizacdo e a dindmica de estruturas
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celulares, havendo portanto alguns fatores limitantes em estudos bidimensionais com a
utilizacdo de dupla marcacéo para estudos de interagdo, ligacdo e associagdo de
proteinas, lipideos, enzimas, DNA (écido dexoribonucléico) e RNA (écido ribonucléico)
(HERMAN et al 1993).

Contudo a fluorescéncia provou ser uma ferramenta versdtili para um vasto
campo de aplicacbes, podendo ser utilizada no estudo de interacbes moleculares em
quimica analitica, bioquimica, biologia celular, fisiologia, nefrologia, cardiologia, foto-
quimica e ciéncia ambiental. Ela € uma técnica ndo invasiva, que apresenta vantagem
em relacdo a outros métodos de investigagdo, pois sua sensibilidade, rapidez e
seguranca para a obtencdo dos resultados ndo afetam as amostras durante 0 processo
(REICHMAN 2000).

As substancias fluorescentes gozam da propriedade de emitir luz quando excitadas por

radiacOes de certos comprimentos de onda. Com a utilizac&o de corantes fluorescentes €
possivel identificar certas substancias ndo fluorescentes normalmente presentes nas
células (JUNQUEIRA & CARNEIRO 2000). Andlises revelam  que moléculas
fluorescentes absorvem luz em um determinado comprimento de onda emitindo um
comprimento de ondamaislongo (REICHMAN 2000; ALBERTS et al 1997).

1.5- Mar cador es Bioldgicos Fluor escentes

15.1-JC-1

O JC-1 é um marcador especifico para mitocondria e consiste de uma sonda
lipofilica que nos permite analisar o potencial de membrana devido a intensidade de
fluorescéncia, bem como a atividade mitocondrial através de sua conformagdo
morfoldgica. As mitocdndrias sdo sensivels a irradiagcbes com varios comprimentos de
onda de luz visiveis, sendo que a ativacdo do consumo do oxigénio acarreta mudancas
nas propriedades eletroquimicas, bioquimicas e Opticas de mitocondrias isoladas
(KARU, 1999).

Andlise do potencial de membrana mitocondrial, usando densidades separadas
de fragbes de eritrécitos submetidos a uma situacdo de estresse, através de

citofluorimetria apds incubacdo com JC-1, um marcador fluorescente especifico para
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mitocOndria, mostrou um decréscimo significativo do potencial bem como o efeito
oxidativo com aumento na densidade celular (DEDQV et a, 2001).

MANTEIFEL et al 1997, observaram alteragbes ultraestruturais em
mitocOndrias de linfécitos humanos irradiados com laser He-Ne com densidade de
poténcia de 56Jcnt , sendo que houve um aumento de 20% no ndmero de perfis
mitocdndriais na seccdo celular sem aumento em sua &rea total e que o nimero de
mitocondrias foi reduzido.

A utilizagdo de JC-1 na avaliagcdo do potencial de membrana de mitocondrias de
células CHO, irradiadas com laser diodo Arseneto de Gaio Aluminio (Ga-Al-As), | =
635 nm e poténcia de 10mJcnf , permitiu identificar ateragBes na morfologia e
funcionalidade desta organela. (BORTOLETTO, 2001; MOREIRA, 2001).

1.5.2- DAPI

A condensacdo da cromatina e a fragmentacdo do nicleo foram estudadas
através da coloracdo com DAPI que é um marcador fluorescente especifico para o
nucleo este marcador nos possibilita visualizar o processo mitético celular.

A irradiacdo com laser de He-Ne causa aumento da freqiiéncia de aberractes
cromossdmicas em células diplGides de fibroblastos humano pois a irradiacdo com o
laser semicondutor comprimento de onda 632 nm e 660nm aumenta a quebra de DNA.
Porém estes laseres ndo causam mutagdes através da acdo direta no DNA, a energia
destes laseres é bem inferior, para causar rupturas nas ligaces covalentes da molécula
(KARU et al, 1999).

A condensacdo da cromatina e a fragmentagdo do nicleo podem ser estudadas
morfologicamente pela coloragdo com DAPI (4, 6'- diamidino, 2’ phenylindole- 5nM;)
utilizando microscopia de fluorescéncia. Desta forma LAMBOLEY et al 2000, em seu
trabalho observou varios agentes indutores de apoptoses em dois tipos de hepatdcitos,
em hepatoma humano (Hep3B) e hepatdcitos normais de rato.

