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Resumo

A Terapia Laser de Baixa Poténcia, empregada na bioestimulagdo da angiogénese,
pode se transformar “a posteriori”, em mais um recurso em cirurgias cardiacas para
recuperacao de areas isquémicas do coracdo. A analise dos resultados dos efeitos do Laser
de Baixa Poténcia (LBP) € de fundamental importancia, pois pode possibilitar futuramente,
cirurgias cada vez menos invasivas, num grupo crescente de pacientes cardiacos que vem
aumentando exponencialmente no pais e no mundo. Quando se emprega o Laser de CO, de
alta poténcia, na Revascularizacdo Transmiocardica com Laser (RTML), para tratamento
de isquemia do miocardio, ocorrem efeitos secundarios ainda ndo totalmente esclarecidos,
dentre eles, 0 processo neoangiogénico. Acreditamos ocorrer simultaneamente as reactes
fotomecanicas do Laser Cirurgico de CO,, um possivel efeito secundario, provavel mente
pelo chamado Efeito Residual do Laser, que pode ocasionar efeito biomodulador,
promovendo maior proliferacdo celular e conseqiiente vascularizacdo da area adjacente.
Neste trabalho analisamos o efeito do LBP na proliferacéo de células endoteliais, atraves
do acompanhamento da resposta proliferativa das culturas celulares em funcdo do
emprego do Laser Fosfeto de indio-Galio-Aluminio (685 nm), com fluéncias 2; 4 e 8 J/cm?
e poténcias 10 e 20 mW. Observamos aumento da proliferacdo celular em todas as
dosimetrias, sendo que dentre as fluéncias aplicadas, o0 maior crescimento celular foi
ocasionado com o emprego de 8J/cn? (P<0,05). Utilizando a técnica de Microscopia de
Fluorescéncia, observamos que a privacao parcial de nutrientes causa desorganizacéo de
elementos do citoesgqueleto, levando ao comprometimento da proliferacdo celular. O
emprego do Laser nestas células, em stress nutricional, demonstrou reorganizagdo dos
filamentos de actina do citoesgueleto, associada ao aumento proliferativo. Nossos
resultados podem ser uma contribuicdo, haja vista que sdo necessarios novos estudos
sobre os efeitos fotobioquimicos do LBP. Através de trabalhos complementares, sera
possivel inferir se 0 efeito Residual do Laser Cirdrgico é capaz de biomodular resposta na

regido tratada durante cirurgias para recuperacao de areas isquémicas do miocardio.

Palavras chave: Laser de Baixa Poténcia, angiogénese cardiaca, cultura de células
endoteliais.



Abstract

The Low Level Laser Therapy used on angiogenesis biostimulation, may become “a
posteriori” another source in cardiac surgeries to recover ischemic areas of the heart. The
analysis of the results of Low Power Laser (LLL) effects, is of fundamental importance, due
to a possible less invasive surgeries in the future in an exponentially growing group of
cardiac patients in this country and around the world. When High Level CO, Laser is
applied in Transmyocardial Laser Revascularization (TMRL) to treat ischemic
myocardium, still not totally understood the secondary effects that may occur, although
probably one of them is the neocangiogenic proccess. We believe, that simultaneously to the
photomechanic reactions of the CO, cirurgic laser (800W), a possible secondary effect
takes place, probably by the so called “ Residual Effect of Laser” capable of incurring
biomodulatory effect, promoting an increase on cell proliferation and consequently
vascularization of the adjacent zone. This work analyzed the effect of LLL on endothelial
cell proliferation by the accompaniment of the proliferative response of cell cultures as a
function of the application of a 685 nm Low Level Semiconductor Laser (InGaAlP), with
fluences of 2; 4 and 8 Jicm? and powers of 10 and 20 mW. We observed a higher
proliferation in all dosimetries, being 8 Jcm® the most expressive one (P<0,05).
Fluorescence microscopy of the cells, showed a disorganization of the cytoskeleton
elements of the partially deprived nutrient cells, which compromise cellular proliferation.
The irradiation of nutritional stressed cells, showed a reorganization of the actin filaments
cytoskeleton associated with augmented cell proliferation. Our results may be a
contribution, and new studies are necessary to understand all the biochemical effects of the
LLL. Together with complementary studies, it will be possible to infer whether the Residual
Effect of Cirurgic Laser, is capable to modulate the response on the treated zone during
surgeries for the recovery of ischemic areas of the myocardium.

Key words: Low Level Laser, cardiac angiogenesis, endothelial cells culture.
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Gréfico 5.13 — Porcentagem do crescimento das células com 5% de suplementacdo de SFB
irradiadas em relacéo ao grupo controle. Irradiacéo redizada com LBP, com fluéncias 2; 4
e 8Jcm? e poténcias 10 e 20 mW, em 4 sessdes em intervaos de 12 horas apés o
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1 — Introducéo

Nos Estados Unidos, mais da metade de todas as mortes foram causadas por
doencas cardiovasculares, e no Bradll, patologia torna-se a primeira causa mortis desde
a década de 60 (BAYER, 1984). Conforme Fuster (1999), a incidéncia de mortalidade em
nosso pais acangou 377,3 Obitos por 100.000 habitantes em 1996. Doencas
cardiovasculares vém ocupando o maior indice de internacdo e é a principd causa de morte
no Estado de S0 Paulo (LAURENTI; BUCHALLA, 2001).

Uma técnica que vém sendo empregada em pacientes com doencas cardiovasculares
€ conhecida por Revascularizagdo Transmiocardica com Laser de CO, (RTML), edta é
capaz de induzir a formacdo de neoangiogénese atraves do estimulo em areas do miocardio,
alingidas por isquemia (oxigenagdo insuficiente), inobstante sem gpresentar o infarto do
miocardio confirmado. A RTML também pode ser usada em combinacdo com a cirurgia
convenciond de revascularizacdo miocardica (bypass), para aumentar o fluxo sanglineo
nas areas do miocardio, para as quais a ponte corondria ndo € capaz de gudar o suficiente,
nestes pacientes graves, dtamente sntomdicos. A enegia do Laser € gplicada no
miocadio, a fim de criar canais na regido do ventriculo esquerdo €ou zonas privadas de
oxigénio (CHAVANTES;, OLIVEIRA; DALLAN, 1999).

Quando se emprega o Laser de CO; (800 W) de ata poténcia na RTML, ocorrem
efdtos secund&ios anda ndo totamente esclarecidos, dentre €es, 0 processo
necangiogénico (DALLAN et al., 1999). Este trabalho propde andlisar o efeito do Laser de
Baixa Poténcia (LBP) na proliferacéo de cdulas endoteliais, como sendo um possivel efeito
secundario da RTML, pdo chamado Efeito Residual do Laser ou Laser Terapia Smulténes,
descrita por Ohshiro e Calderhead (1991).

Nas Ultimas décadas, a Tergpia Laser de Baixa Poténcia ou Biomodulagdo ganhou
aencio aumentada na Europa e Asa no tratamento de varios processos patoldgicos,
paticulamente na cicatrizacdo de feridas e reparo tecidud. Inimeros experimentos e
estudos clinicos vém demongrando que a irradiagd com LBP na regido visived e
infravermelha contribui para biomodulacéo de processos celulares (KIPSHIDZE, 2001,).
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2 —RevisdodeLiteratura

2.1-LASER

A pdavra LASER é um acrénimo de “ Light Amplification by Simulated Emission
of Radiation”. A emisso edimulada fol descrita pela primeara vez por Eingen, em 1917,
de forma tedrica A primeira possibilidede de aplicacdo desse fendbmeno, a amplificacdo de
ondas curtas ou microondas, foi desenvolvida por Townes, em 1951, e teve confirmacéo
experimenta em 1954 (MAILLET, 1987).

A luz Laser possui dgumas caracteridicas que a diferencia de outras fontes
luminosas, como:

Monocromaticidade: a luz produzida por um Laser é monocromética, a maior parte da
radiacdo emitida peo aparelho de uso tergpéutico agrupa-se em uma faixa espectrd muito
edreita centrada em determinado comprimento de onda;

Colimacédo: os raios de luz emitidos pelo Laser sho pardelos, praticamente inexistindo
qualquer divergéncia da radiacéo emitida ao longo da disténcia percorrida;

Coeréncia: os fotons emitidos peos aparedhos Laser et em fase, gpresentando

coerénciatempora e espacid.

As ondas detromagnéticas so caracterizadas por sua frequéncia, comprimento de
onda e energia. A radiacéo eletromagnética € mais facilmente caracterizada pela fregiiéncia
(f) ou pelo seu comprimento de onda (€), que podem ser relacionados com a velocidade da
luz (c) (BRUGNERA; PINHEIRO, 1998).

f = freqiéncia
f=c/é[HZ ¢ = velocidade da luz

€ = comprimento de onda



Para compreender a interacd0 da radiacdo Laser com o tecido bioldgico é necessé&rio
levar em consideracdo as propriedades Opticas do tecido, o comprimento de onda da
radiacdo de excitacdo, a densdade de poténcia (irradiancia) e de energia (fluéncia)
entregues a este tecido. Com estes parametros, todos os possiveis efeitos causados peda
radiacdo no tecido podem ser previstos através de modelos fisicos e mateméticos, levando-
s em consideragdo as principais varidvels bioldgicas, tais como, tipo de cdula, perfusio
sangliinea, conducdo térmica, entre outras. Variando-se 0s parametros acima mencionados,
quatro efeitos podem ocorrer quando a radiacdo dptica atinge o tecido, o Fotoquimico, o
Fototérmico, o Fotomecanico e o Fotodétrico. Curvas de absorcdo para diferentes tecidos
biol6gicos em funcdo do comprimento de onda foram propostas sendo apresentadas na
figura2.1 (JACQUES, 1992).

s e >
E sgx@;e tot:al E Er:‘::"-ﬁuf}E

e Amelanosomal: : -~
7 o epiderme | NS <2,
= %,

3 fiXel agua 75%
0O

5

E

o 100 10,000
-

Comprimento de onda [nm]

Figura 2.1 - Coeficiente de absorc¢éo para diferentes tecidos em funcéo do

comprimento de onda.

Efeito Fototérmico
Na interagdo fototérmica, segundo McKenzie (1990), a molécula a0 absorver energia
luminosa vibra produzindo dta concentracdo de cdor, que devido a difusdo térmica se

propaga através do tecido. A energia absorvida pela molécula depende de sua estrutura, do



comprimento de onda da radiagdo e da densdade de energia e poténcia depositados na
regido. O Efeito Fototérmico pode ocasionar vaporizacdo, coagulacdo, corte. Dentre os
Lasers que podem ocasionar este efeito temos Laser continuos com dta poténcia, como o
Nd:YAG, CO, Argonio.

Efeito Fotomecanico-acustico

Este efeito € essencidmente ndo térmico e provocado por pulsos curtos de ata energia
Os dtos niveis de energia do pulso Laser, resultam em processos de répida expansdo ou
ondas de choque capazes de causar ruptura intermolecular. A quebra da molécula causada
por uma onda de choque aclgtica ocorre pela conversdo de fétons de dta energia em

energiavibraciona (cinética), provocando processos fotoablativos ndo térmicos.

Efdto Fotoionizante

Este processo sO ocorre com tecidos que apresentem elevado coeficiente de absorcéo
em um determinado comprimento de onda, possibilitando concentrar atissma densidede de
energia em um referido ponto. O Efeito Fotoionizante causa quebra da estrutura quartenéria
do DNA, tendo como exemplo os Excimer Lasers, muito utilizados na Oftamologia

O Laser apresenta parametros fisicos de grande relevancia para sua correta utilizaco,

tais como: poténcia (P), energia (E), densdade de energia (DE) e densidade de poténcia
(DP).

Efeito Fotoguimico

O principio bésico do efeito fotoquimico estd associado a estimulacéo de cromoforos
presentes nos tecidos bioldgicos gpds a absor¢do de energia fornecida por fétons, agindo
sobre as moléculas. O Efeto Biomodulador pode ser Bioestimulatorio ou Bioinibitorio. A
fotobiomodulacdo de cultivo celular e tecido bioldgico, baseado na excitagdo de fluordforos
endogenos tem como um de seus principais avos o citocromo da mitocondria. Pode ocorrer
também a bioestimulacdo de cromoforos exdgenos, como na Terapia Fotodindmica (PDT),
onde as moléculas de corante sfo excitadas pela irradiacdo Laser. O efeito fotoquimico €

um efeito basicamente ndo térmico.



2.2 - DefinigOes Gerais do L aser

Poténcia

A poténcia Util do aparelho € expressa em watts (W), sendo que em Laser Terapia de
Baixa Poténcia LTBP, € expressa comumente em miliwetts (mW).

Densdade de Poténcia (DP) ou Irradianciaou “ I ntensty”

Irradidncia € o termo utilizado como sinénimo para densidade de poténcia (DP), que &
definida como sendo a poténcia Optica de saida do laser em Watts, dividida pda aea
irradiada em cm?, ou sgja, a densdade de poténcia é a relacéo entre a poténcia administrada
por um emissor laser e a superficie de irradiagdo do raio ou spot. Assm sendo, a densidade

de poténcia pode ser descrita pelaférmula:

DP = P/A [W/cné] P = poténcia util
A = areadeirradiacédo
O clculo da DP depende da &rea de saida do feixe laser. No caso de geometria circular,

edta &rea € obtida pea férmula da &rea do circulo, para o raio do feixe laser a ser utilizedo:

A=6.r% [cm?



Energia

A energia é descrita em Joules (J), e corresponde a poténcia aplicada em um

determinado periodo de tempo:
E = Energia
E=PxT[J] P = Poténcia
T =Ttempo

Densidade de Energia (DE) ou Fluéncia ou “ Dosg’

E a rdagio entre a energia administrada por um emissor laser e a superficie de
irradiacéo do raio deluz ou spot.

DE = Densidade de Energia
DE = E/A [J/cné] E = Energia
A = Area

2.3 - Lasersde Alta Poténcia

Os Lasers de Alta Poténcia, também chamados de Lasers Cirdrgicos, S0 0S mais
frequentemente empregados em procedimentos meédicos. Dependendo do coeficiente de
absorcdo do tecido podem ocasionar carbonizacdo, vaporizagdo, coagulacdo ou
desnaturacdo de suas proteinas (CHAVANTES, JATENE, 1990). Existem diversas



vantagens em utilizar Laser em crugia, como diminuicdo do sangramento, da infecgdo, da
dor, reducdo do surgimento de edema e precisio em corte cirdrgico, dém do emprego em
diversas &eas de atuagdn. O Laser de Alta Poténcia pode também ocasionar outros efeitos
néo-dependentes de calor, criando dteragbes ou destruicdo irreversiveis no tecido, como
efeito fotoablativo, fototérmico, fotomecanico, entre outros (GENOSE, 1991).

Dentre os Lasars mais empregados audmente na medicina et o de
Neodimio YAG (Nd:YAG); o de HOImio YAG (Ho:Y AG), os Excimers e o Laser de CO..

2.4 -Laser CO,

O Laser de CO, produz uma luz invisive, na regido do infravermelho médio, com
comprimento de onda de 10.600 nm. O meio excitado € uma mistura de gases incluindo N,
(nitrogénio), He (hdio) e CO, (didxido de carbono) e a forma de excitagdo é por meio de
descarga eétrica. A molécula de CO, € excitada pelo chogue mecanico com elétrons e com
asmoléculas de N, e He.

A radiacdo no comprimento de onda deste Laser € totamente absorvida pela &gua e
trandformada em cdor. A penetracdo € da ordem de 0,2 mm, permitindo utilizar-se 0 CO»
para cortar e vaporizar 0 "tecido vivo', com minima interferéncia nos tecidos adjacentes.
Este Laser quando conduzido por fibras dpticas tem sua utilizagdo clinica inviavel devido
ao alto custo (CHAVANTES, JATENE, 1990).

S0 Lasers ficientes, de smples operacéo devido ao seu baixo consumo e eventuais
manutencdes, de preferéncia preventivas, sendo estas mais eficazes. Podem ser operados
em diferentes modoss CW ou modo continuo, pulsado ou superpulsado (GENOVESE,
1991).



2.5-Heart Laser

Quando o CO, apresenta-se no modo ultrapulsado, temos 0 chamado Heart Laser,
que utiliza bragos articulados, revestidos internamente por materia dieétrico, com espelhos
e prismas que refletem a luz laser aé o microscopio ou "hand piece’. O Laser de CO,
superpulsado apresenta raios de maior poténcia com 800 W de poténcia de pico e 400 W de
poténcia média. Quando interage com o tecido este Laser tem um €efeito fotomecanico-
-acugtico.