Dependendo da concentracdo das células em culturas, obtémse um efeito
bioestimulativo; segundo HSIN-SU et al 1996, o efeito do laser de He-Ne com
densidade de energia de 1,5 Jenf em queratindcitos humanos induz a producdo de
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interleucina 1a e 8 (IL-1a e IL-8) ocorrendo um aumento significativo nos niveis da

IL-1a elL-8 em relagéo ao grupo nédo irradiado.

1.5.3- Rodamina—Faloidina

Para a marcacéo dos filamentos intermediarios do citoesqueleto, utilizamos da
rodamina-faloidina e com parametros de intensidade de fluorescéncia podemos observar
a organizacao e a dinamica do citoesqueleto. Para identificagdo do citoesgueleto varios
marcadores fluorescentes podem ser utilizados, dentre eles a faloidina rodamina. A
marcacdo fluorescente de actina € uma importante ferramenta para a investigacdo da
dindmica do citoesqueleto in vitro. Sondas moleculares, fluorescentes derivadas de
falotoxinas marcam seletivamente filamentos de actina-F, tendo a vantagem de serem
sollveis em &gua. Este fluoréforo permite marcar cultura de células integras com
rompimento minimo das células. As falotoxinas apresentam afinidade por filamentos
grandes e pequenos apresentando vantagens adicionais sobre o0s anticorpos tais como: 1)
as propriedades de ligacdo ndo mudam com a variabilidade de espécies diferentes,
inclusive plantas e animais; e 2) sua marcacdo ndo especifica € desprezivel, assim o
contraste entre areas marcadas e ndo marcadas € altamente puro (DEDQV et al, 2001)

Em estudo baseado na microscopia confocal, apds dupla marcacdo da bactéria e
das células actinicas vermelhas com fluoresceina conjugada com faloidina ASHORN et
al 2000, observaram a reorganizacdo do citoesgueleto induzido pela Heliobacter pilori
em distensdo em cultura de células epiteliais devido a producdo de vaclUolos de

citocinas.
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2.0BJETIVOS:

Andlise do efeito bioestimulador do laser semicondutor emitindo a radiacdo no

comprimento de onda 830 nm em células CHO-K 1,

Andlise das dteracbes morfologicas de células submetidas a radiacéo laser
utilizando técnicas de marcagdo fluorescente para nucleo, mitocondria e

citoesguel eto.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1 Culturade Céulas

Estudamos o efeito do laser de baixa poténcia (LBP) em células fibroblasticas
através de técnicas de microscopia de fluorescéncia com marcadores especificos para

mitocondria, nlcleo e citoesquel eto.

3.1.1- Linhagem Celular

As células estudadas sao células fibrobl asticas isoladas de tecido epitelial normal
proveniente de ovario de Hamster chinés.

Fibroblastos sdo as células mais amplamente testadas nos estudos dos efeitos do
LBP, pois o efeito bioestimulatério destas células implica em efeitos importantes em um
processo cicatricial. (KIMURA et al, 1997)
a) Células CHO- K1- Ingtituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (UFRJ, RJ),

gentilmente cedidas pela Dra. TéciaMaria Ulisses de Carvalho.

Para a manutencdo e propagacdo da linhagem celular, foram necesséarios solugdes
tamp&o e meios de cultura abaixo descritos:
a) Solugdes Tampéo:

Tampéo Fosfato (PBS -Fisher)
Solucéo A: 2,76g de NaH,PO,. H,O para 100ml de H,O destilada
Solugdo B: 5,369 de Na,HPO, . 7H,0 ou 7,17 NaHPO, 12 H,0 ou 2,84g Na,HPO, para
100ml de H,0 destilada.
33ml de solugéo A + 67 ml de solugdo B= pH7,1

A cada 100ml de tampéo fosfato 0,1 M; 900ml de H,O destilada; 99 de Nacl. Para
corrigir o pH, utilizam-se as solu¢des A e B.

Tampao PHEM (Pipes-epes-EGTA- MgCl,- Sigma)
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10,369 de Pipes; 3,25 de Hepes; 1,99 de EGTA; 0,27g de MgCl, para 500ml de H,O
destilada. Com pH 6,8 ou 7,2.