O efeito fotomecanico é essencidmente ndo térmico e provocado por pulsos curtos
de dta energia, com largura méaxima de 10° segundos. Os dltos niveis de energia do pulso
Laser, resultam em processos de rdpida expansdo ou ondas de choque capazes de causar
rupturaintermolecular (DY ER; AL-DHAHIR, 1990).

2.6 - Lasersna Cardiologia

Infelizmente, ainda hoje no pais, a maioria dos cardiologistas e cirurgides cardiacos
ou médicos em gera, desconhecem que o Prof. Radi Macruz é considerado o "Pai do Laser
na Cadiologia’, sendo que o INCOR fol o precursor reconhecido internacionalmente,
como a indituicdo pioneira e continuamos trilhando o caminho para o desenvolvimento de
novas técnicas menos invasves, aravés da integracdo do SCML INCOR e IP&D-
UNIVAP, que continuam a beneficiar inUmeros pacientes, tanto no pais quanto em outros
cantos ao redor do mundo (CHAVANTES, 2003)*.

No Brasil, MACRUZ et a.l (1979), utilizaram retalhos de aorta humana obtidas em
necropsia, tendo estudado a ag&o dos raios laser sobre placas de ateroma. ARMELIN et al.,
em 1981, confeccionaram na Divisio Experimental do Indituto do Coragdo - Hospital das



Clinicas - FMUSP, um modelo de cateter para a condugdo do Laser, com a findidade de
introduzi-1o no Sstema cardiovascular e aplica 1o em vasos obstruidos por ateroma.

Ddlan et al. (1983), trabaharam com o Laser de argbnio no Ingtituto do Coracdo de
S20 Paulo; redizaram trabaho experimenta com 5 cées, utilizando raios laser na tentativa
de redizar soldadura em anastomose venosa, concluindo que esse procedimento seria uma
forma dternativa a métodos tradicionais de sutura.

As primeras experiéncias em atéias coronaias humanas foram redizadas por
Choy, em 1984. Mirhoseini e Cayton propuseram em 1981, o uso dos raios Laser visando a
criacdo de canas transmiocardicos. Esses autores utilizaram laser de CO, de 450 W, em
modelo de isgquemia miocardica aguda, aravés da ligadura do ramo interventricular anterior
da artéria coronaria esquerda de cdes. Veificaram auséncia de mortdidade nos cées
tratados com raios Laser e taxa de mortdidade de 83% no grupo controle. ApGs dois anas,
Mirhoseini et al.(1983), rdlataram 0 emprego dessa técnica em um paciente submetido a
revascularizacdo cléssca do miocadio. O ramo interventricular anterior da artéria
coronaria esquerda estava ocluido e a parede anterior do VE estava hipocinética. Os raios
Lasers foram aplicados nessa regido da parede cardiaca, que apresentou mehora da
contratibilidade no pds-operatorio.

Okada et al. (1986), utilizaram Laser de didxido de carbono (85W) para criar seis
orificios na parede anterior do ventriculo esquerdo de um paciente de 55 anos, portador de
pericardite condritiva e angina refrataia ao tralamento clinico. Os autores relataram
dgnificativa mehora dlinica, decorridos nove meses da intervencdo, sem  outras
complicagOes.

A patir de 1988, foi desenvolvido no San Francisco Heart Institute, Cdiférnia
(EUA) um Laser de CO,, de dtissma poténcia (800 W), sincronizado ao eletrocardiograma
(ECG), que s penetrava na parede miocardica durante a didstole por meilo de um smples
pulso. A possibilidade da criagdo de canais transmiocardicos em cerca de 40 ms, eiminou a
necessidade de circulacdo extra corpérea (CEC) com parada cardiaca, durante as cirurgias
cardiacas.

Desde 1990, esse Laser de CO, vem sendo empregado em coragbes humanos

durante as contragbes usuas de seu musculo ventricular, sendo a técnica cirlrgica



denominada Revascularizagdo Transmiocardica com Heart Laser (RTML). Nesse periodo,
mais de 4.000 procedimentos cirdrgicos com laser foram redizados em mais de 80 Servicos
Internacionais de Cirurgia Cardiaca, ganhando credibilidade e o reconhecimento do F.D.A.
(DALLAN et al., 1999).

No Brasl, a RTML foi iniciada, em 1995, por Gaantier e colaboradores no Hospital
Albert Eingtein. No periodo de abril de 1995 a junho de 1996, esses autores submeteram 17
pacientes a RTML e, em 2 ddes associaram a revascularizacdo miocardica convenciond.
Foram efetuadas, em média, 35 perfuragbes no ventriculo esquerdo, sendo 31 (90%)
eficazes, houve 3 Obitos imediatos e 5 tardios Trés (17,6%) dos pacientes néo
goresentaram nenhuma melhora da angina e 6 (35%) tiveram melhora de pedo menos 1 a 2
grupos funcionais na dassficagdo da angina Os autores concluiramn que a escolha
inadequada com a mé& condicdo clinica pré-operatdria desses pacientes e a presenca de leso
coron&ria suboclusva foram fatores que predispuseram  aos resultados  imediatos
defavoraveis, ja que a presenca de circulacdo colateral proporciona melhores resultados
tardios (GALANTIER, 1996). E relevante enfatizar que uma equipe multidiscilpinar
auxiliar, ndo SO durante o procedimento, como anterior a ede, evita eventuas
intercorréncias no trans e pds operatério desses pacientes (CHAVANTES, 2003)2.

Inobstante, no Ingtituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da FMUSP, a RTML
através do laser de CO; foi iniciada em fevereiro de 1998, com sucesso neste mesmo tipo
de intervencdo; contudo, a dosmetria € 0 numero proporcionais de canais foram
indubitavdlmente um fator podtivo na neovascularizacdo das  regifes  previamente
isqguémicas, com minimo percentud de morbidade e mortdidade dentro deste grupo de
individuos de ato risco sem outras possibilidades de tratamento (OLIVEIRA et al., 1999).

2.7 - Revascularizagéo Transmiocardica com Laser de CO, (RTML)

A técnica denominada Revascularizacdo Transmioc&dica a Laser de CO, (RTML)
€ capaz de redizar a formagdo de nova circulagdo através do estimulo em aess do
miocadio, atingides por isquemia (oxigenacdo insuficiente), inobstante sem infarto



confirmado. Atudmente, em estdgio de investigagdo, a RTML € dedtinada a promover o
fluxo sangliineo no musculo cardiaco pela aplicacdo de uma fonte de energia de laser de
CO, dirgtamente nas aess do miocadio privadas de oxigenacdo uficiente. A
revascularizacd a Lasr pode s Transmiocadica (minitoractomia) ou Transcuténea
(endocardica - angiopladtica) via cateter inserido através da artériafemurd.

Estudos dlinicos-cirlrgicos preliminares indicaram uma reducdo dgnificativa na
severidade da angina pectoris, melhora na qudidade de vida e evidéncias de melhora no
fluxo sangliineo do musculo cardiaco em pacientes que vinham sendo Nn&o-responsivos a
outras terapias (CHAVANTES; OLIVEIRA; DALLAN, 1999).

A RTML também pode ser usada em combinagdo com a cirurgia convenciond de
revascularizacdo miocardica para aumentar o fluxo sangliineo para &eas do miocardio para
as quais a ponte coronaria ndo é capaz de gqudar o suficiente, imediatamente. A energia do
laser € aplicada no miocardio para criar canais na regido do ventriculo esquerdo e/ou zonas
privadas de oxigénio.

Na RTML cirdrgica, um cirurgido cardiovascular gplica o laser no coragdo atraves
de uma toracotomia. EStudos de acompanhamento pés-procedimento, inclusve scans
radioativos, confirmaram a diminuicdo da dor, 0 aumento da capacidade fisca e mehor
perfusdo miocardica por pelo menos 12 meses entre os participantes do estudo.

Num estudo randomizado, comparando O procedimento convenciona cirlrgico
versus RTML a Laser Cirdrgico, encontrou-se que ha uma mehora na sintomatologia,
quaidade de vida e evidéncias de melhor fluxo sangliineo no mioc&rdio em pacientes que
foram submetidos a RTML. Além disto, ocorreu a melhora do grau da angina, que
permaneceu ausente por pelo menos dois anos apds RTML.

Apesar dos resultados preliminarmente promissores da RTML, esudos mais
abrangentes sobre a técnica SB0 necessarios antes que e€la possa s rotingiramente
recomendada a pacientes com Angina pectoris severa e ndo-responsva. Os pesquisadores
necessitam descobrir a acd quimico-fisca, bem como entender mais profundamente os
mecanismos subjacentes, os quais produzem as respostas desgjadas de modo que possam
determinar 0 melhor tamanho possivel de cand e fonte de energia, para fazer a RTML téo
efetiva quanto possivel (DALLAN et al., 1999).



2.8 - Critérios para Realizacdo da RTML com Laser de CO,

Pacientes sGo consderados bons candidatos para protocolos de investigacdo para
RTML se preencherem 0s seguintes critérios:

Angina pectoris severa e persistente apesar do uso de vasodilatadores;

Candidatos sem indicagdo a angioplagtia trandumina percuténea devido ao péssmo
e generalizado estado de suas artérias coronarianas,

Candidatos ndo indicados a revascularizacdo miocardica cirdrgica por fata de rede
venosa aceitavel (safena, mamdria, epigadtrica) e impossbilidade de retirada de artéria
radial (Fendbmeno de Raynaud);

Pacientes j& revascularizados anteriormente, bem como previamente submetidos a
angioplagia percuténea tranduminal coronaria (APTC), sem sucesso, contudo com
sntomatologia persistente apesar do uso de medicamentos cardiacos (CHAVANTES;
OLIVEIRA; DALLAN, 1999).

2.9 - Energiado Laser

Quando o pulso do raio Laser atinge o coracdo, a sua energia é transferida para o tecido
avo, o miocadio. A absorgdo dessa energia pela agua tecidua provocara a formacéo de
vapor, na forma de bolhas. A passagem da &gua do estado liquido para 0 gasoso provoca
ua expansdo volumétrica, abrindo espaco em meio ao tecido e criando o cana (DALLAN,
1999). A RTML empregou inicidmente 40 Jen?. A seguir, a intenddade da energia foi
aumentada ou diminuida, de acordo com a superficie do epicadio e com 0 sucesso da
criacdo dos pertuitos, que sdo observados como se fora “bolhas’ devido a turbuléncia
através da ecocardiografia transesofagica. Atudmente no INCOR, ndo se emprega mais do
que 25 Jen? efetivo, reduzindo assm a ingtabilidade hemodinamica que fora verificada nos
primeiros procedimentos adotados (CHAVANTES, 2003)3.



2.10 - Resultadosda RTML com CO,

O conceito de sucesso neste tipo de procedimento consiste na reducéo de dois graus
na classe de angina, segundo o critério internacional empregado na Indituicdo. A mehora
dos sintomas anginosos € inquestionavel e indubitavel.

A mehora na qudidade de vida gpés a RTML é dgnificativa, foi rdacionado na
tese de doutorado do Dr. Lisboa, através de questionarios submetidos a comunicacdo de
égtica do INCOR-HC/FMUSP. Foram consderadas a retomada aos seus afazeres
domédticos, sociais e de trabaho, tais resultados sugerem fortemente as vantagens clinicas
proporcionadas pela RTML, a pacientes com doenca arteriad coronaria obstrutiva e

difusa, que ja esgotaram a tergpéutica convenciond no tratamento da angina

2.11 - Estudos Experimentais com Raios L aser

Canais redizados com laser de CO, em cées, porcos e ovelhas, examinados horas
gpés sua confeccdo, ja continham cdulas vermehas sangliness e fibrina O mesmo
resultado fol observado em canais redlizados em cdes com 0 Holmium: YAG lasar. Canais
obtidos através do Excimer laser em coragdes de ovelhas, encontravam-se completamente
obstruidos por codgulos apds 72 horas. Diante dessas evidéncias, resta-nos discutir se 0
modelo obtido em animais é superponivel ao coracdo humano (CHAVANTES et al., 1994).

A primera critica, a0 empregar-se coracbes de animais em estudos de doencas
humanas, reside na comparacdo entre coragcles saudaveis e doentes. Esse argumento tem
relevancia ndo apenas pela variacdo na edtrutura miocardica de ambos, mas especia mente
porque a resposta a agresséo € diferente. Em termos de estrutura, a quantidede de colégeno
presente no coracd humano doente é superior a dos coragbes normais dos animais. Essa

diferenca pode ser sgnificativa, pois o colégeno contém menos &gua e é mais ressente a



ablacdo do que o musculo cardiaco. 1sso € importante porque os raios Laser habituamente
usados na RTML contam primariamente com a absorcéo da agua para redizar a ablacéo.

Outra diferenca estrutural € que o coragdo humano freqlientemente apresenta uma
camada gordurosa epicardica substancid. O tecido adiposo apresenta grande quantidade de
a&gua e 0 Laser de CO, é dtamente absorvido por esta. Esta ata absorcéo pode causar
problemas nos procedimentos onde se emprega Lasars infra-vermehos, especidmente os
Lasersde CO, (CHAVANTES et al., 1994).

Apesar desses argumentos considerando as variages entre coragbes humanos e de
animas, os exames higtologicos sugerem que essas diferencas podem sr minimas. A
gparéncia do tecido cardiaco apds RTML com Laser de CO,, nos dois tipos de coragles, é
smilar. As cicarizes dos canas também sdo semdhantes, assm como a resposta
angiogénicalocal (CHAVANTES et al., 1994).

Recentemente foi obsarvado que a Revascularizacdo Transmiocardica Mecénica
parece nd promover angiogénese fisologicamente dgnificante ou  arteriogénese em
coracdes de porcos com isguemia cronica e ndo pode ser recomendada neste momento, para
tentativas clinicas. Mecanismos Laser-mediados em comprimentos de onda na regido
infravermelha  do espectro  detromagnético podem ser  importantes  para  induzir
neovascularizacdo tergpéutica com técnicas diretas de Revascularizecdo Miocardica
(HUGLES et al. 2002).

We Li, et al. em 2001, concluiram através do emprego do Heart Laser em cées, que
a RTML induziu angiogénese corrdacionada com a expressdo de metdloproteinases-2
ativa de matriz e Fator de Crescimento Derivado de Plagueta (PDGF).

Keith em 1999 redizou um estudo demonstrando que a resposta molecular para
RTML com CO; se deve a0 aumento na producdo de Fator de Crescimento Endotelia

Vascular (VEGF) enddgeno, promovendo assim, a angiogénese.



2.12 - Neoangiogénese

Recentemente, contudo, tem sdo enfatizado o achado, freqlente em casos de
necropsia ou nos trabahos em animais de laboratorio (sacrificados sem a liberacdo dos
vasos ocluidos), da estimulagdo da angiogénese pela aplicacdo do Heart Laser no tecido
miocardico. A presenca de tecido de granulacdo representado por fibrose, neoformacéo
vascular e infiltrado inflamatério linfomononuclear, observado no coragdo de um paciente
do protocolo do INCOR, faecido 14 meses apds a RTML, vem reforcar essa hipotese
(Figuras 2.2 e 2.3), sem quaquer aspecto de efeito fototérmico-mecanico loca (DALLAN
et al., 1999).

Figura 2.2 - Corte histolégico de VE, mostrando trave
de fibrose miocardica intersticial, perpendicular ao
epicardio (setas) que se estende a partir da regido
subepicardica (SE) em direcdo ao endocérdio
(tricrbmico de Masson, aumento original X 5)
(DALLAN et al., 1999).



Véaios trabdhos tém mostrado evidéncias de que a RTML pode favorecer a
angiogénese no miocardio isquémico. Isso pressupde a hipdtese que a lesdo miocardica,
criada pelos canas, induz uma respoda inflamatéria loca que, por sua vez, libera citocinas
e fatores de crescimento, dém de estimular os receptores desses fatores. As evidéncias de
um processo de crescimento vascular desencadeado pela RTML, O existem a partir da
segunda ou terceira semanas apds 0 procedimento cirdrgico, com aumento progressvo de

vasos neoformados apos esse periodo (DALLAN et al., 1999).

Figura 2.3 - Corte histolégico do VE, mostrando vasos
sanguiineos neof ormados de pequeno calibre (setas), em
meio a trave de fibrose intersticial (tricrdmico de
Masson, aumento original X 63). (DALLAN et al.,
1999).



2.13 - Efeito Residual do Laser Ciruargico de Alta Poténcia

Quando o Laser de Alta Poténcia comegou a ser utilizado em Medicina, observouse
que os pacientes submetidos a esse tipo de procedimento relatavam menor desconforto no
pos-operatério e os médicos relataram menor quadro de edema pés-cirirgico e mehor
cicatrizacéo tecidua, quando comparado a0 tratamento de cirurgia convenciona, tal fato
suscitou aguns questionamentos por parte dos membros da equipe do INCOR, envolvidos
na RTML com CO,. Tendo em vida estudos que estavam sendo redizados com Laser de
Baixa Poténcia (LBP) nesta indituicdo, surgiu entdo, a hipdtese de que o Heart Laser
estaria bioestimulando a zona adjacente a aea tratada durante a RTML, com possive
producdo de substéncias neocangiogénicas. Outro efeito relatado na literatura e em trabahos
redlizados no INCOR seria o efeto antidlgico do LBP (KAJTA, 2002; CHAVANTES
et al., 2003, NARA, 2003; BAPTISTA, 2003), este efeito poderia também contribuir para
0 sucesso na melhora da angina de pacientes pds RTML. As observagdes dos membros do
INCOR foram baseadas no trabaho de Ohshiro e Caderhead, que em 1991, levantaram a
suspeita de que o Laser poderia ter dgum outro efeito adiciona até entéo desconhecido, até
que, propuseram chamar esse efeito de “Efeito X do Laser”. Esses autores propuseram que
a explicacdo para ese efdto seria a distribuicdo espacid de energia gaussana que a
maioria dos Lasers gpresentam. A figura 24 exemplifica o Pefil Gaussano de um feixe
Laser, sendo que o pico de energia concentra-se na regido centra do feixe, decrescendo
gradudmente a medida que se aproxima da periferia laerd. Ela representa também os
efetos tipicos da interacéo Laser-tecido bioldgico, evidenciando estes efeitos em funcéo da
vaiacdo da densdade de energia As Ultimas zonas do gr&fico, ndo mostram dteracdo
macroscopica na estrutura tecidua (OHSHIRO; CALDERHEAD, 1998), ainda que os
dados da literatura comprovem efeitos sobre 0 mesmo. Esses efeitos sdo conhecidos
atudmente como “Tergpia com Laser de Baixa Poténcia’ ou “Laser Terapia’ (OHSHIRO;
CALDERHEAD, 1998), e podem ocorrer smultaneamente & reagOes fotomecénicas do
Laser cirdrgico, na periferia da Curva Gaussana. Ohshiro e Caderhead, 1991, relataram



ede efeto como “Lasertergpia Smultaned’, que também pode s denominada “Efeito

Residual do Laser Cirdrgico”.

Curva Gaussiana
Tipica

:.l Carbonizagio e queimadura Alta Poténcia

| Vaporizagio Foto-destruigdo
Tecido Coagtﬂagéoh .
Alvo Desnaturagio Proteica oy )
Ativagdo Foto-térmica | Baixa Poténcia
Ativagio nio Foto-térmica Foto-ativagio

Figura 2.4- Curva Gaussiana e Efeito Residual do Laser Cirurgico.

2.14 - Lasers de Baixa Poténcia

O primero Laser da higtoria foi congtruido por Theodore Maman em 1960 na
Cdifornia-USA (MAIMAN, 1960), era um Laser de Rubi, operando em 694,3 nm. Ja em
1961, foi fundado na Universdade de Cincinnati através do pioneirismo do Prof. Dr. Leon
Goldman, o primeiro laboratorio de Laser voltado para aplicagbes médicas (GOLDMAN,
1981), onde as primeras experiéncias em animais foram redizadas e poderiormente

aplicadas em pacientes com problemas dermatol dgicos.



Em 1962, Patd desenvolveu o primeiro Laser com findidade tergpéutica, um Hélio-
Nednio (He-Ne) com mmprimento de onda de 632,8 nm (PONTINEN, 1992). Contudo os
primeiros Lasers Terapéuticos comerciais b apareceram no final da década de 70.

As primeras gplicagbes clinicas com Laser operando em Baixa Poténcia foram
relatadas em 1966 por Endre Mester de Budapeste, Hungria, que publicou um resumo em
inglés, dos primeiros trabahos cientificos redizados em pele de ratos com Laser operando
em 694 nm, aravés da acdo edtimuladria, ndo térmica (MESTER, 1966). O grupo de
Mester do Hospitd Semmeweiss gpresentou os primeiros relatos de casos clinicos sobre
“Bioegstimulacdo com Laser” em Ulceras cronicas de membros inferiores, usando lasers de
Rubi e de Argbnio, tendo publicado seus primeros artigos anda em 1966 (MESTER,
1966). Ele produziu um grande volume de trabahos cientificos, experimentais e clinicos,
tendo o Laser He-Ne, como tema centrd, contudo, devido a dificuldade do idioma, a pouca
divulgacdo e a ndo reprodutividade de seus resultados, provocando iniciamente criticas e
descréditos no meio cientifico durante mais de uma década (MESTER, 1971).

Em 1973, seguindo a mesma linha de Mester, Heinrich Plogg de Fort Coulombe —
Canadd, gpresentou um trabaho sobre “O uso do Laser em acupuntura sem agulhas’, para
atenuacdo de dores (BAXTER, 1994). A partir do fina dessa década comegaram a ser
desenvolvidos lasers semicondutores, dando origem ao primeiro diodo operando na regido
do infravermeho préoximo (904 nm), condituido de um criga de Arseneto de Gdio
(GaAs). As vantagens dos Lasers semicondutores sobre o He-Ne € que, dém de serem
compactos estes dispositivos podem operar de forma continua ou pulsada, enquanto que o
He-Ne sb pode operar em modo continuo (CW). O efeito da fotobioestimulacdo com Laser
pulsado foi tema de diferentes trabahos, sendo que segundo MORRONE et al. (1998), a
aplicacdo in vivo da radiacdo continua revela melhores resultados que a radiagdo pulsada no
processo de cicatrizacao.

Em 1981, apareceu pela primeira vez o relato da aplicacdo clinica de um diodo
Laser de GaAlAs, publicado por Calderhead (1981), do Jap&o, que comparava a atenuacdo
de dor promovida por um diodo Laser e o Laser de Nd:YAG, (cristal de Y3AlsO;2, dopado
com Neodimio), operando em 1064 nm (CALDERHEAD, 1981).



A partir dos anos 90, diferentes substancias dopantes foram introduzides na
tecnologia para obtencdo de diodos Laser, gerando e ampliando a faixa de comprimento de
onda. Com estes digpositivos hoje se pode ter aparelhos pegquenocs, de facil transporte e
manuseio, com rara necessidade de manutencdo, dém do seu baixo custo. Os
comprimentos de onda mais utilizados estéo entre 600 e 1000 nm (janela Optica), pois os
Lasers situados nesta regid do espectro eetromagnético, so relaivamente  pouco
absorvidos e conseglentemente gpresentam boa transmissio na pele e nas mucosas
(RIGAU, 1996). Com o emprego de comprimentos de onda acima de 630 nm, ocorre
favorecimento da penetracdo da luz no tecido avo, pois incorre na diminuicdo de absorcéo
pela hemoglobina, garantindo maior profundidade de penetracéo nas cdulas.

2.15 - Interacao Laser de Baixa Poténcia - Tecido

Quando irradiamos um tecido com um Laser, introduzimos energia em um dstema
biolégico vivo, que utiliza e trandforma energia paa seu consumo. A dose de
irradiacd0 ou densidade de energia € 0 pardmetro mais importante na tergpia com este tipo
de laser. A fluéncia tem seus limites minimos e maximos. Se a dose for demasiadamente
baixa (menor que 0,1¥cn?), ou muito dta (maior que 10Jcn?) ndo se obtém estimulagéo e
empregados na bioestimulagdo operam abaixo de 1W de poténcia e irradiancias entre 0,01 e
100 mW/cn? (TRELLES et al.,1989).

Desde o surgimento da Tergpia Laser de Baixa Poténcia, centrada principamente na
cicatrizacdo de Ulceras cronicas, muitos trabahos vém sendo redlizados visando estudar o
efeito bioestimulante, que esta luz exerce sobre os tecidos (RIGAU, 1996). O Laser acelera
a mitose e a acéo que se observa, principamente na reparacéo cicatricia das lesdes, ocorre
por aumentar a microvascularizacdo e formacdo abundante de tecido de granulacdo. Essa
luz produz anda dteragbes na edrutura mitocondria, multiplicagdo da producéo de



colageno e aumento do tecido conjuntivo, por aumento na captacdo de glicina e prolina
pelos fibroblastos. (TRELLES, MAYAYO, 1984). Em 1983, Mester observou que, na
periferia de zonas irradiadas com doses de 1J¥cn?, produzia-se estimulo do crescimento de
pélo, contudo, se a dose irradiada aumentava acima de 2Jcn?, inibia-se este fendmeno, até
produzir sua queda. Estabeleceuse entéo a exigéncia de um provave efeito bioestimulante
produzido pelas doses de Laser de peguena intensidade, levando Mester e Kovacs em 1974,
a experimentar edta radiacdo em diferentes sstemas hioldgicos, assm como em aplicacdo
clinica em pacientes, tratando principdmente Ulceras cutneas cronicas resistentes aos
tratamentos médicos cléssicos (KOVACS; MESTER; GOROG, 1974).

Os efeitos tergpéuticos dos Lasers sobre os diferentes tecidos bioldgicos séo muito
amplos, podem induzir efetos troficosregenerativos, antiinflamatdrios e anagésicos, os
quais revdlaram um aumento na microcirculagdo locd (MIRO et al., 1984; MAIER,;
HAINA; LANDTHALER, 1990), no sigema linf&ico (LIEVENS, 1986; 1988; 1990;
1991), proliferacéo de clulas endotdiais (KIPSHIDZE et al.,, 2001, SCHINDL et
al.,2003), epitdiais (STEINLECHNER; DYSON, 1993) e fibroblastos (LUBART et al.,
1995; WEBB; DY SON; LEWIS, 1998, CHAVANTES et al., 2003, RICCI et al., 2002),
assm como uma elevacdo da sintese de coldgeno por parte dos fibroblastos (ENWEMEKA
et al.,, 1990; SKINNER et al.,, 1996). Muitos estudos clinicos foram publicados
confirmando esses efeitos observados em estudos desenvolvidos em laboratorio (TRELLES
et al., 1989; BIHARI; MESTER, 1989; ROCHKIND et al., 1989; BAXTER, 1994;
KAMEYA et al., 1995; TANG et al., 1997; REDDY et al., 1998).

A acdo dos diferentes comprimentos de onda no metabolismo cdular vem sendo
estudada por diversos autores. JA se sabe, que a agdo desses Lasers varia segundo a posicéo
que ocupam no espectro de radiagbes eletromagnéticas, e que sua acdo sobre as células é
bem digtinta de acordo com os comprimentos de onda utilizados nas regifes do visivel e do
infravermelho (KARU, 1987).

Nos estudos in vivo, ha dificuldade na identificacdo dos efeitos especificos do Laser,
pois muitos fatores so relevantes no processo de cicatrizacdo e muitas varidvels modificam
os efeitos do Laser nos tecidos (KIMURA et al., 1997). Estudos in vitro em cultura de

cdulas goresentam resultados consistentes no que concerne aos efeitos do Laser



(COLVER; PRIESTLEY, 1989; HEIN et al., 1992; MARTIN et al., 1988), porém
relativamente pouco € conhecido sobre os efeitos do Laser a nivel bioguimico (KARU et
al., 1988; 1989). O estudo in vitro, utilizando cultura de cdlulas primérias tem apresentado
resultados satisfatdrios, embora a quantidade de materid em cultura sga peguena
(FRESHNEY, 1990). Através da observacdo da morfologia ceular, dos efeitos na
membrana, da atividade cdlular e do indice de proliferagdo, pode-se avdiar o dano celular
(KAWAHARA et al., 1968). Além destas vantagens, a redlizacéo de ensaios em culturas de
células apresenta 0s seguintes recursos. (1) resposta imediata ou de curto prazo, tais como
dteragbes na permesbilidade de membrana ou perturbacdo de vias metabdlicas, e (2)
sobrevivénciaem longo prazo (FRESHNEY, 1990).

A cdula possui um limiar de sobrevivéncia, que depende de sua linhagem e do seu
edado fidologico. Quando se trabadha respetando o limiar de determinada céula,
oferecendo uma baixa intensdade de poténcia do Laser, a energia fornecida sera utilizada
pela propria cdula de mangra a edimular sua membrana ou Suas mitocOndrias. Desta
forma, a cdula serd induzida a biomodulagdo, ou sga, da trabahard buscando um estado
de normdizacdo da regido afetada, a isso denomina-se Laser Terapia de Bioestimulacéo,
com Laser de Baixa Poténcia (ALMEIDA-LOPEZ, 1999).

2.16 - M étodos de andlise da proliferacdo celular

Quando desgamos determinar o efeito de quaquer dteracdo da proliferacdo celular
no melo de cultura, ou sga sua capacidade de esimular ou inibir a divisso cdular, o
méodo mais indicado € contar 0 nimero de céulas antes e gp0s O tratamento, de
preferéncia a cada 24 horas. Para indicar se uma populacéo celular esté crescendo ou néo, 0
melhor parametro é contar 0 nimero de céulas por placa de cultura.

De acordo com Schmaz (1994), varios métodos basearamse na exclusio do
corante Azul de Trypan, o qua penetra nas cdulas mortas, com lesfo da membrana cdular,

enquanto isso ndo ocorre nas cdulas vivas, que gpresentam membrana integra. Em 1990,



Pollard sugeriu que a determinacd do nimero celular fose redizada usando-se um
contador €letrénico de particulas ou aravés de um hemocitdmetro.

O primero mé&odo é mas preciso e pode ser usado para contar baixas
concentragdes celulares. O segundo requer maior densidade e é mais propenso a erro de
amodragem. Entretanto, permite uma edimativa visud do estado das células e pode ser
usado para estimar a viabilidade celular, quando combinado com a exclusdo do corante azul
de Trypan. Para a contagem, as cdulas séo ressuspendidas e diluidas em Azul de Trypan.
Uma gota de suspensio cdular € adicionada aos dois lados do hemocitdmetro: isso é feito
para determinar a viabilidade cdular, ja que o nimero de células que ndo se coram S0
agquelas que apresentam a membranaintacta, ou sga, as cdlulas vivas.

Baserga (1990), relatou que céulas em cultura podiam crescer por aumento no
tamanho da cdula ou por aumento de seu nimero. A contagem de céulas em uma placa de
Petri nos diz quanto a cdula cresceu, e informa se as cdulas esd0 ou ndo proliferando.

Segundo Danid (1998) a maioria dos testes de viabilidade basdamse no
rompimento da integridade da membrana, determinado pela penetracdo de um corante ao
qua a cdula normdmente € impermedve (azul de Trypan, eritrosna, nigrosina), ou a
liberacdo de um corante ou isGtopo radioativo. Os ensaios em longo prazo sdo usados para
demongrar a capacidade metabdlica ou proliferativa das cdulas apos influéncia toxica ou
irradiacdo Laser.

Schmaz (1994) afirmou que podem ser usados dois tipos de cdulas: (1) linhagens
de células permanentes derivadas de colegdes tipo cultura (ou de fontes comerciais) e (2)
linhagem de cdulas priméias, derivadas de explants e estabelecidas em cada laboratorio
individuamente. O autor afirma que a escolha do método de registro deve ser baseada na
informagdo que se desga Primeiramente, 0 autor preconiza 0 uso de méodos mas
smples, baseados nos efeitos de membrana ou no indice de proliferacdo cdlular. Caso hga
necessdade de informagbes mais detahadas, dever-se-& aplicar méodos mais sofisticados,
baseados na atividade celular. Esse autor acredita que o uso do indice de proliferacéo para
regidrar 0 dano cdular € um dos méodos mas antigos e mas comumente utilizados. As
vantagens da contagem direta é que a mesma é f&cil de redizar e pode ser combinada com

um corante vitd, afim de excluir as cdulas mortas.



Comparadas & linhagens fibroblagticas, as endotdiais ainda ndo gpresentam um
grande nimero de trabahos redizados com o emprego do LBP, e os pardmetros
dosmétricos para biomodulacdo de células endotdiais ainda ndo estdo estabelecidos. Sendo
esas cdulas téo importantes no processo cicatricid quanto os fibroblastos, devido ao
processo  angiogénico, fazse necessio mais estudos sobre a participacéo das células

endoteliais na necangiogénese e reparacao tecidua, apds bioestimulacdo com LBP.

2.17 - Endotélio Vascular e Céulas Endoteliais

O endotélio tem importante papel na modulacdo do ténus vasomotor coronario e na
contracdo miocardica por meio da sintese e do metabolismo de agentes vasodilatadores e
vasocondtritores (LOSCALZO; WELCH, 1995). A disfuncdo endotelid tanto pode incluir
aspectos relacionados com a vasodilatacdo como com a vasoconstricao.