Solucéo tamponada de paraformaldeido 10% (Sgma)
Aquece-se 80ml de tampao fosfato 0,2 M, pH 7,1 até 65° C em um erlenmeyer. No
inicio do aquecimento adiciona-se 10g de paraformaldeido, agitando-se continuamente.
A solucdo permanecerd turva. Adiciona-se gotas de hidroxido de sodio 2M com a
solucdo sendo agitada, até que se obtenha o clareamento da solucdo. Apos o
resfriamento, completa-se até 100ml.

Solugdo Tampéo de Hank (Merck)
8 g de NaCl; 1g de glucose; 0,4 de KCI; 0,2 de MgSO, 7 H,O; 0,06 de KH, PO, ; 0,069
de Na, HPO,. 2 H,O para 1 litro de H,O destilada.

b)Enzima Tripsina (Gibcobrill — USA)
0,1% detripsina; 0,05% de EDTA para 100ml de H,O destilada.

b) F12 Nutrient Mixture- (Gibcobrill — USA)

Utilizada para células CHO-K 1, na composi¢cdo basica deste meio contém L-glutaminag,
ndo contém bicarbonato de sddio que é adicionado no preparo para 0 uso deste meio. A
conservacdo foi em camara fria de 2 a 8C . A suplementacdo foi realizada com soro
fetal bovino (SFB) a5%

3.2- Crescimento e Manutencao de Culturas de Células

Partindo-se inicidmente de um estoque de células mantido em nitrogénio
liquido, foi preparada uma garrafa de cultura de células (5 x 10° célulasml), e
adicionados 3 ml de meio de cultura, suplementado com 10% de SFB. A propagacdo
celular foi efetuada quando 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 observacdo em microscopio invertido Olympus CK40
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3.3 - Congelamento e Descogelamento celular - Criopreservacao

Para 0 congelamento as células foram removidas da garrafa de cultura com
auxilio datripsina, que € uma protease secretada pelas células acinosas do pancreas sob
a forma de proenzima inativa, que digere as proteinas com maior rapidez. Supde-se que
atue principamente nas ligagdes peptidicas das quais participa o grupo carboxila da
arginina ou lisina. Assim sendo, a enzima destroi a trama protéica que liga as células e
este processo chama-se tripsinizacdo. Apos este procedimento foram centrifugadas a
2500 rpm (rotagBes por minuto) por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento ressuspenso em meio Ham F12 contendo 3% de SFB e 1% de DM SO (di-
metil-sulféxido), sendo transferido para criotubos e estocado em nitrogénio liguido.
Para o descongelamento a ampola foi mantida em banho maria a 37° C, com agitacdo
para inativacdo da substancia crioprotetora (DMSO), o contetido foi transferido para
um tubo de ensaio contendo 5 ml de meio de cultura com 5% de SFB e centrifugado a
2500 rpm, durante 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado
ressuspendido em 2 ml de meio enriquecido com 5% de SFB e em seguida foi incubado
na estufa de CO..

3.4 - Controlede Cdulas Viaves

A maioria dos testes de viabilidade baseiamse no comprometimento da
integridade da membrana, determinado pela penetracdo do corante Azul de Trypan
normalmente retido nas células viavels, 0s ensaios usados demonstram a capacidade
metabdlica ou proliferativa das células apés influéncia toxica, cujo o objetivo € medir a
sobrevivéncia das células (KIBITEL et al, 1998). Desta forma as células submetidas a
radiacdo laser foram monitoradas através da coloracédo de azul de Tripan, nos indicando
a integridade da membrana celular e possibilitando a contagem do nimero de células
vidvels, em interval os de tempos variaveis.
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3.5 - Contagem Celular

Para cada experimento uma aliquota de 25m da suspensio celular (1,5 X 10°*
células/ml) foi plagueada em placas de 24 pocgos contendo laminulas estéreis, onde o
nimero de células por pogo foi padronizado. As culturas foram incubadas a 37° C por
24 horas em atmosfera de 5% de CO..

A contagem celular foi realizada para a obtencdo de gréficos de viabilidade
celular, com o objetivo de analisar do efeito do LBP sobre a linhagem celular CHO-
K1. Foram utilizados de 0,4% de azul de Tripan, adicionando-se 10 m a cada poco
contendo 990m de PBS. As placas foram levadas ao microscopio invertido para a

contagem do nimero de células.

3.6 - Irradiacdo das Placas
No periodo de 12 horas apés o plagueamento e cultivo celular, as irradiagdes
foram realizadas com aparelho diodo laser emitindo radiagdo no comprimento de onda
de 830nm e densidade de energia de 2 Jcn¥, poténcia de 10mW  de maneira pontual
durante 3 minutos e 20 segundos (Figura 4). Os grupos irradiados receberam 4 doses da
irradiacdo laser durante 48 horas em um intervalo de 12 horas. As culturas foram

monitoradas durante uma semana, e as placas do grupo controle foram mantidas as

mesmas condi¢des do grupo irradiado.

Figura 4. Esguema da

irradiacéo laser
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3.7-Andlise Estatistica

A média foi obtida nos experimentos com 48 amostras no total para cada
marcador fluorescente, sendo divididos dois grupos; o grupo de células irradiadas e o
grupo de células controle. Desta forma foi elaborado um gréfico através do programa
Excel (Figurab).

Para obtencéo do desvio padréo foi utilizado o programa Prisma e apresentado
no histograma. O test t de Student paramétrico para dados néo pareados, foi realizado

para verificar a significancia das amostras no programa GraphPad Instat (Figura 6).

3.8- Procedimento para Marcacdo e Analise das Culturas

3.8.1- Mitocondria:

Apos a irradiagdo as culturas de células CHO-K1 sobre laminulas foram
lavadas em tampdo PHEM. Para acompanhar as alteragdes mitocondriais as
cdulas foram incubadas com JC-1 (5,5,6,6-tetracloro-1,1'3,3' —
tetraetilbenzimidazol carbocianina iodido - Molecular Probes Inc. USA na
concentracdo de 0,1 mM por 30 minutos, Fixadas com 4% paraformaldeido em
0,1M de tampéo fosfato (pH 7,2). As laminulas foram montadas sobre a lamina
com N-propil-galato e vedadas com esmalte no escuro e observadas em
microscopio de epifluorescéncia. O JC-1 é um marcador especifico para
mitocondria e consiste de um sonda lipofilica que nos permite analisar o
potencial de membrana devido a intensidade de fluorescéncia, bem como a

atividade mitocondrial através de sua conformacdo morfol 6gica.

3.8.2- Nucleo:
Apébs airradiacdo a cultura de células CHO-K1 foram fixadas com 4%
paraformaldeido em 0,AM de tampdo fosfato (pH 7,2). As células foram
marcadas com 0,5 mi de DAPI (4, 6- diamdino, 2 phenylindole- 5nM;
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Molecular Probes) diluidos 100m de PBS, incubados por 5 minutos, lavados
com PBS . As laminulas foram montadas sobre 1amina com N-propil galato,
vedadas com esmate no escuro e observadas em microscopia de
epifluorescéncia. A condensacdo da cromatina e a fragmentag&o do nacleo foram
estudadas através da coloracdo com DAPI que € um marcador especifico para o

nucleo este marcador nos possibilitou visualizar o processo mitético celular.

3.8.3- Citoesqueleto: Visudizacéo dos filamentos intermediarios - As células sobre
laminulas foram lavadas em tampé&o PHEM e fixadas com 4%
paraformaldeido, 0,1% glutaraldeido e 0,1% Triton X100 em 0,1M de tampao
fosfato (pH 7.2) por 30 minutos, em seguida as células foram lavadas com
tampa& PHEM. Incubadas com faloidina rodamina (1:100-PHEM) por 1 hora
no escuro. Novamente lavadas em tampdo PHEM. As laminulas foram
montadas sobre [amina com N-propil galato, vedadas com esmalte no escuro e
observadas em microscopia de epifluorescéncia. Através de parametros de
intensidade de fluorescéncia podemos observar a organizacdo e a dindmica do

citoesquel eto.
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4- RESULTADOS

4.1Proliferacéo Celular

A andlise da acdo da radiacdo da diodo laser (I = 830 nm e DE= 2Jcnf ),
demonstrou aumento na proliferacdo celular da linhagem CHO-K 1, ocorrendo um pico
méximo no 4 dia de experimento. Observa-se que o niimero inicial de células foi de
aproximadamente 1,5X10* célulassml ; no grupo controle o nimero de células atinge o
méximo em 2,8X10* céulas/ml, enquanto no grupo irradiado atinge 5,2 X10* c&s/ml.