A slbita oclusio de uma artéria coronaria causa profundas ateragbes no miocardio,
irrigado por edtas, bem como na estrutura e na funcéo da regido da propria artéria ocluida
Assim, os concetos sobre fisopatologia do infato agudo do miocardio (1.LA.M) foram
enriquecidos, por evidéncias de que o endotéio tem pape relevante durante o |.A.M.,
embora esse papel ainda néo estgja totalmente esclarecido.

A vastulaura humana foi por muitos anos vida como um sSsema reaivamente
esdico e somente durante o séeculo XX, ultrapassamos a ignorancia neta &ea A
descoberta do Oxido nitrico (NO) - molécula sintetizada pelo endotélio vascular -, que é um
vaodilatador  enddgeno, permitiu novo  entendimento do  comportamento  bioldgico
vascular.

O aminoé&cido L-arginina foi identificado, por Pdmer e colaboradores, como o
precursor fisologico do NO. Modificagbes edtruturais indwzidas nesse subgrato levaram a
sintese de Vvé&ios antagonistas competitivos de NO, tais como o N-nitrometil-L-arginina
éster (L-NAME) e o NC-monomeiil-L-arginina (L-NMMA), que 30 instrumentos (teis na
caracterizacdo dos efeitos fisiol0gicos desse radica (MONCADA; HIGGS, 1993).



Ao longo dos dltimos anos, inUmeras observagbes demonstraram que o NO
inicidmente descoberto no sstema vascular € uma molécula ativa em vaios processos em
todo o corpo humano (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991). Em relacdo a0 Sstema
cadiovascular, a participacdo do NO tem sdo implicada em inOmeros processos
figologicos, tais como regulacdo do ténus vascular e da contratibilidade miocardica, efeitos
antitrombdticos da vascularizacdo e regulacdo da interacdo endotéio-leucdcitos, regulacéo
da integridade endotelid e de sua permesbilidade, e regulacdo da proliferacdo ceular
vascular (COHEN, 1995).

Ma et d., observaram que a liberacdo basad de NO encontra-se diminuida apds
isquemia miocardica, bem como na lesdo de reperfusdo. Essa anormaidade na liberacdo de
NO parece sr 0 mecanismo primaio de lesio a0 endotdlio e aos midcitos determinada
pelos neutrdfilos (MA; WEY RICH; LEFER, 1993).

Estudos "in vitro" e "in vivo" indicam que tanto a isquemia como a reperfusio
miocardicas causam disfuncéo da vasodilatacdo mediada pelo endotélio, sugerindo que a
acd do NO encontrase prejudicada nestas condicbes. N&o esta ainda devidamente
eclarecido se a producdo de NO encontrase reduzida nessas circungténcias, ou s 0
mesmo € indivado pela presenca de radicd livre de oxigénio _superdxido , o qua é
produzido no momento da pefusio (DARLEY-USMAR; WISEMAN; HALLIWEL,
1995).

O endotdlio pode secretar varias substéncias vasocondgtritoras, cujo papel fisologico
"in vivo" ndo esta ainda bem caracterizado. O peptideo endotelina-1 (ET-1), 0 mais potente
vasocondritor conhecido, € um dos principais fatores condritores do endotélio
(YANAGISAWA et al., 1988). Progaglandina H, e radicais superéxido derivados do
endotdlio podem ter importancia em condigdes patoldgicas, como hipertensdo arterid e
apos lesto vascular. Vaios edtimulos, hipdxia, norepinefring, trombina e aumentos de fluxo
podem liberar, smultaneamente, NO e fatores vasocondtritores.

As cdulas endotdiais, que formam o revestimento dos vasos sanglineos, tém
notével capacidade de gustar seu nimero e aranjos, a fim de satisfazerem regquerimentos
locais. Quase todos os tecidos dependem de suprimento sangliineo, e o0 suprimento de

sangue depende das cdulas endotdiais. Elas criam um sistema adaptavel de suporte avida,



que e espaha para todas as regifes do corpo. Se ndo fossem as cdulas endotdiais se
estendendo e remodelando "ad terminum” a rede de vasos sanguineos, o crescimento de
tecidos e a reparacdo seriam impossiveis. Estudos do embrido revelam que as artérias e
veias e desenvolvem de pequenos vasos congruidos somente de céulas endotdiais e
lamina basd: o tecido conjuntivo e musculo liso s adicionados mais tarde, quando
requeridos, sob influéncia de sinais de cdlulas endotdiais. Em todo o sistema vascular do
adulto, as cdulas endoteliais retém a capacidade de divisio cdular e movimento. Se, por
exemplo, uma parte da parede da aorta € danificada e as cdulas endoteliais removidas,
cdulas vizinhas proliferam e migram para recobrir a superficie exposta, num processo de
renovagdo por smples duplicacéo de células pré-exisentes (ALBERTS et al., 1997).

As cdulas endoteliais ndo somente reparam 0 revestimento dos vasos sangliineos
estabelecidos, mas também criam neoformagbes vasculares. Elas fazem isso nos tecidos
embrion&ios, paa acompanhar 0 crescimento; nos adultos, para suportar 0s ciclos
recorrentes de remodelagem e reconstrucdo, e em tecidos adultos danificados a fim de dar
suporte a reparacdo vascular tecidud. Vasos novos sempre se originam como  brotos
capilares, que proliferam de infimos vasos pré-exisentes. Esse processo de angiogénese
ocorre em resposta a snais especificos. Experimentos em cultura mostram que as cdulas
endotdiais;, num meo contendo fatores de crescimento adequados, formardo
espontaneamente tubos capilares mesmo se edtas edtiverem isoladas de todos os outros
tipos de céulas. O primeiro sna da formacéo de tubo na cultura é o aparecimento na cdlula
de um vactolo dongado, que € de inicio completamente rodeado pelo citoplasma. Cdulas
contiguas desenvolvem vecliolos smilares, e eventudmente, as céulas orientam 0s seus
vactolos a manterem paridede (extremidade com extremidade), de forma que se tornam
continuos de cdula paa cdula formando uma cana e mas tarde uma rede capilar
(FOLKMAN; HAUNDENSCHILD, 1980).



2.18 - Fibroblastos

Fibroblastos sfo as cdulas mais amplamente utilizadas nos estudos dos efeitos do
LBP, pois o efdto bhioetimulatdrio destas cdulas implica em efdtos importantes no
processo cicatricia (KIMURA et al., 1997).

O fibroblasto € uma cdula do tecido conjuntivo derivada do mesénquima. Na
familia de cdulas do tecido conjuntivo também se encontram as cdulas cartilaginosas e 0s
osteoblastos. Todas secretam matriz colagenosa extracdlular e juntamente sB0 responsavels
pela armacdo estrutural do corpo ceular dos tecidos, bem como cdulas adiposas e células
do muisculo liso, que parecem também ter a mesma origem comum. Cdulas do tecido
conjuntivo desempenham uma parte certral no suporte e reparo de quase todo o tecido ou
orgéo.

Os fibroblastos sfo0 as cdulas menos especidizadas do tecido conjuntivo. Estéo
dispersas no tecido conjuntivo por toda pate do corpo, onde secretam uma matriz
extracelular ndo rigida, que é rica em colagenos do tipo | €ou tipo 1. Quando um tecido é
danificado, os fibroblastos bem proximos migram para a aea da ferida, proliferam e
produzem grandes quantidades de matriz colagenosa, que guda a isolar e reparar o tecido
lesonado (ALBERTS et al., 1997).

Sua capacidade de prosperar frente ainjaria, junto com seu edtilo solidario de vida,
pode explicar porque os fibroblastos sfo as cdlulas mais faceis de crescer em cultura
(BALL et al., 2001).

2.19 - Células Endotdliais e Fatores de Crescimento

Todos os vasos sangliineos gpresentam na sua superficie interna uma camada de

cdulas endotdlias. As principas funcbes destas cdulas sfo: manter a barera de



permesbilidade; daborar moléculas antitrombdticas e protrombdticas; regular o fluxo de
sangue através da formacdo de vasoconstritores e de vasodilatadores.

A angiogénese ocorre frente a fatores de crescimento, dentre os quais dienta-se o
Fator de Crescimento Vascular Endotelia (VEGF), o Fator de Crescimento Derivado das
Plaguetas (PDGF), o Fator de Crescimento Fibroblastico Bésico (bFGF), fatores de
crecimento semedhantes a insulina (IGF), e fatores edimulantes da multiplicacdo de
granulécitos e mondcitos (GM-CSF). Entre as citokinas, redce para a interleukina 6 (IL-6)
eainterleukina 8 (IL-8) (LUO, 2001).

Fator de Crestimento Endotdid Vascular (VEGF) é essencid para angiogénese
figologica e paoldgica, e é audmente o principd enfoque em estudos no desenvolvimento
de drogas para o tratamento de diversas doencas humanas. Acredita-se que o VEGF sga
responsivel pela sobrevivéncia da célula endotelid in vivo e pela sintese de Oxido nitrico e
prostacicling, sendo estes mediadores chaves de um efeito protetor vascular. A protegdo
vascular pode gudar a mehorar a perspicacia nos mecanismos subjacentes de acOes
cardiovasculares de VEGF e desenvolver gproximagdes tergpéuticas modernas para
doencas cardiovasculares.

Em embriogénese, 0 Faor de Crescimento de Endotdlio Vascular (VEGF) é
essencid para diferenciacdo da cdula endotelid (vasculogénese) e pelo brotamento de
novos capilares de vasos preexistentes (angiogénese) (TOLENTINO et al., 1996). Também
acreditaase que o VEGF representa um papd chave na angiogénese pos-natd e em
patofisologia humana incluindo o0 cancer, atrite reumdica, desordens de
neovascularizacdo oculares, e doenca cardiovascular. Ao contr&io de muitas doencas em
qua VEGF-dirigido contribui para progressdo da doenca, atraveés da neovascularizagdo, em
isqguemia do coracdo e doenca vascular periférica o problema € uma provisio de sangue
inauficiente. Um recente desenvolvimento foi 0 uso de VEGF para edimular formacéo de
atéria colaterd em regies com um déficit vascular, com a chamada "Tergpia
Angiogénica' (ZACHARY, 2001).



2.20 - Isquemia celular

A isguemia é uma diminuicdo no suprimento sangliineo por reducdo do fluxo
arteriad ou da drenagem venosa em um tecido. Deve ser distinguida da hipoxia que pode
levar a anoxia, que € uma causa extremamente comum e um dado extremamente importante
de lesdo incorrendo na morte celular, prgudicando a respiracdo oxidativa aerdbica Ao
contrario da andxia, durante a qua a producéo glicolitica de energia se extingue, a isquemia
compromete a oferta de substratos metabdlicos, incluindo a glicose. Por edta razéo a
isquemia tende a lesar os tecidos mais rapidamente que a andxia. O processo isquémico é o
fator mais comum de leso cdular na Medicina Clinica e tem sSdo estudado extensamente
no ser humano, em animais de laboratério e em sistemas de cultura (CHOI, 1996).

A lesfio cdular é reversivdl até certo ponto, mas, se 0 edtimulo persigtir ou for
intenso o suficiente desde o inicio, a cdula atinge 0 "ponto de ndo retorno”, e sofre lesdo
cdular irreversived e morte ceular. Por exemplo, se 0 suplemento sangiliineo para um
segmento do coragcéo for interrompido por 10 a 15 min e depois restaurado, as cdulas
miocardicas sofrem lesfo, mas gerdmente podem recuperar-se e voltar a funcionar
satifatoriamente. Porém se o fluxo sangliineo ndo for restabelecido até 1 h depois, ocorre a
lesto irreversivel e as fibras miocardicas morrem. Alteragbes morfolOgicas de lesfo letd ou
smples infarto demoram mais tempo para desenvolver-se, que as de lesdo reversivel. Por
exemplo, tumefacdo cdular € uma dteracdo morfologica reversivel, e pode ocorrer em
questd0 de minutos. Entretanto, ateraches inequivocas de morte celular a microscopia
Optica ndo ocorrem no miocardio antes de 10 a 12 h apds de isgquemia total ou conhecido
por infarto do miocardio. Ainda assm, sabemos que a lesfo irreversivel pode se dar dentro
de 20 a 60 min. Obviamente, as dteraches ultraestruturais (microscopia eetronica) sdo
visivels mais cedo, que & dteragbes evidenciadas a microscopia Optica (COTRAN,;
KUMAR; COLLINS, 2000).

V&ios mecanismos bioquimicos podem incorrer em lesio da membrana cdular,
como o aumento do cdcio intracdular, levando a ativacdo de proteases, que podem

danificar elementos do citoesqueleto. Os filamentos do citoesqueleto servem de ancoras que



conectam as membranas plasméticas a0 interior celular (ALBERTS et al., 1997). A adicdo
de certos aminoacidos, principdmente glicina, protege in vitro as células hipdxicas de lesfo
irreversivel da membrana, sugerindo que a perda desses aminoacidos predispde a uma lesdo
esruturd da membrana cdular. A glicina também permite que as cdulas com deplecdo de
ATP resstam aos efeitos letais do cécio devado e, portanto, permanecam viavels por mais
tempo (DONG et al., 1998).

2.21 - Cicatrizacao

A supeficie cdular e as interagdes de adesdo estdo envolvidas na
regulacdo de varios processos como cicatrizacdo, embriogénese, crescimento
celular e diferenciacéo (FOLKMAN; MOSCONA, 1978). Durante 0 processo
de cicatrizacdo, as cdlulas endoteliais formam novos capilares, para garantir o
aporte sanguineo, quando as células nos tecidos séo privadas de oxigénio, séo
liberados fatores angiogénicos que induzem a formagdo destes novos
capilares. Provavelmente por essa razéo, aproximadamente todas as células
num vertebrado estdo localizadas a 50 mm de um capilar. De forma
semehante, depois de um ferimento, uma explosdo de crescimento capilar €
estimulada na vizinhanga do tecido danificado. Irritantes ou infecgdes locais
também provocam uma proliferacdo de novos capilares, sendo que a maior
parte regride ou desaparece, quando a inflamagdo diminui. O modelo anima é
amplamente utilizado para observacéo do processo de cicatrizacdo, inclusive
apos o emprego do LBP (AL-WATBAN, 1994).



A angiogénese também é um ponto relevante no gparecimento de um
tumor. O crescimento de um tumor sdlido € limitado pelo seu suprimento de
sangue: se ele ndo fosse invadido por capilares, um tumor dependeria da
difusdo de nutrientes da sua vizinhanca e ndo poderia crescer além de um
didmetro de uns poucos milimetros. Para desenvolver-se mais, uma neoplasia
deve induzir a formacdo de uma rede capilar, que invada a massa tumoral
(ALBERTS et al., 1997).

Em todos os casos as células endoteliais invasoras devem responder a
um sina produzido pelo tecido que requer suprimento sangiineo. A resposta
das células endotdliais inclui pelo menos quatro componentes. Primeiro, as
céulas devem romper a lamina basa que circunda um vaso sanglineo
existente; mostrou-se que as céulas endoteliais produzem proteases durante a
angiogénese, que as capacitam a digerir e criar 0 seu caminho através da
lamina basal do capilar parental ou vénula. Segundo, as células endoteliais
devem mover-se em diregdo a fonte do sinal dado. Terceiro, elas devem
proliferar. Quarto, elas devem formar tubos ou vasos sanguiineos. Em certas
circunstancias, alguns dos componentes desta resposta complexa podem ser
evocados, mesmo na auséncia de outros. Mas existemn também fatores de
crescimento identificados, que podem evocar juntos todos 0s quatro
componentes da resposta angiogénica. O mais importante entre esses fatores é
uma proteina conhecida como fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF — um parente distante do fator de crescimento derivado de plaquetas
[PDGF]). O VEGF atua sdletivamente sobre as células endoteliais para
estimular a angiogénese em muitas circunstancias diferentes, e parece ser o
agente pelo qual alguns tumores adquirem um préspero suprimento sanguineo.

Ouitros fatores de crescimento, incluindo alguns membros da familia do fator



de crescimento de fibroblasto, também estimulam a angiogénese, mas ao
mesmo tempo influenciam outros tipos de células, dém das endoteliais.
Fatores angiogénicos tais como esses, séo liberados durante reparacéo dos
tecidos, inflamag&o e crescimento dos tecidos; eles sdo constituidos por varios
tipos de células, incluindo macréfagos, mastocitos e células adiposas. Alguns
inibidores naturais também foram identificados, podendo bloquear a formagdo
de novos vasos sangiineos (FOLKMAN; HAUNDENSCHILD, 1980). Assim,
tanto a angiogénese quanto o controle da proliferacédo celular em gerd,
parecem ser regulados por combinacdes complexas de sinais, ao inves de um
unico fator como se acreditava na década passada.