O declinio decorrente no 5° dia resulta do processo de morte natural das células uma
vez que o meio de cultura permanece o mesmo desde o 1° dia de irradiagdo (ndo
ocorrendo manutencdo neste periodo). Apresentaram o seguinte perfil nos tempos

terapéuticos, conforme descrito com afigura abaixo:

Analise da Proliferacdo Celular
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Fig. 5- Gréfico daandlise da proliferacdo celular obtido da média obtida de 48 amostras.
4.1.2- Andlise Estatistica

A curva de crescimento obtida da média das amostras através do programa Excel
possibilita comparar o grupo irradiado com o grupo nédo irradiado (Figura5).

O desvio padréo demonstrado no histograma obtido através da média de um total
de 48 amostras. O teste t de Student foi realizado para verificar a significancia das
amostras e obtivemos resultados significante nos tempos de 72 e 96 horas de
experimento, como pode ser observado no histograma (*) (Figura6).

Proliferacao Celular
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Cdirradiado
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75000+ *

50000+ 1

viavels
*
—
—

; il
s [1F] /& L4 L
I

0.0 24.0 48.0 72.0 96.0 120.0
tempo (horas)
Figura 6- Histograma demonstrando o desvio padrdo do grupo controle e do grupo

irradiado. * Significante p > 0,05
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4.2 - M ar cador es Fluor escentes

4.2.1 JC-1: Marcador para Mitocondrias

A visudizacdo das mitocdndrias de células fibroblasticas CHO através da
marcacdo com JC-1 nos permitiu verificar o potencial de membrana mitocondrial. A

marcacdo de mitocdndrias com a sonda fluorescente, revelou a presenca intensa de
atividade mitocondrial em células controle e células irradiadas Fig. 5 e Fig. 6,
respectivamente; entretanto € possivel verificar que algumas células do grupo irradiado
apresentam alteracOes na distribuicdo de suas mitocdndrias com migragcdo para a regiao
perinuclear e aspecto granular como pode ser notado nafigura 6.

As células irradiadas e as células do grupo controle apresentamse com um alto
potencidl de membrana, identificadas através da coloracdo mais amarelada
demonstrando uma alta atividade mitocondrial que se manteve nos dois grupos até o
quarto dia de experimento (Fig. 5, 6, 7, 8, 9, 10), sendo que na figura 7 referente a0 3°
dia de experimento observa-se uma pequena reducéo do potencial de membrana (seta);
as mitocdndrias encontram-se dispersas no citoplasma e com aspecto filamentoso. Foi
possivel observar através da conformacdo das mitocondrias que o grupo de células
irradiadas, apresentam forma enovelada e proximas ao nicleo, enquanto que as células
do grupo controle se apresentam uniformes e com forma filamentosa. Na figura 8 as
mitocdndrias das células irradiadas encontram-se localizadas na regido perinuclear com
aspecto granular e com alto potencial de membrana, enquanto que as mitocondrias da
periferia embora com aspecto granular possuem baixo potencial de membrana.

No 4° dia de experimento observa-se que algumas células do grupo controle
apresentamse com ato potenciad de membrana e outras com baixa atividade
mitocondrial, ja no grupo irradiado (fig.10) podemos notar um intenso agrupamento das
mitocondrias naregido perinuclear com alta atividade mitocondrial.
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4.2.2- DAPI: Marcador Fluorescente para nucleo

A identificacdo do nucleo em células GHO-K1 com a utilizacdo do marcador
fluorescente DAPI nos mostrou uma divisdo celular mais intensa nas células do grupo
irradiado em relacdo ao grupo controle. Na figura 11 podemos observar nas células do
grupo controle no primeiro dia de experimento uma atividade mitética, com intensa
marcacao dos cromossomos. No nicleo das células pertencentes ao grupo irradiado no
primeiro dia de experimento, demonstrado na figura 12, podemos notar uma
condensacdo da cromatina e organizacdo dos cromossomos para uma divisao celular. A
condensacdo da cromatina e fragmentacdo do nucleo foram identificadas através da
microscopia de fluorescéncia o que nos possibilitou analisar as freqéncias de mitoses
da populacéo de células irradiadas em relacéo as células do grupo controle.

No nucleo das células do grupo controle no quarto dia de experimento (fig.13)
observa-se uma cromatina difusa e presenca de células com nicleo fragmentado. A
quantidade de células em divisdo é menor em relacdo ao grupo irradiado. Nota-se um
aumento ro nimero de células do grupo irradiado e intensa atividade mitética, com a
cromatina condensada e melhor preservacdo das células (fig. 14) em relagdo ao grupo
controle.