2.22 - Laser de Baixa Poténcia em Céulas Endoteliais

Recentemente, a irradiagéo Laser de Baixa Poténcia (LPLI) tem sido proposta para
o tratamento de restenose pos-endovascular. 1sso demongrou ser dtamente efetivo na
inibicdo experimentd da formacd neointima. Embora vaios mecanismos, induindo
rgpida endotelizacdo do vaso tratado, tenham sSdo propostos para explicar o efeito anti-
restendtico, é possivel que a LPLI estimule ndo-especificamente a liberaco ou secregdo de
fatores de crescimento, em paticular fator de crescimento endotdid vascular (VEGF) na
regido da injuria vascular. Este €feito seria de particular sgnificancia porque a habilidede
do endotélio em regenerar-se é relativamente pobre, e a regeneracdo endotdia acderada
pode reduzir ataxa de restenose em animais experimentals.

VEGF, também conhecido como fator de permesabilidade vascular, € um secretado
mitogénico  especifico peas codulas endotdias e um edimulador  angiogénico
extremamente potente. Recentes estudos tém demonstrado, que o loca de entrega do VEGF



aumerta a re-endotelizacdo e restaura a dividade endotdid em conjunto com a
disfunciona do endotdlio gpds injuria mediada por baddo em coehos (KIPSHIDZE et al.,
2001y).

Aumento na secregdo de Fator de Crescimento de Endotdio Vascular (VEGF) foi
observado em células de musculo liso e fibroblastos quando irradiadas com Laser He-Ne,
com 0,5 e 2,1 Jen?, respectivamente. O meio de cultura condicionado das culturas Laser-
tratadas, foi adicionado a linhagem HuC EC, cdula endotdid de vasos coronarios
humanos, estimulando o crescimento dessas céulas em cultura (KIPSHIDZE et al., 2001,).

SCHINDL et al., em 2003, publicaram um trabaho demonstrando o efeito do Laser
diodo de Baixa Poténcia, em 670 nm, com irradiancia entre 10 e 65 mW/cm? e fluéncias
entre 2 e 8 Jom? em cdulas endotdias de vea umbilicd humana Observaram uma
proliferacd0 celular mais pronunciada com fluéncia de 8 Jcn? e irradidncias de 20 e 65
mW/cm?2. Esses autores concluiram que a irradiacéo Laser de Baixa Poténcia influencia a
proliferacdo de culas endotdliais e pode contribuir assm para 0 aumento da angiogénese e
aaceleracao do processo de cicatrizacdo de feridasin vivo (SCHINDL et al., 2003).

2.23 - Mitocondrias e Laser de Baixa Poténcia

Véias linhas de pesquisa evidenciam que as mitocindrias sBo sensivels a irradiacéo
com luz visivd monocromédica A iluminacdo de mitocondrias isoladas de figado de rao
aumenta a sintese de trifosfato de adenosina (ATP) e o consumo de oxigénio. Irradiacdo
com luz nos comprimentos de onda de 415 nm, 602 nm, 633 nm, 650 e 725 nm
incrementam a sintese de ATP. Luz em comprimentos de 447, 511 e 554 nm néo influencia
a taxa desse processo. O consumo de oxigénio € ativado pela iluminacdo com luz em 365 e
436 nm, mas ndo em 313, 546 e 577 nm. A irradiacdo com luz em 633nm aumenta o
potencid de membrana mitocondrid e o gradiente de prétons, causando mudancas nas
propriedades ¢pticas da mitocOndria, modifica aguns NADH-unidos (NADH, forma
reduzida de nicotinamida adenosina dinucleotideo), reagbes desidrogenase e aumentando a
taxa de troca ADP/ATP (ADP, adenosina difosfato) (KARU, 1995).



Investigagbes sobre 0 consumo de ATP no conteldo de céulas inteiras
(mitocondrias ndo isoladas) receberam muito menos atencdo. Irradiagdo de leveduras de
cdules em | = 633 nm aiva o consumo de O, e aumenta a atividade de NADH
desdrogenase e citocromo oxidase c¢. Aumento da sintese de ATP, de células de
adenocarcinoma mamario (R3230AC), apos irradiacdo em | = 630 nm foram observados
em controle do experimento “somente luz’ durante a investigacd do mecanismo de
ativacdo fotodindmico de certas substncias quimicas. Irradiacdo de linfécitos periféricos
humanos com luz em 820 nm aumenta a quantidade de ATP nestas células (KARU, 1995).

Kau, Pydibrat e Kdendo redizaram um trabaho medindo o nivd de ATP na
proliferacdo e ndo-proliferacdo de clulas HelLa Inicidmente, os nivels de ATP foram
mensurados em culturas em diferentes tempos gp0s exposicdo a luz  em 6328 nm. A
quantia de ATP gntetizado peas cdulas em diferentes fases de crescimento das culturas
celulares foram comparados. Os dados obtidos demonstraram que a irradiacdo de cdulas
cultivadas in vitro aumenta a quantidade de ATP. Este resultado ndo é surpreendente, dado
0s resultados em extrasintese de ATP luz-indwzida em mitocondria isolada Mais
inesperado é que o contelido do ATP cdular ndo muda durante os primeiros 15 min depois
de irradiacéo e aumenta sgnificativamente somente apds 20-25 min depois da irradiacéo.
Os reaultados de experimentos de mitocdndria isolada de figado mostram claramente que
ambos, o consumo de O, e a extrasintese de ATP, comecam assm que se acende a
iluminacdo e param quando aluz é apagada (KARU, 1995).

O aumento na sintese de ATP em culturas celulares sustenta a hipGtese de que o
primeiro fotorreceptor responsavel por captar os efeitos do Laser de Baixa Poténcia esta
locdizado na mitocondria (KARU, 1988, 1989, 1996). Acredita-se que o foto-snd sga
aceito pelos componentes da cadeia respiratdria, citocromo oxidese ae ag e provave mente
NADH-desidrogenase, e sua excitagdo eetronica € o primeiro passo da transmisséo e
amplificacdo do foto-snad na cadeia. A cascata de reagfes bioquimicas € necessaria para
trangmitir o sind da mitocOndria, via citoplasma para a membrana cdular (KARU, 1999).
O aumento do ATP cdular estd associado a0 mecanismo de proliferacdo cdular induzido

pelairradiacdo Laser.



Quando o Laser de Baixa Poténcia é empregado operando na regido visive do
espectro  eletromagnético, ocorre primariamente a fotobioestimulagdo da mitocdndria na
cdula e quando a irradiacdo dtua-se na regido infravermelha do espectro, ocorre
primariamente a estimulacd da membrana citoplasmética. Em ambos casos, apos a foto-
recepcdo, ocorrem a transducdo e amplificacdo de sinais e poderior foto-resposta, onde
pode ocorrer proliferacéo, diferenciacd ou sintese de proteinas, incluindo fatores de
crescimento celular (figura 2.5).

ORGANELAS IMPLICADAS E REACAO BASE
CASCATA DE RESPOSTA FOTOQUIMICA

Luz .
MITOCONDRIAS vistvel FOTO-RECEPCAO
(DNA pool)

CITOPLASMA ¢
(ATP)

MEMBRANA CELULAR<——— Luz

(bomba de NA-K) infravermelha TRADUCAO DE SINAL E
AMPLIFICACAO

CITOPLASMA

(Ci:) ¢

NUCLEO

Proliferagdo ou diferenciagio celular FOTO-RESPOSTA
ou sintese de proteinas

Figura 2.5 — Atuacdo do Laser visivel einfravermelho e resposta Fotoquimica
(KARU et al ., 1995).



3 — Objetivo



3 — Objetivo

1. Redizar a curva de crecimento cdular da linhagem CIPs (cdulas endoteliais de
aorta de coeho), veificando o limiar de <obrevivéncia dessa linhagem em
diferentes concentracbes de Soro Feta Bovino (SFB) e avdiar o emprego do Laser
de Baixa Poténcia Fosfeto de indio-Gdio-Aluminio (InGaAlP) nes cdulas em
homeostase e em stress nutricond,;

2. Andisar o €feito do Laser de Baxa Poténcia InGaAlP, nas cdulas em stress
nutriciond nas diferentes dosmetrias aplicadas, tracando possivels comparagdes
das culturas irradiadas com poténcias 10 e 20 mW e fluéncias 2; 4 e 8 Jen;

3. Observar e andisar os efetos da privagdo do SFB e da radiacdo Laser nos
filamentos de actina do citoesqueleto das cdulas endotdliais através da Técnica de

Microscopia de Fluorescéncia.



4 - Material e Métodos



4 - Material e M étodos

4.1 - Materiais

Linhagem Cedular: CIPs - células endoteliais de aorta toréacica de coelho, clone
— linhagem cedida gentilmente pea prof2. Dr. 2 Helena B. Nader - UNIFESP, estabelecidas
pelo Dr. Buonasss (BUONASSISI, 1973). Apresenta inibicio de crescimento por
densdade de saturagdo, cerca de 15 dias apds 0 subcultivo. Quando observada ao
microscopio Optico, possui forma ova ou poligond, com citoplasma escuro a0 redor do
nicleo central, contendo dois ou mais nucléolos. Ja o citoplasma periférico aparece mais

claro e o contorno das células é bem definido.

Meio de Cultura: Ham F12 (Gibco BRL) com Penicilina/Estreptomicina - Na
composicdo basica do meio de cultura Ham F12 sdo encontrados todos os aminoacidos
fundamentais, L-glutamina, D-glicose, indicador vermdho fenol, vitaminas e vaios outros
sas organicos. Esse meio é acrescido de Penicilina/Estreptomicina liofilizada em  pd,
10.000U de penicilina e 10 mg de estreptomicina por ml, em solugdo de cloreto de sodio

0,9% (Sigma Chemica Co.). O meio de cultura é consarvado em camarafriade 2a8° C.

Soro Fetal Bovino (Cultilab - Campinas, SP) - Utilizado a 10% na suplementacéo
de meios de cultura. Composicdo: Soro Feta Bovino inativado estéril, contendo proteinas,
dbumina, globulina & um e dois e & globuling glicose, uréia, cregtinina e hemoglobulina
Conservado a- 20°C.

EBSS (Solucdo Sdina Badanceada de Eale, sem cdcio e sam magnésio) -
preparada em nosso laboratério, com pH 7,2 e contendo NaCl 116mM; KClI 5mM;
NaHPO; 8mM; KH,PO, 1,46mM; NaH,PO4.1 H,O 1mM; NaHCOs; 8mM (todos da
Merck, Darmadtadt, Alemanha); D-glucose 1% e vemdho de fenol 0,01% (Sgma



Chemicd Co) em um litro de &gua recém dedilada e passada em sSsema de
ultrgpurificacdo. Conservada em camarafriade 2 a8° C e utilizadaa 37°C.

Pancreatina - Solugdo Estoque pH 7,2; 5 g de Viocase (Sigma) e 1,7 g de NaCl
(Merck) em 200 ml de agua ultrapura, recém destilada. Foram congeladas diquotas de 1,5
ml a-20°C e cadaumaddasfoi diluidaem 10 ml de EBSS, no momento da utilizac&o.

Rodamina Faloidina - corante fluorescente para citoesqueleto, composto de uma
toxina de cogumelo conjugada com um corante laranjafluorescente, a tetrametilrodamina
(TRITC). Gerdmente usadas em concentragbes de nanomolar, as faotoxinas sdo sondas
convenientes para marcar, identificar e quantificar a actina-F em fixacdo com formadeido
em cultivo cdular (Molecular Probes Inc. USA).

Corante Azul de Trypan 04% (Gibco BRL) — Corante vital para teste de

integridade de membrana celular. Consarvadaem camarafriade 2 a8° C.

Garrafas plasticas de 25cm? (Corning) e garrafas plasticas de 25cm? (NUNC) —
para propagacao celular.

Placas de 24 pocos (Nunc) — Utilizadas para irradiacdo das céulas e pogerior
andise do efeito bioestimulatério.

Capela de fluxo laminar, modelo Veco: Capdas edterilizadas por fluxo continuo

de ar e solucdo esterilizante para manipul acdo asseptica das cdulas.

Microscopio invertido Leica DM IL: microscopio éptico para andise de forma,

tamanho, crescimento da cultura e viabilidade das cdlulas.

Microscopio Leica DLMB: Microscopio de fluorescéncia



Incubadora Forma Scientific: com controle automético de temperatura, e presséo
de gases (CO, e Oy).
Laser Diodo Thera Lase® DMC Equipamentos. Laser semicondutor Emissor
visvd (I= 685 nm) e infraveemeho (1 =830 nm). Tensdo de operagdo: 90-240 V
(automético). Classe de SegurancalV.
a Emissor visivel: comprimento de onda 610-690 nm; poténcia do emissor: 50 mW;
meio ativo: InGaAlP, areado feixe 2 mm?,;
a Emissor infravermeho; comprimento de ondac 810-830 nm; poténcia do emissor:
100 mW; meio ativo: GaAlAs, areado feixe 2 mne.

4.2 - Crescimento e Manutencgéo da Cultura de Cdular

Partindo-se inicidmente de uma ampola de cdulas estocada em nitrogénio liquido,
foi preparada uma garrafa de cultura de cdulas (5 x 10% cdulasml), e adicionado 3 ml de
meio de cultura Ham F-12, enriquecido com 10% de soro feta bovino (Cultilab). As
cdulas foram entéo incubadas em estufa com manutencdo automética da atmosfera Umida
em 5% de CO, a 37°C. As céulas foram ainda subcultivadas nas garrafas, para estoque
aravés de pancredtinizacdo, quando a densdade de cdulas formava uma camada
confluente. A troca do meio de cultura redizowrse dia sm, dia ndo (figura 4.1); o
crescimento cdular foi acompanhado por meio da observacd em microscopio invertido
Olympus CKA40.

4.3 - Controlede Células Viaveis

As cdlulas submetidas a radiacdo Laser foram monitoradas através do Teste de
Exclusio do Azul de Trypan, indicando a integridade da membrana celular e posshilitando
a contagem do nimero de cdulas viaveis em intervalos de tempo varidveis. Nesta técnica, a

morte da cdula é definida como uma mudanga nas propriedades da membrana, ta que em



uma célula morta, este corante se difunde rapidamente para dentro do citoplasma da
mesma, enquanto que em uma cdula viva, sua membrana plasmdica ndo permite a
penetracdo deste corante. Para 0 subcultivo celular nas placas de 24 pocos, apls
pancredtinizacdo, as céulas eram centrifugadas e ressuspendidas em 1 ml de meio de
cultura, para entdo 90 M dessa solugdo ser acrescida de 10 m de Azul de Trypan, para
posterior contagem na Camara de Neubauer.

Figura 4.1— Manipulagéo da cultura celular em capelade fluxo laminar.

4.4 - Planode Trabalho

Este estudo foi dividido em duas etapas, sendo que na primeira etapa do trabalho
(Etapa 1), as cdulas endotdiais da linhagem CIPs, foram subcultivadas com diferentes
concentragdes de Soro Feta Bovino (SFB). Pela andise das curvas de crescimento celular,
foi observado o comportamento das cdulas mantidas em meo HamF12 a 10% SFB
(condicdo ided de suplementacdo), a 5% SFB (suplementacdo parcid) e 0% SFB (privacdo
total). Os grupos com diferentes concentragbes do SFB foram irradiados com Laser de
Baixa Poténcia InGaAlP, operando no comprimento de onda 685 nm, com fluéncia 2 Jent



e 10 mW de poténcia. O objetivo dessa etapa, do presente trabaho, foi encontrar em qua
concentracdo de SFB o Laser apresenta melhor efeito.

Na segunda etapa do trabaho, foram utilizadas somente cdulas mantidas em meio a
5% de SFB, tendo em vida o €feito edatisicamente Sgnificante do Laser nesta linhagem
com suplementacdo parcid de SFB. Nesta eapa, foram redizados experimentos com
diferentes dosmetrias do Laser de Baixa Poténcia InGaAIP, operando em 685 nm. Foram
aplicadas trés densidades de energia 2; 4 e 8 Jent e duas poténcias 10 e 20 mW para cada
fluéncia

4.5 - Privagao de Soro Fetal Bovino (SFB)

Utilizouse meo Ham F-12 (Gibco) para ClIPs, sem suplementacdo, ou sga, com
0% de Soro Fetd Bovino e com apenas 5% de Soro Fetal Bovino, empregando o teste de
exclusio do azul de Trypan em intervaos de tempo variaveis de no minimo 24 e no
maéximo 144 horas, para veificacdo do limiar de sobrevivéncia dedas linhagens em

Stuacdo de stress nutriciond.