As células do grupo controle no quinto dia de experimento (fig.15) apresentam
um comprometimento da integridade celular, a cromatina se encontra de maneira difusa,
ndo sendo observada atividade mitética. As células do grupo irradiado no quinto dia de
experimento (fig.16) apresentam atividade mitética e uma cromatina bem preservada

em relacdo ao grupo controle.
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4.2.3- Faloidina Rodamina: Marcador Fluorescente para Citoesqueleto

O citoesqueleto foi observado com a microscopia de fluorescéncia e andlise foi
realizada com base na organizacdo das proteinas dos filamentos intermediérios do
citoesqueleto. No primeiro dia de irradiacdo os filamentos intermediarios apresentam-se
desorganizados em relacdo ao grupo controle (Fig. 17 e 18). Os filamentos
intermediarios das células do grupo controle apresenta perfeita distribuicdo no
citoplasma das & ulas; o citoesqueleto do grupo irradiado apresenta-se com uma leve
perturbacdo dos filamentos intermedidrios, ocorrendo ainda a desorganizacdo da
disposi¢édo dos feixes paralelos do citoesqueleto celular.

No segundo dia de experimento demonstrado na figura 19, notamos uma
desnaturacdo das proteinas dos filamentos intermedidrios, ocorrendo uma marcacéo
difusa da proteina, enquanto que no grupo controle (fig. 20) o citoesgueleto apresenta
suas proteinas dispostas de maneira uniforme, ou segja, nota-se a distribuicdo paralelae
organizada dos filamentos intermediarios.

No terceiro dia, nas células do grupo controle (fig. 21) os filamentos
intermedi&rios permanecem intactos, ocorrendo marcagdo menos intensa que no 1° dia.
Nas células do grupo irradiado (fig. 22) observa-se reorganizacdo dos feixes de
filamentos intermediarios.

No quarto dia de experimento, nas células do grupo controle (fig. 23) nota-se a
disposicao inalterada dos filamentos intermediarios, enquanto que no grupo de céulas
irradiadas podemos rotar um completo restabelecimento da organizacdo dos filamentos

intermediarios (fig. 24).
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5- DISCUSSAO

O uso do LBP tem sido recomendado por muitos autores para o tratamento de
Ulceras ou feridas cutaneas com o intuito de acelerar 0 processo de cicatrizacdo das
feridas cutaneas (BOSATRA, 1984; ANNEROTH et al 1988; NARA et al 1991,
ENWEMEKA, 1990; LUBART et al, 1993; TATARUNAS, 1996; YANG et al, 1997;
REDDY et al, 1998; MARCK 2000; WALKER et al, 2000).

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 simulacdo mais acurada das condi¢Bes “in vivo”; véarios tipos
célulares tem sido usados para este estudo em sistemas biol6gicos (WEBB et al, 1998;
DOYLE et al, 1998). Para avaliar a acdo do LBP utilizamos células CHO-K 1, que séo
células fibrobl asticas provenientes de Ovéario de Hamster Chinés.

Estudos com cultura de fibroblasto tem revelado o efeito bioestimulador do
LBP, dependendo da dosimetria aplicada e da situacdo em que as células se
encontravam (LOPES, 1999). O Laser de Baixa Poténcia ndo apresenta acdo quando
aplicado em 6rgdo ou célula em condicdo de normalidade, e estudos “in vivo”
demonstraram que ndo ocorre alteracbes significativas nos resultados obtidos em
tecidos em homeostase quando irradiados (EL SAYED, 1996; DY SON, 1991). Em
nosso experimentos utilizamos células fibroblasticas de ov&rio de Hamster sob uma
Situacao de estresse, ou sgja, suplementando o meio de cultura somente com 5% de soro
fetal bovino.

A utilizagdo do laser em culturas de células em busca de respostas para
entendermos 0 mecanismo da acdo do LBP, tem colaborado muito para estudarmos este
mecanismo. lrradiamos células CHO-K1 com doses baixas e obtivemos um efeito
bioestimulador significante do grupo irradiado em relagdo ao grupo controle. Para se
obter um efeito bioestimulador é necessario que se administre doses baixas (densidade
de energia de 2 a 4 Jent ) do laser operando na regido do vermelho e infravermelho,

sendo que sob doses altas de energia as células so destruidas (LUBART et al, 1992;
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KARU, 1995; RIGAU, 1996). Observamos este falo em nosso experimento e
identificamos quais os efeitos que o LBP apresenta em células CHO-K1 durante um
processo bioestimulador utilizando sondas fluorescentes especificas para mitocéndrias
(JC-1), nucleo (DAPI) e citoesqueleto (rodamina—faloiding).

O laser emitido naregido do visivel foi mais utilizado na terapia de cicatrizacdo
de feridas, com o advento dos diodos laser semicondutores os clinicos comecaram a
trabalhar com comprimentos de onda no infravermelho préximo, devido ao baixo custo
do equipamento. Os dados da literatura nos indicam que os efeitos produzidos pelo LBP
s80 dependentes das doses administradas. Paréametros de irradiacdo como dose de
energia e densidade de poténcia sdo altamente relevantes para a obtencdo de bons
resultados.

Os efeitos do LBP depende da densidade de energia “in vitro” e sua influéncia
depende do estado fisiologico da célula no momento da irradiacdo, bem como da
freqgiiéncia e nimero de irradiagdes, sendo o efeito do LBP cumulativo. (LUBART,
1992; LOPES et al, 1999; KARU, 1995; SKINNER et al, 1996; GROSSMAN et al,
1998). Em nosso experimento podemos notar que o efeito do laser se intensificou apos
serem aplicadas 4 doses num periodo de 48 horas com intervalos de 12 horas entre uma
aplicacdo e outra, ocorrendo um maior numero de células nas 72 horas da primeira
aplicacdo do LBP, sendo que estes resultados estéo de acordo com os dados da literatura
(LUBART, 1992; LOPES et al, 1999; KARU, 1995; RIGAU, 1996; SKINNER et al,
1996; GROSSMAN et al, 1998).

Muitos trabalhos em cultura de células, divulgam que o efeito bioestimulador do
LBP, ocorre através do ativacdo da producéo de ATP e incremento do processo mitético
devido excitacdo da respiracdo celular e das porfirinas endégenas. (BENEDICENTI,
1982; FRIEDMANN et al, 1991; KIMURA et al, 1997; CONLAN et al, 1996). Em
nosso trabalho podemos visualizar esse efeito através da utilizacdo de marcadores
especificos do nucleo (DAPI), a condensacéo da cromatina e a fragmentacdo do nicleo
pode ser estudada morfologicamente por esta coloracd (LAMBOLEY et al, 2000). A
fluorescéncia usada para visualizar o niicleo da célula pode ser utilizada para calcular o
nimero total de células na cultura (PLATOSHYN et al, 2000). Observamos em nosso
experimento que o processo de divisdo celular foi intenso no grupo irradiado em relacéo
a0 grupo controle até o quarto dia de experimento.
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Certos comprimentos de onda causam efeitos bioquimicos e biofisicos muito
diferentes podendo ativar varios processos celulares. O grupo ndo exposto a irradiacéo
permaneceu com sua populacdo inaterada, sendo que no grupo de células irradiadas
houve um aumento da sua populacdo sendo observado uma espécie de “fragmentacdo”
no nucleo das células irradiadas, concordando com os resultados obtidos por YING-BO
SHUI et al, 2000.

A funcdo central da mitocondria é de manter a energia estavel da célula, sendo
que esta organela é alvo do estudo dos efeitos produzidos pelo LBP,, considerando que
90% da energia produzida pelas células ocorre nessa estrutura, a energia liberada
durante as reacbes de oxidacOes na cadeia respiratoria € armazenada como gradiente
eletroquimico, consistindo de um potencial eétrico transmembrana negativo, tal energia
é utilizada para a sintese de ATP pelas mitocondrias (COSSARIZZA, 1997; MOREIRA
et al, 2001). Como resposta obtemos ateragbes na estrutura mitocondrial e aumento de
ATP pelas mitocondriais (BENEDICENTI, 1982; KARU, 1987; CONLAN et al, 1996;
FRIEDMANN et al, 1991; KARU, 1995; WILDEN, 1998).

Observamos em nosso trabalho que as células irradiadas exibiam um ato
potencia de membrana de mitocdndrias durante todo 0 experimento pois a utilizacdo de
JC-1 permite visudlizar ateracdes na morfologia, funcionalidade e alteragcbes no
potencial de membrana destas organelas. A excitagdo do processo de respiracdo celular
foi observada durante todo o periodo do experimento através do marcador fluorescente
(desde o primeiro dia de irradiacdo, prolongando seu efeito até o quinto dia de
experimento) nas células irradiadas com LBP em relacdo ao grupo controle, como
menciona MORIMOTO et al, 1994; TIANO et al, 1996; DEDOV et al, 2001).