4.6 - Curva Gaussanado Laser TheraLase® (&€= 685 e 830 nm)

Para que houvesse confiabilidade na energia entregue pelo Laser nas
culturas irradiadas, redlizourse previamente o experimento da Curva
Gaussiana do Laser de Baixa Poténcia Thera Lase”, no Laboratério de Laser
de Alta Poténcia do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP&D —
UNIVAP).

Utilizouse para tanto, suportes para fixacdo do Laser e um multimetro para rastrear
e medir a energia em cada ponto, partindo de uma periferia a outra e passando pelo centro
de energia do Laser. Para que 0 Laser s2 movimentasse com precisdo, utilizorse um
Trandador, que permitiu que aenergia fosse captada pelo detetor a cada 0,05 mm. Na saida
da fibra do Laser, utilizorse um Pin-Hole de 100 im, a uma disténcia de 3 mm, para que o



feixe se mantivese perfeitamente colimado aé a chegada no detetor. A disténcia da saida
do Laser até o detetor foi de 3 mm.

4.7 - Plaqueamento das Cdulas

As cdulas endotdias, linhagem CIPs mantidas em garafas plégticas (Corning) com
25cn?, em meo Ham F-12, suplementado com 10% de soro feta bovino, foram
transferidas para a placa de 24 pogos para a redizacdo dos experimentos, aravés de
pancreatinizacdo, quando a densdade de céulas formou uma monocamada confluente. Para
cada experimento uma densidade de 10° ou 10* cdulaiml foi subcultivada em placas de 24
pocos. As células foram incubadas a 37° C por 12 horas em amosfera com 5% de CO,
para entéo serem submetidas aradiacd Laser e monitoradas através de coloracdo com azul
de Trypan em intervdos de 24 horas gpds 0 plagueamento. A cultura foi monitorada
diariamente para certificacdo da auséncia de contaminacdo e verificacdo na coloragdo e
viscosidade do meio, a cor do meio a cada dois dias passava de rosa claro (cor caracteristica
do Ham-F12 com vermelho de fenol) para amardla, devido ao consumo de nutrientes do
meio pelas cdulas. O meio de cultura foi trocado a cada dois dias, mantendo-se assim o
nivel de nutrientes tanto para as células controle, quanto para as com privacéo de nutrientes.

No momento da irradiagdo, 0 melo de cultura contendo indicador de pH (vermeho
de Fenol), foi subgituido por EBSS, uma solucdo incolor, para que nd houvesse
interferéncia da cor do meio ce cultura durante a irradiacéo Laser. Os pogos da placa foram

separados por barreiras opacas, para que as células ndo recebessem irradiacéo espa hada.

Esquema de plagueamento:

2 Jom? a1l0 mwW

2Jecm?za20 mw

4 Jerm? a10 mwW

4 Jom? a20 mw

8Jocm? al0 mwW

8 Jom? a20 mwW



* barreira opaca separando todos 0s pocos.

Q controle

4.8 - Contagem Cdular

A contagem ceular foi redizada para obtencdo de gréficos de viabilidade cdular,
com 0 objetivo de andisar o e€feito do LBP sobre a linhagem cdular CIPs. Foi utilizado o
corante Azul de Trypan em meio Ham F-12, adicionando-se 20 il a cada pogo contendo
480 il de meio de cultura. As placas foram levadas a0 microscopio invertido para a
contagem do nimero de cdulas.

A contagem cedular foi redizada em intervalos de 24 horas gpds o plagueamento,
em quadruplicata para os testes de privacdo de soro fetd bovino e para os demais
experimentos, onde variokrse a dosmetria do Laser. Utilizorse a contagem em quatro
campos, objetivade 20X do microscopio e fator de correcéo de 234,3.

4.9 - Irradiagéo do Subcultivo Cdular em Placa de 24 Pogos

No periodo de 12 horas gpos 0 plaqueamento e cultivo celular, as irradiagbes foram
redlizadas com 0 Laser de Baxa Poténcia InGaAIP Thera Lase®, no comprimento de onda
de 685nm (vermelho) com doses de irradiacdo de 2 Jeng, 4 Jem? e 8 Jom?, no modo
continuo (CW), e poténcias de 10 e 20 mW. Os pocos irradiados receberam 4 doses da
irradiacdo Laser em um intervao de 12 horas (figura 4.2). Os grupos controle foram
mantidos sob as mesmas condigdes que os irradiados, porém sem serem submetidos a

irradiacdo. Todas as placas foram monitoradas durante uma semana



Figura 4.2 - Esquemadeirradiacéo das placas de 24 pogos (Nunc) com o

Laser (Thera Lase®) &= 685 nm.

A tabela a seguir apresenta os parametros do Laser de Baixa Poténcia InGaAlP,
utilizado nairradiacéo das células endotdiais da linhagem CIPs

Comprimento de onda (€) =685nm

Fluéncias (DE) =2; 4e8J/lcm?
Irradiancias (DP) =55e11,1 mW/cm?
Area(A) =18cm2*
Poténcias (P) =10e20mwW
Tempo (t) =180-1454s
Modo deirradiacdo = continuo (CW)

* areado poco daplacade 24 (Nunc).



4.10 - Procedimento para Micrascopia de Fluorescéncia

Citoesqueleto:

Para a visudizacdo dos filamentos de actina-F, as céulas sobre laminulas foram
lavadas em tampao PHEM e fixadas com 4% de paraformadeido; 0,1 % de glutarddeido e
0,1% Triton X em 0,1 M de Tampéo Fosfato (pH 7,2) por 30 minutos. Em seguida, foram
lavadas minuciosamente com tampdo PHEM. Apds esse procedimento, as células foram
incubadas com Rodamina Faloidina (1:100 - PHEM) por uma hora no escuro e novamente
lavadas com tampd PHEM. As laminulas foram entdo montadas sobre lamina com N-
propil gdato, vedadas com esmdte no escuro e observadas no microscopio de
epifluorescéncia. Através de par@metros de intensdade de fluorescéncia pbde-se observar a

organizacao do citoesquel eto.

4.11 — Mé&odo Edatistico

Por meio das curvas de crescimento obtidas da média das amostras, comparou-se 0
grupo controle e o irradiado e seus subgrupos com diferentes concentracbes de SFB para a
linhagem ClIPs. As variancias dos dados obtidos dos experimentos de privacdo de SFB e
irradiacdo foram comparados pelo Teste de Bartlett, sugerindo que as diferencas entre elas
ndo foram significantes, portanto obedecendo distribuigdes homocedadticas. Por esta razéo
foram aplicados testes ndo- paramétricos do programa de informética GraphPad InStat®.

Foi utilizado o Tete Mann-Whitrey, para avaliar o aumento da proliferacdo celular
dos grupos irradiados em relagéo ao controle. As comparagOes entre 0S grupos controle e
irradiado foram redizadas a partir de 96 horas, pois ndo ocorrem mudangas significantes
até esse periodo (ALMEIDA-LOPES, 2001). O teste edtatistico foi aplicado separadamente
para os tempos 120 e 140 horas, para cada concentracdo do SFB.

Para compararmos os diferentes grupos em cada tempo, usamos O teste néo
paramétrico para “k” amostras independentes de Kruskal-Walis, complementado quando
necessario pelo teste de comparagdes multiplas.



O nivel de rgeicdo para hipdtese de nulidade foi fixado sempre em vaor menor ou
igud do que 0,05 (5%). Quando a edtatistica caculada apresentou significancia usamos um
asterisco (*) para caracteriza-la e quando ndo significante (ns).

As médias foram cdculadas e gpresentadas a titulo de informacdo. Né&o se caculou
desvios-padréo, pois usando-se testes ndo-paramétricos, estamos pressupondo que as
vaidveis em causa ndo se comportam como Curva de Gauss e portanto ndo hé sentido o
seu cdculo.

O Méodo Estatistico contou com a orientagdo e corregdo do bioestatistico Prof. Dr.
Elias Rodrigues de Paiva (Universidade Federal do Estado de Séo Paulo - UNIFESP).



5. Resultados



5.1 — Curva Gaussanado Laser TheraLase®

Redlizou-se a medicéo da Curva Gaussiana em ambos comprimentos de
onda, 685 e 830 nm, verificando-se previamente & irradiagdes das culturas,
gue o Laser utilizado respeita uma Gaussiana, concentrando sua energia no
centro do feixe. A tabela 5.1, mostra os valores referentes & Curvas
Gaussianas do Laser de Baixa Poténcia utilizado, nos comprimentos de onda

de operacéo deste Laser, de acordo com seu principio ativo.

Tabda 5.1 - Medida da intensidade de energia (mV) captada por um multimetro em fungdo da posic¢éo do
feixe Laser medido por um translador em milimetros (mm). NUmeros referentes & curvas Gaussianas

plotadas.

INGaAlP (685 nm) GaAlAs (830 nm)
FeixeLaser (mm) | Intensdade(mV) | FeixeLaser (mm) Intensdade (mV)
10,70 0,2 10,4 0,01
10,75 0,3 10,45 0,01
10,80 1,0 10,50 0,5
10,85 2,1 10,55 1,3
10,90 4,0 10,60 2,3
10,95 8,6 10,65 33
11,00 154 10,70 54
11,05 24,0 10,75 8,9




11,10 354 10,80 15,2
11,15 44,2 10,85 28,3
11,20 57,7 10,90 40,8
11,25 64,9 10,95 53,2
11,30 73,6 11,00 69,6
11,35 77,0 11,05 76,4
11,40 79,6 11,10 80,5
11,45 77,9 11,15 79,3
11,50 77,2 11,20 76,1
11,55 72,4 11,25 76,5
11,60 64,7 11,30 60,8
11,65 53,5 11,35 60,9
11,70 38,6 11,40 48,5
11,75 29,7 11,45 35,6
11,80 20,7 11,50 22,9
11,85 154 11,55 14,5
11,90 115 11,60 8,9
11,95 7,6 11,65 54
12,00 4,9 11,70 2,3
12,05 3,2 11,75 1,0
12,10 2,3 11,80 0,2
12,15 1,6 11,85 0,1
12,20 0,8 11,90 0,0
12,25 0,4 ---- ----
12,30 0,01 ---- ----
12,35 0,02 ---- ----
12,40 0,00 ---- ----




Com os dados col etados plotou-se os graficos referentes aos resultados,

utilizando-se o programa Origin®:

Gréfico 5.1- Laser InGaAIP, operando ho comprimento de onda 685 nm.
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5.2 — Analiseda Proliferacédo Ceular

Na Etapa | do trabalho, as céulas da linhagem CIPs, foram suplementadas com 0%,
5% e 10% SFB e divididas em dois subgrupos, o controle e o irradiado com Laser
InGaAIP. Observou-se, nesta primeira etapa, que as céulas mantidas em meio com 10% de
SFB nédo gpresentaram aumento na proliferacdo quando irradiadas tampouco as células sem
suplementacdo com SFB (0%). Por outro lado, as células mantidas em meio com 5% de
SFB, apresentaram aumento  proliferativo apds a irradiagdo, e um maior aumento do
nimero de cdlulas no grupo irradiado foi observado a partir do 4° dia, ou sga, 96 horas
apds o plagueamento.

Na Etapa |l do trabalho, onde as células suplementadas com 5% de SFB foram
irradiadas com diferentes dosimetrias do Laser InGaAIP (685 nm), a andise das irradiactes
mostrou que ocorre aumento da proliferacdo cedlular do grupo controle em relacdo ao
irradiado em todas as dosmetrias empregadas, com maior aumento apds o 4° dia, ou sga,
96 horas apos o plagueamento.

O amento menos ggnificante, nesta segunda etgpa do trabaho, foi observado
quando empregou-se 2 Jen?? e poténcias de 10 e 20 mW. Apds 120 horas do plagueamento
as céulas irradiadas com 2 Jcm? e poténcias de 10 mW ndo gpresentaram diferenca
edtatisticamente significante em relacdo ao grupo controle (P> 0,05). Apbs 144 horas, as
comparacOes entre 0s grupos irradiados com estas dosimetrias e 0 controle agpresentaram
diferenca edtetigticamente sgnificante (P< 0,05).

Quando empregou-se 4 Jcm? de fluéncia e poténcias de 10 e 20 mW, mantendo-se
0 ndmero inicid de plagueamento em 1,0 x 10%, ocorreu crescimento significante da
proliferacdo celular do grupo Laser em relagdo ao controle, a partir das 120 horas do
plagueamento (P< 0,05).

A dosmetria onde observa-se 0 maior incremento na proliferacdo celular dentre os
grupos irradiados, ocorre quando é empregado 8 Jcnm? de fluéncia e poténcias de 10 e
20 mW, apds 120 horas do plaqueamento, gpontando o efeito significativo do Laser no

aumento do nimero de células vidveis nos grupos irradiados (P< 0,05).



Em termos de percentagem, observou-se que em 168 horas, ocorreu um
aumento de 22,13% do grupo irradiado com 2 Jcn?? de fluéncia e poténcia 10
mW, em relacéo ao controle e um aumento de 26,21% do grupo irradiado com
2 Jem? e 20 mW, considerados edtatisticamente significantes (P< 0,05). No
grupo das células irradiadas com 4 Jcm? de fluéncia e poténcia de 10 mwW
ocorreu aumento de 55,97% em relacéo ao controle (P< 0,05), e no
grupo onde empregou-se 4Jcm? e 20 mW, houve um aumento de 70,48% em
rdacdo a0 grupo ndo irradiado, estatisticamente significantes (P< 0,05).
Quando empregou-se 8 Jcm? e 10 mW de poténcia, ocorreu uma elevacdo
substancia de 92,37% em relacdo ao grupo controle apos 168 horas do
plagueamento (P< 0,05), e um potente crescimento de 97,45% no grupo
irradiado com 8 Jcnm? e 20 mW em relacéo ao grupo controle, ndo irradiado,
considerados estatisticamente significantes (P< 0,05).

5.3 — Tabdas Referentes a Contagem do Numero de Cédlulas

As tabelas 5.2; 5.3 e 54 sdo referentes a Etgpa | do trabaho e apresentam a
contagem do nimero de cdlulas vidveis e a média do nimero de cdulas (x 10%), dos grupos
controle e irradiados com 2 Jenf? e 10 mW em diferentes concentraces do soro fetal
bovino (0%; 5% e 10% SFB).

Tabela 5.2 — Nuimero de células e média (x 10%) do grupo com 0% de suplementacéo de SFB, e subgrupos

controle e irradiado com Laser InGaAlP, com fluéncia2 Jcr? e 10 mW de poténcia:



Grupo controle com 0% SFB
Tempo (h) numero de células (X 1000) média
0 1 1 1 1 1
24 0,5 0,6 0,5 0,4 0,5
48 0,2 0,1 0,1 0,3 0,17
72 0 0,1 0,06 0,1 0,07
96 0,1 0,1 0,06 0,06 0,08
120 0 0,06 0 0,06 0,03
144 0 0 0 0 0
Grupo irradiado com 2J/cm2 e 10 mW com 0% SFB
Tempo (h) numero de células (X 1000) media
0 1 1 1 1 1
24 0,8 0,5 0,5 0,7 0,63
48 0,4 0,2 0,3 0,3 0,3
72 0,2 0,1 0,1 0,1 0,13
96 0,1 0,1 0,2 0,1 0,13
120 0,06 0 0,1 0,06 0,05
144 0 0 0 0 0

Tabela 5.3 — Nimero de cdlulas e média (x 10%) do grupo com 5% de suplementacéo de SFB, grupos controle

eirradiado com Laser InGaAlP, com fluéncia2 Jenf e 10 mW de poténcia:

Grupo controle com 5 % SFB
Tempo (h) numero de células (X 1000) média
0 1 1 1 1 1
24 0,6 0,7 0,8 0,7 0,7
48 6,2 3,9 4,2 5 4,83
72 6,2 8,1 7,5 10,9 8,17
96 8,5 10,5 9,5 12,3 10,2]
120 10,6 12,1 11,8 13 11,87
144 12,8 14,9 12 13,5 13,3
Grupo irradiado com 2 J/cm2 e 10 mW com 5 % SFB
Tempo (h) numero de células (X 1000) média
0 1 1 1 1 1
24 1,1 1 1,7 1,2 1,25
48 52 7.4 4.4 6,8 5,95
72 6 8,7 13,5 7,9 9,03
96 9,5 8,8 16 8,3 10,65]
120 15,2 10,7 18,9 11,4 14,05
144 18,8 15,2 21,2 16 17,8

Tabela 54 — NUmero de células e média (x 10°) do grupo com 10% de suplementacdo de SFB, grupos

controle e irradiado com Laser InGaAlP, com fluéncia2 Jent e 10 mW de poténcia:



Grupo controle com 10 % SFB
Tempo (h) numero de células (X 1000) média
0 1 1 1 1 1
24 1,9 2,3 2,7 1,7 2,15
48 7,5 11 11,9 12 10,6
72 15,6 13,2 11,1 10,9 12,7
96 21,6 22,9 18,2 20,8 20,87
120 20 23,9 21,6 22,6 22,03
144 23,3 24,8 22,5 23,5 23,563
Grupo irradiado com 2 J/cm2 e 10 mW com 10 % SFB
Tempo (h) numero de células (X 1000) média
0 1 1 1 1 1
24 1,6 1,9 2,5 2,5 2,13
48 7,7 10,5 13,5 11,8 10,87
72 12,6 14 12,1 11 12,43
96 19 21,4 22,8 20 20,8
120 19,4 21,8 24 21,6 21,7
144 21,1 23,3 25,1 22,6 23,03

As tabelas 5.5 a 5.11 sfo referentes a Etapa Il do trabalho e apresentam a contagem
do nimero de cdulas vidveis e a média do nimero de cdulas (x 10%), dos grupos mantidos
com meio a 5% SFB, controle e irradiados com fluéncias 2; 4 e 8 Jen? e poténcias
10 e 20 mW:

Tabela 55 — Nimero de células e média (x 10*) do grupo ndo submetido & irradiacdo Laser, com

concentraco deinicial de 1,0 x 10* células, subcultivadas em meio com 5% SFB:

Grupo controle com 5% SFB
Tempo (h) numero de celula (X 10000) media

0 1 1 1 1 1

24 1 1,1 1,2 1,3 1,15

48 1,7 15 1.4 1,7 1,57

72 1,8 14 1,6 1,7 19

96 1,9 1,6 1,7 1,9 1,77

120 2,9 3,1 3 3,2 3,05

144 3,5 3,7 3.9 3 3,7

168 3,7 3,9 4,2 4 3,95




Tabela 5.6 — Nimero de células e média (x 10*) do grupo irradiado com Laser InGaAlP com fluéncia 2 Jen?

e poténcia 10 mW, subcultivadas em meio com 5% SFB:

Grupo irradiado com 2J/cm2 e 10 mW com 5% de SFB
Tempo (h) numero de célula (X 10000) média

0 1 1 1 1 1

24 1,1 1 1,3 1,3 1,17

48 1,4 1,3 1,2 1,5 1,35

72 1,5 1,4 1,3 1,6 1,45

96 1,7 1,5 1,6 1,8 1,65

120 3,1 3,6 3,4 3.4 3,37

144 4.6 4,2 4 43 4,27

168 5,1 4,8 4,5 4,8 4,8

Tabela 5.7 — Numero de células e média (x 10%) do grupo irradiado com Laser InGaAlP com fluéncia 2 Jcm?
e poténcia 20 mW, subcultivadas em meio com 5% SFB:

Grupo irradiado com 2J/cm2 e 20 mW com 5% de SFB
Tempo (h) numero de célula (X 10000) média

0 1 1 1 1 1

24 1,1 1,2 1,3 1,4 1,25

48 1,2 1,3 1,2 1,5 1,3

72 14 15 13 1,6 1,45

96 1,6 1,7 1,9 1,9 1,77

120 3,2 3,7 3,5 3.5 3,47

144 4.4 4,2 4 43 4,23

168 5 5,1 4,8 5,1 5

Tabela 5.8 — Numero de células e média (x 10*) do grupo irradiado com Laser InGaAlP com fluéncia 4 Jcm?
e poténcia 10 mW, subcultivadas em meio com 5% SFB:



Grupo irradiado com 4J/cm? e 10 mW com 5% de SFB
Tempo (h) numero de célula (X 10000) média

0 1 1 1 1 1

24 1,3 1,2 1,1 1,4 1,25

48 1.4 1,5 15 1,7 1,53

72 15 15 1.6 1.8 1,6

96 1,8 1,9 2 2,1 1,95

120 3.4 3.8 3,7 3.7 3,65

144 4.4 4.7 4.6 4.7 4.6

168 6,1 6,4 5,9 6,2 6,15

Tabela 5.9 — Numero de células e média (x 10%) do grupo irradiado com Laser InGaAlP com fluéncia 4 Jcm?
e poténcia 20 mW, subcultivadas em meio com 5% SFB:

Grupo irradiado com 4J/cm2 e 20 mW com 5% de SFB
Tempo (h) numero de célula (X 10000) média

0 1 1 1 1 1

24 1,2 1,2 1,1 1,4 1,23

48 16 15 15 18 1,6

72 1,7 1,6 1,6 1,9 1,7

96 1,9 1,9 2 2,2 2

120 3,8 3,9 3,7 4 3,85

144 4.8 4,9 4.6 4.9 4,8

168 6,7 6,9 6,5 6,8 6,73

Tabela 5.10 — Numero de células e média (x 10* do grupo irradiado com Laser InGaAlP com fluéncia
8 Jen? e poténcia 10 mW, subcultivadas em meio com 5% SFB:



Grupo irradiado com 8J/cm? e 10 mW com 5% de SFB
Tempo (h) numero de célula (X 10000) média

0 1 1 1 1 1

24 1,2 1,3 1,3 1,5 1,33

48 1,7 1,7 1,6 1,9 1,73

72 1.7 1,7 1.8 2 1.8

96 2 2 2,3 2,3 2,15

120 3.9 4 41 42 4,05

144 52 53 52 55 53

168 7,6 7,3 7,8 7,6 7,57

Tabela 5.11 — Numero de células e média (x 10* do grupo irradiado com Laser InGaAlP com fluéncia

8 Jen? e poténcia 20 mW, subcultivadas em meio com 5% SFB:

Grupo irradiado com 8J/cm? e 20 mW com 5% de SFB
Tempo (h) namero de célula (X 10000) média

0 1 1 1 1 1

24 1,2 1,3 1,2 1,5 1,3

48 1,6 1,7 1,7 1,9 1,73

72 1.7 1.8 1.8 2 1,83

96 2 2 1,9 2,2 2,03

120 4 4.2 3.9 42 4,07

144 51 52 53 54 5,25

168 7,3 7,9 8,1 7,6 7,73

5.4 - Méodo Edatistico

Etapa | — Linhagem CIPs mantida com 0%; 5% e 10% de SFB



A tabedla 512 mostra a média do nimero de cdulas da linhagem CIPs (x 10°%),
subcultivadas em meio Ham K12 com 0%, 5% e 10% de soro fetal bovino, nos tempos 120
e 144 horas.

Tabela 5.12 - Média da contagem celular para os grupos controle e irradiado e seus subgrupos com
0%; 5% e 10 % de suplementagdo com SFB.

Laser InGaAIP (é= 685 nm)
DE =2 J/cm? e P =10 mW Média do n.° de cdlulas x 10°
Grupos Tratamento SFB 120 h 144 h
Co controle 0% 0,03 0,00
Cs controle 5% 11,87 13,30
Cio controle 10% 22,03 23,53
Lo laser 0% 0,05 0,00
Ls laser 5% 14,05 17,80
L1io laser 10% 21,70 23,03

SFB= Soro Fetal Bovino

Na tabela 513 observamos que o Teste de Mann-Whitney mostrou diferenca
edtatigicamente significante, quando o grupo de cdulas endotdiais, com 5% SFB controle
(Cs) foi comparado a0 irradiado (Ls), 120 horas apds o plagueamento. Isso indica que o
Laser promove aumento edtatisticamente significante (P = 0,03), na proliferacdo celular das
cdulas em privacdo parcid de SFB (5%) da linhagem ClIPs, quando irradiadas com Laser
InGaAlP, com fluéncia 2 Jent e 10 mW de poténcia.

Tabela 5.13 - Médias do nimero de células viaveis (x 10 ) dos grupos controle e Laser (DE=2 Jcm? e

P=10 mW), com diferentes concentracdes de Soro Fetal Bovino. Teste Mann-Whitney.



120 h 144 h
M édia (x 10 °) Mann- M édia (x 10 °) Mann-
Grupos ctrl Laser | Whitney ctrl L aser Whitney
CoxLo 0,03 0,05 048 ns 0,00 0,00 >0.05 ns
CsxL s 11,87 14,05 0.69 ns 13,30 17,80 0,03 *
CioX Lo 22,03 21,70 0,89 ns 23,53 23,03 0,69 ns

Etapall — Linhagem CIPs mantida com 5% de suplementacio com SFB

A tabela 5.14 mostra a média da contagem cdular da linhagem CIPs, em Stuagéo de
privacdo parciad de SFB (5%), submetidas as fluéncias 2; 4 e 8 Jent e poténcias 10 e 20
mW e o grupo controle (n&o irradiado).

Tabela 5.14 - Média da contagem celular para os grupos controle e irradiado com diferentes fluéncias
e poténcias, com 5 % de suplementagdo com SFB.

5% de suplementagdo com SFB
Laser InGaAIP (I =685 nm) Média do n.° de cdlulas x 10*
Grupos | DE (J/em®) | P (mW) 120 h 144 h 168 h
Co controle controle 3,00 3,70 3,93
110 2 10 3,37 4,27 4,80
120 2 20 3,47 4,20 4,97
V10 4 10 3,63 4,59 513
V2o 4 20 3,80 4,77 6,70
\ALIETS 8 10 4,00 5,23 7,57
V1l 8 20 4,03 5,20 7,77




Para a andlise da irradiacdo Laser nas diferentes dosmetrias empregadas, aplicou-se

0 Teste Mann-Whitney, separadamente para cada dosmetria utilizada, nos tempos 120, 144

€ 168 horas.

Tabela 5.15 - Médias do nimero de células vidveis (x 10 *) dos grupos controle e Laser (DE=2, 4 e 8 Jcm? e
P=10 e 20 mW), em meio com Soro Fetal Bovino a5%. Teste Mann-Whitney.

120 h 144 h 168 h
Média (x 10*) | Mamn- | Média(x 10) | Mamn- | Média(x 10%) | Mann-
Grupos arl | Laser | VN T [ Laser | WY [l | Laser | Whitney

Coxllio 3,05 337 | 006ns| 3,73 427 | 0,03* 3,95 480 | 0,03*
Cox Iy 3,05 347 | 0,03* 3,73 423 | 0,03* 3,95 500 | 0,03*
Cox1Vip 3,05 365 | 0,03* | 3,73 460 | 0,03* 3,95 6,15 | 0,03*
Cox1Vyo 3,05 3,85 | 0,03~ 3,73 480 | 0,03* 3,95 6,73 | 0,03*
Cox Vil | 3,05 405 | 0,03* | 3,73 530 | 0,03* 3,95 757 | 0,03*
CoxVllly | 3,05 4,07 | 0,03* 3,73 525 | 0,03* 3,95 7,73 | 0,03*

Podemos observar na tabela 5.15, 0 aumento edtatisticamente significante do grupo

irradiado em relacdo ao controle em todas as dosmetria aplicadas. N& ocorre aumento

sgnificante do grupo irradiado, apenas em 120 horas, quando empregamos O Laser com
fluéncia 2 Jorf a2 10 mW de poténcia
Com base nos resultados edatigticos, podemos inferir que o Laser InGaAlP,

operando no comprimento de onda 685 nm, apresenta-se eficaz ho aumento da proliferacéo

celular dalinhagem CIPs, em todas dosimetrias aplicadas, ap6s 144 horas do plagueamento.




A tabela 5.16 mostra a comparagéo das médias do nimero de células em resposta as
diferentes dosmetrias do Laser InGaAlP gplicadas. A edtatistica foi aplicada em cada
tempo separadamente com o intuito de observar a agdo do Laser em 120, 144 e 168 horas.
Foi aplicado o Teste Kruskal-Wadlis

Tabela 5.16 - Médias do niimero de células viaveis (x 10 *) irradiadas com Laser (DE=2, 4 e 8 Jcrm? e P=10 e 20 mW),
em meio com Soro Fetal Bovino a5%. Teste Kruskal-Wallis.

120 h 144 h 168 h

Médiadon®.de| KW | Médiadon®.de| KW | Médiadon® de| KW
Grupos cdulas(x 10%) | x?= | céulas(x10%) | x?= | céulas(x10%) | x*=
18,75 * 20,27 * 21,46 *

[T10X 1120 3,37 347 | >0,05 | 427 4,23 | >0,05 | 4,80 5,00 | >0,05

110X V10 3,37 365 | >0,05 | 4,27 4,60 | >0,05| 4,80 6,15 | >0,05

110X V20 3,37 385 | >0,05 | 427 4,80 | >0,05 | 4,80 6,73 | >0,05

[T10X VII1g 3,37 4,05 (<0,05*| 427 530 |<0,05| 4,80 7,57 | <0,05*

[T10X VIl 3,37 4,07 |<0,05¢| 4,27 525 |<0,05¢| 4,80 7,73 |<0,01*

120X 1V10 3,47 365 | >0,05 | 423 460 | >0,05 | 5,00 6,15 | >0,05

120X 1V20 347 385 | >0,05 | 4,23 4,80 | >0,05 | 5,00 6,73 | >0,05

120X VII1g 3,47 4,05 | >0,05 | 4,23 530 |<0,05*| 5,00 7,57 | >0,05

120X VI 347 4,07 | >0,05 | 4,23 525 |<0,05¢| 5,00 7,73 |<0,05*

V10 X 1V20 3,65 385 | >0,05 | 4,60 480 | >0,05 | 6,15 6,73 | >0,05

IVioX VIl | 3,65 405 | >0,05 | 4,60 530 | >0,05 | 6,15 7,57 | >0,05

IVioX VIl | 3,65 4,07 | >0,05 | 4,60 525 | >0,05 | 6,15 7,73 | >0,05

IVooXx VIl | 3,85 405 | >0,05 | 4,80 530 | >0,05 | 6,73 7,57 | >0,05

IV2oX VIl | 3,85 4,07 | >0,05 | 4,80 525 | >0,05 | 6,73 7,73 | >0,05

VIll1oxVIlliy | 4,05 4,07 | >0,05 | 530 525 | >0,05 | 7,57 7,73 | >0,05

* Testede Kruskal-Wallis



Podemos observar com os resultados dos célculos estatisticos que ocorreu aumento
na proliferaci celular estatisticamente significante dos grupos irradiados com 8 Jent? e
poténcias 10 e 20 mW em relacio aos irradiados com 2 Jent e poténcia 10 mW, apés 120
horas do plagueamento. Observa-se um aumento com dta ggnificancia (P< 0,01), na
proliferacd celular das cdulas irradiadas com 8 Jon? em relacdo as irradiadas com
2 Jen? e 10 mW, apds 168 horas do plagueamento. Observamos também aumento
significante do nimero de cdulas do grupo radiado com 8 Jen? e 20 mW em relacio ao
irradiado com 2 Jen? e 20 mW, apés 144 horas do plagueamento (P < 0,05).

Os céculos estatisticos evidenciam que encontra-se na fluéncia 8 Jen? a melhor
dosmetria empregada neste trabalho, quando utilizamos o Laser InGaAlP (685 nm) para o
aumento da proliferacéo celular dalinhagem CIPs em privacdo parcia de soro (5% SFB).

Os gréficos revdam claramente uma respodta eficaz quando utilizamos a radiacéo
Laser durante o gtress nutriciond parcid na linhagem cdular, particularmente com a maior
fluencia empregada comparada ao grupo controle, que ndo recebeu irradiacdo, sendo que os
resultados estatisticos confirmaram que esse aumento na proliferacdo celular € sgnificante.

Ao dobrarmos a fluéncia, identificamos quase que uma duplicacéo do percentua
encontrado, para poténcia 10 mW, sendo possivel inferir, para ambas poténcias utilizadas,
10 e 20 mW, que a proliferacéo celular é diretamente proporcional a dose empregada na

cultura celular, conforme observa-se no grafico 5.13.



5.5 - Curvasde Crescimento da Linhagem ClPscom 0%, 5% e 10% SFB

O grdfico 53 goresenta as curvas de crescimento das células endoteliais, da
linhagem CIPs cultivadas em meo HamF12, com diferentes concentragbes de soro feta
bovino (0%, 5% e 10%) que nd0 receberam irradiagdo, com concentragdo inicia de
plagueamento de 1,0 x 10% cdulas. No grupo com SBF a 5%, a diminuicdo da concentracio
do SFB, reduziu o crescimento ceular e ocasonou comprometimento na adesdo ceular
apos o plagueamento, que pode ser observado em 24 horas, onde enquanto as cdulas com
10% de SFB apresentaram uma média de 2,1 x 10 2 cdulas, 0 grupo mantido com 5% de
SFB apresentou uma média de apenas 0,7 x 10° cdulas. Nos grupos com 0% de SBF, a
fdta de nutrientes levou a0 comprometimento na adesfio celular e a0 declinio progressivo
da proliferacdo celular a partir do subcultivo. No 6° dia, ou sga, 144 horas apds o
plagueamento, a fdta de nutrientes ocasonou a morte cdular do grupo mantido em meio a
0% SFB, j& 0 grupo mantido a 5% SFB gpresentou uma média de 17,8 x 10° cdulas e 0
grupo mantido a 10% SFB, apresentou média de 23,0 x 10° cdulas.