KARU et al 1989 concluiram que fotorrecptores primarios séo componentes da
cadeia respiratoria, e que doses baixas causam reducdo do metabolismo celular, sendo
que seu efeito de bioestimulacdo depende do estado fisioldgico da célula antes da
irradiacdo, estes resultados concordam com resultados descritos pela literatura, pois
tendo em vista que utilizamos doses baixas do diodo laser em fibroblastos em situacéo
de estresse, observamos a acéo bioestimulatéria do LBP com clareza e nitidez.

O potencia de membrana mitocondrial e a bioenergia durante o processo de
diferenciacdo celular na cultura de fibroblastos foi alterado conforme menciona
KOMAROVA et al, 2000; BORTOLETTO, 2000); pois notamos que as células
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irradiadas além de apresentarem uma reflexdo fluorescente mais intensa, indicando um
alto potencial de membrana, tiveram sua conformacdo morfoldgica aterada, pois as
mitocdndrias deste grupo apresentaram-se de forma enovelada e préximas ao nicleo
indicando intensa atividade metabdlica, enquanto que as células do grupo controle
apresentam-se uniformemente dispostas. Este fato corrobora com trabalhos de WEI YU
et al, 1997; KARU et al, 1995,.1997) pois a maior intensidade de fluorescéncia presente
nos grupos irradiados indica um aumento na sintese de ATP.

Pouco se tem estudado a respeito da acdo do LBP no citoesqueleto da célula,
devido a este fato, em nosso trabalho nos baseamos na organizacdo do citoesqueleto da
célulairradiada em relacdo ao grupo controle (ROSTSCH et al, 2000). A marcacdo com
rodamina- faloidina ndo interfere no crescimento e na cinética das células, sendo que
parametros cinéticos mostram variagcdes consideraveis entre as células vizinhas e dentro
de uma unica cdlula. (SUND et al, 2000 ) permitindo analisar a cinética da célula
através de parametros de intensidade de fluorescéncia e analisar a conformacéo e
organizacdo do citoesqueleto durante um processo de irradiacdo (ASHORN et al, 2000).

Visualizamos a disposicao das proteinas actinicas dos filamentos intermediarios
presentes nas células CHO-K 1. No primeiro dia de irradiagdo ja notamos diferenca na
organizacdo das proteinas dos filamentos intermediarios das células irradiadas em
relacdo ao grupo controle, pois nas células do grupo irradiados apresentamse de
maneira desorganizadas, ou sgja em véaias direcdes, enquanto as células do grupo
controle apresentam-se dispostas paralelamente.

No segundo dia de experimento podemos notar através da intensidade de
fluorescéncia que os filamentos intermediarios das células irradiadas sofreram uma
desestabilizacdo das proteinas do citoesgueleto, enquanto que os filamentos
intermedidrios das células do grupo ndo irradiado apresentam-se intactos como no
primeiro dia de experimento. Nos terceiro e quarto dias de experimento o citoesquel eto
das células do grupo irradiado se restabeleceu, pois a disposicdo dos filamentos
intermediarios se encontram organizados.

Contudo como ja foi mencionado pouco se tem na literatura a respeito da acdo
do LBP no citoesqueleto celular, mas sabe-se que algo acontece com as células durante
a bioestimulagcdo, e estudos se fazem necessarios a medida que novos paréametros de
observagao sdo questionados, como o porqué desta perturbacdo sofrida no citoesgueleto
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durante o processo de bioestimulacdo e de que forma este citoesgueleto se restabelece

t&o brilhantemente apds o0 uso do Laser de Baixa Potencia.
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6- CONCLUSOES

Em nosso trabalho podemos concluir que o laser diodo (I = 830nm):

» provoca bioestimulacdo significante em células CHO-k1 na dose utilizada

(2Jcrf), produzindo alteragdes nas organel as estudadas;

» Ocorreu um aumento na condensacdo da cromatina mais répido e

consequente aumento na atividade mitética em célulasirradiadas,

» Houve excitacdo na atividade metabdlica e mudanca na conformacdo e
localizag&o das mitocondrias irradiadas;

» Ocorreu perturbacdo na disposicdo dos feixes intermedidrios que se

restabel eceram apds o uso do laser nas doses utilizadas.
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