Gréfico 5.3 — Média do nimero de células do grupo controle, sem irradiagdo
Laser, nos subgrupos com 0%, 5% e 10% de suplementagéo com SFB.
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Etapal — Linhagem CIPs mantida com 0%; 5% e 10% de SFB

ApGs a irradiacdo da linhagem CIPs com 0% de suplementacdo com o SFB,
empregando-se 0 Laser InGaAlP (&= 685 nm), com fluéncia de 2 Jen? e poténcia 10 mW,
0 nimero inicid de 1 x 10° céulas, ndo mostrou aumento proliferativo. Em situagéo de
privacdo tota de SFB, tanto no grupo controle quanto no grupo irradiado, o nimero de
céulas apresentou declinio progressvo, culminado em morte ceular tota, apds 144 horas
do plagueamento, como mostra o gréfico 5.4.

Gréfico 5.4 — Média do nimero de células dos grupos controle e irradiado em 4 sessdes em intervalos de 12

horas apds o plaqueamento, com 0% de suplementacéo de SFB.
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No gréfico 55, observamos que as céulas da linhagem CIPs com 5% de
suplementacdo com SFB, agpresentaram grande aumento na proliferacdo quando irradiadas
com Laser InGaAlP (&= 685 nm), com fluéncia de 2 Jcn? e poténcia 10 mW, sendo que,
apods 144 horas do plagueamento, o nimero inicia de 1 x 10® cdulas do grupo controle foi
para 13,3 x 10° céulas enquanto o grupo irradiado teve um aumento significante, onde as 1
x 10° céulas plaqueadas chegaram a 17,8 x 10° céulas. Observamos apds 144 horas, um
aumento de 33, 83% na proliferacdo das céulas irradiadas com o Laser em relacéo ao
grupo controle, sem irradiacéo.



Gréfico 5.5 — Média do nimero de células dos grupos controle e irradiado em 4 sessfes em intervalos de 12

horas apés o plagueamento, com 5% de suplementagdo de SFB.
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O gréfico 5.6, mostra que as cdlulas endoteliais da linhagem CIPS com
10% de SFB, quando irradiadas com o Laser InGaALP (&= 685 nm), com
fluéncia de 2 Jcm? e poténcia 10 mW, ndo apresentam aumento na
proliferacdo celular. Observourse no 6° dia, ou sga, 144 horas apds o
plagqueamento, que a concentracdo inicia de 1,0 x 10° células no grupo
controle, chegou a 23,5 x 10° cdulas e o grupo irradiado, chegou a 23,0 x 10°
células, ndo havendo, portanto, diferenca significante entre o crescimento do
grupo com 10% SFB irradiado em relacéo ao grupo controle (P= 0,69).



Grafico 5.6 — Média dos nimeros de células dos grupos controle e irradiado em 4 sessdes em intervalos de
12 horas ap6s o plagueamento, com 10% de suplementacdo de SFB.
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Etapall — Linhagem CIPs mantida com 5% de suplementacdo com SFB

Para esta etapa do trabaho, os experimentos foram redizados utilizando-se uma
concentraggo inicid de plagueamento de 1,0 x 10* cdulas, tanto para os grupos controle,
quanto para osirradiados.

O gréfico 5.7 apresenta a linhagem CIPs mantida em meilo Ham-F12 com 5% de
SFB, onde observa-se um aumento proliferativo do grupo irradiado em relagdo ao controle



a partir do 4° dia, ou sgja, 96 horas gpos o plagueamento. No 7 © dia, temos uma média fina
de 3,93 x 10* células no grupo controle e uma média de 4,8 x 10 cdulas, no grupo
irradiado com fluéncia 2 Jon? e poténcia 10 mW. As irradiagBes ocorreram em quatro
sess0es, com intervalo de 12 horas a partir do plagueamento, considerado tempo zero.
Observa- se aumento edtatisticamente significante a partir de 144 horas.

Gréfico 5.7 — Média do nimero de células grupos controle e irradiado, com fluéncia 2Jcm? e poténcia
10mW, com 5% de suplementagdo com SFB.
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O gré&fico 5.8 apresenta as cdulas endoteliais mantidas a 5% SFB, em dois grupos, o
controle e o irradiado com 2 Jecn? e poténcia 20 mW. Observa-se, no 7° dia, ou sga, apos



168 horas do plagueamento uma média de 3,93 x10* cdulas no grupo controle e 4,96 x 10*
cdulas no grupo irradiado. As irradiagbes ocorreram em quatro sessdes, com intervalo de

12 horas a partir do plagueamento. Observa-se aumento edatisticamente sgnificante a
partir de 120 horas.

Gréfico 5.8 - Média do nimero de células dos grupos controle e irradiado, com fluéncia 2 Jcn? e poténcia
20 mW, com 5% de suplementacdo de SFB.
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O gréfico 5.9 modra a linhagem CIPs controle e irradiada com 4 Jcm? de fluéncia e
poténcia 10 mW, onde observa-se incremento na proliferagdo celular do grupo irradiado a
partir do 4° dia, sendo que em 168 horas do plagueamento, o nimero inicid de
plagueamento de 1 x 10* cdulas aingiu a média de 513 x 10* cdulas, ocorrendo
crescimento Sgnificante do grupo irradiado com o Laser InGaAIP em rdagdo ao grupo
controle, a partir de 120 horas. As irradiacBes ocorreram em quatro sessdes, com intervalo
de 12 horas a partir do plagueamento.

Gréfico 5.9 - Média do nimero de células dos grupos controle e irradiado, com fluéncia 4 Jcm? e poténcia
10mW, com 5% de suplementacéo de SFB.
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O gréafico 5.10 apresenta os grupos controle e irradiado da linhagem CIPs, quando
do emprego de 4 Jc? de fluéncia e poténcia 20 mW. Os resultados indicam aumento
proliferativo do grupo irradiado apds 96 horas do plagueamento com nimero inicid de 1 x
10*. Em 168 horas do plagueamento o controle chegou a 3,93 x 10* cdulas e o grupo
irradiado foi para a média de 6,7 x 10* cdulas, indicando crescimento significante do grupo
Laser em relacéo ao controle, a partir de 120 horas (P= 0,03). As rradiacOes ocorreram em
quatro sessbes, com intervalo de 12 horas a partir do plagueamento.

Gréfico 5.10 — Média do nimero de células dos grupos controle e irradiado, com fluéncia 4Jcm? e poténcia
20 mW, com 5% de suplementacéo de SFB.
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No gréfico 5.11 temos a linhagem CIPs mantida em meio Ham F12 com 5% SFB,
em dois grupos o controle e o submetido a irradiacdo com 8 Jcm? de fluéncia e poténcia
10 mW. Em 168 horas do plagueamento, o numero inicid de 1 x 10* cdulas, chega a média
de 7,56 x10* cdulas no grupo irradiado com poténcia 10 mW, enquanto o controle atinge
apenas a média de 3,93 x 10* cdulas. Os nimeros apontam o efeito significante do Laser
no aumento do nimero de cdlulas vidveis nos grupos irradiados apds 120, 144 e 168 foras
do plagueamento.

Gréfico 5.11 — Média do nimero de células dos grupos controle e irradiado, com fluéncia 8Jcm? e poténcia
10mW, com 5% de suplementacéo de SFB.
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No gréfico 5.12 temos o emprego da fluéncia 8 Jen? e 20 mW de poténcia, onde
pode-se observar aumento edatisticamente significante do grupo irradiado em rdacdo ao
controle gpos o 4° dia do experimento. Em 168 horas do plagueamento, o nimero inicid de
1,0 x 10*, chega a média de 7,76 x10* cdulas, contra a média de apenas 3,93 x 10* cdulas
do grupo controle, indicando o efeto sgnificante do Laser nesta dosmetria, sobre a
proliferacdo celular, apds 120 horas do plaqueamento.

Gréfico 5.12 — Média do nimero de células com 5% de suplementagcdo de SFB, nos gupos controle e
irradiado com fluéncia 8Jcm? e poténcia 20 mW, em 4 sessdes em intervalos de 12 horas apds o
plagueamento.
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O gréfico 5.13 representa a porcentagem de crescimento celular da
linhagem CIPs em relacéo a0 grupo controle (sem irradiacéo) em funcéo das
fluéncias ministradas 2; 4 e 8 Jent, com as poténcias 10 e 20 mW do
Laser InGaAlP (685 nm). Quando a fluéncia 2 Jent e poténcia 10 mW sdo
empregadas, observa-se um aumento de 22,13% da proliferacdo celular do
grupo irradiado em relacdo ao controle, ja com a mesma fluéncia e poténcia
20 mW, o aumento é de 26,21%. Com a fluéncia 4 Jcn’ e poténcia 10 mw,
observa-se aumento de 55,97% e para poténcia 20 mW, um aumento de
70,48%. Observa-se 0 maior aumento da porcentagem de proliferacdo do
grupo irradiado em relagdo ao controle com a fluéncia 8¥cn¥, com aumento

de 92,37% com a poténcia 10 mW e 97,45% para poténcia 20 mW.

Gréfico 5.13 — Porcentagem do crescimento das células com 5% de suplementagdo de SFB irradiadas em
relacdo ao grupo controle. Irradiacdo realizada com LBP, com fluéncias 2; 4 e 8Jcm? e poténcias 10 e
20 mW, em 4 sessdes em interval os de 12 horas ap0s o plaqueamento.
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5.6 — Microscopia de Fluor escéncia

Faloidina Rodamina : Marcador Fluorescente para Citoesqueleto

O citoesqueleto foi observado atrvés de Microscopia de Fluorescéncia,
apos 108 horas do plagueamento e a andlise foi redlizada com base na
organizacdo dos filamentos de actina desta estrutura celular. O citoesqueleto
do grupo com 0% de SFB, ou sgja, em déficit nutricional total, apresentou
alteracOes (figura 5.1), ocorrendo a desfragmentacéo e auséncia das fibras de
stress (stress fibers) de actina. Observamos também, alteracGes na adeséo
ceular (figura 5.2), provavelmente associada a perda de pontos de adesdo
focal quinase (FAK).



Nas células subcultivadas em situacéo de privacdo parcia de nutrientes,
5% SFB, observamos uma desorganizacdo da disposicdo dos filamentos de
actinaF, e até mesmo auséncia destes filamentos em agumas regides (figuras
55eb5.6).

No grupo com 10% de suplementacdo com SFB, observamos fibras de
stress distribuidas por toda célula, e uma distribuicéo dos filamentos de actina
gue sugere a presenca de varios pontos de adesdo focal quinase (figuras5.3 e
5.4).

Nos grupos irradiados, dos subcultivos com 5 % de soro, os filamentos
de actina do citoesqueleto celular, apresentaram distribuicdo homogénea no
citoplasma, verificamos novamente a presenca de fibras de stress, que
sugerem integridade celular (figuras 5.7 e 5.8). No aumento de 2.000 X,
observamos num campo maior, grande nimero de células, apos 108 horas
(Figura 4.9) e espiculas projetadas pelo citoesqueleto, sugerindo adeséo
celular (figura 4.10). Este efeito vem revelar que as cdulas irradiadas com
LBP passam a ter melhores possibilidades de manter-se integras, propiciando

influéncia benéfica e capacitando-as nos processos de proliferacéo celular.



Figura 5.1. Filamentos de actina de Céulas Endotdliais, linhagem CIPs, com
0% de suplementacdo com Soro Fetal Bovino, ndo submetidas airradiagdo
LBP. Filamentos de actina aterados, observando-se fragmentacéo destas
estruturas (1.000 X).

Figura 5.2. Filamentos de actina de Células Endotdliais, linhagem ClIPs, com
0% de suplementacéo com Soro Fetal Bovino, ndo submetidas a irradiagdo
LBP. Filamentos de actina aterados, observando-se fragmentacdo destas

estruturas e aparente perda de adesao (1.000 X).






5.3. Filamentos de actina de Células Endoteliais, linhagem ClIPs, com 10% de
suplementacéo com Soro Fetal Bovino, ndo submetidas airradiacdo com LBP.
Filamentos de actina com distribuicdo homogénea, presenca de fibras de stress
(stress fibers) e ancoras de adesdo celular (1.000 X).

5.4. Filamentos de actina de Céulas Endoteliais, linhagem CIPs, com 10% de
suplementacéo com Soro Fetal Bovino, ndo submetidas airradiacdo com LBP.
Filamentos de actina com distribuicdo homogénea, presenca de fibras de stress
(stress fibers) e ancoras de adeséo celular (1.000 X).






5.5. Filamentos de actina de Cédlulas Endoteliais, linhagem CIPs, com 5% de
suplementacdo com Soro Fetal Bovino, ndo submetidas a irradiacéo.
Filamentos desorganizados e perda das fibras de stress (stress fibers) (1.000
X).

5.6. Filamentos de actina de Células Endotdliais, linhagem CIPs, com 5% de
suplementacdo com Soro Fetal Bovino, ndo submetidas a irradiacéo.
Filamentos desorganizados, perda das fibras de stress (stress fibers) e auséncia

de filamentos de actina em algumas regioes (1.000 X).






5.7. Filamentos de actina de Cédlulas Endoteliais, linhagem CIPs, com 5% de
suplementacéo com Soro Fetal Bovino, submetidas a irradiacdo com Laser
InGaAIP (685 nm), fluéncia 2 Jcm? e poténcia 20 mW. Filamentos de
actina com distribuicdo homogénea, presenca de fibras de stress (1.000 X).

5.8. Filamentos de actina de Células Endotdliais, linhagem CIPs, com 5% de
suplementacdo com Soro Fetal Bovino, submetidas airradiacdo com Laser
InGaAlIP (685 nm), fluéncia 8 Jcm? e poténcia 20 mW. Filamentos de
actina com distribuicdo homogénea, presenca de fibras de stress (1.000 X).






5.9. Filamentos de actina de Cédulas Endoteliais CIPs, com 5% de
suplementacdo com Soro Fetal Bovino, submetidas a irradiacdo com Laser
InGaAIP (685 nm), fluéncia 2 Jcm? e poténcia 20 mW . Filamentos de actina
com distribuicdo homogénea (X 500).

5.10. Filamentos de actina de Céulas Endotdiais CIPs, com 5% de
suplementacdo de Soro Feta Bovino, submetidas a irradiacdo com Laser
InGaAlP (685 nm), fluéncia 8 Jcn? e poténcia 20 mW . Filamentos de actina
com distribuicdo homogénea e projecbes do citoesqueleto semelhantes a
espiculas de actina (X 500).
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Em noso trabdho, utilizamos o comprimento de onda 685 nm, pois diversas
pesquisas goontam a luz visivel como maior fator de ativacdo na inducdo de proliferacéo
cdular (BOULTON; MARSHAL, 1986; VAN BREUGEL; BAR, 1992; GRAHAM;
ALEXANDER, 1990; KARU et al., 1990).

Experimentos in vitro, mostram que a principa resposta celular para Biomodulacéo
Laser-induzida ocorre nas variagbes do comprimento de onda entre 635 nm e 805 nm
(LUBART, 1997; SROKA, et al., 1999). Varios estudos aparecem para fornecer evidéncias
que 0 Laser de Baixa Poténcia € capaz de modificar processos celulares de maneira
comprimento de onde dependente (KARU, 1987; GHALI; DYSON, 1992; SROKA et al.,
1999), porém, 0s mecanismos iniciais da interacdo entre os diferentes comprimentos de
onda e os tecidos, ainda ndo estéo completamente compreendidos (BASFORD, 1995).

Em noso edudo, cultivamos a linhagem CIPs (cdulas endotdliais de aorta de
coelho) em diferentes concentragfes de soro feta bovino (SFB), para andisar os efeitos da
irradiacd0 Laser de Baixa Poténcia sob a proliferaco celular in vitro. Nossos resultados
experimentais demongdram que as cdulas cultivadas em Stuacdo de déficit nutriciond totd
(0% SFB) apresentaram menor adesfo a0 subgtrato, ndo levando a proliferacéo celular. Nas
céulas em stuacdo normd (10% SFB) e em privagdo parcid (5% SFB), nossos resultados
goontam diferenca  eddidicamente dgnificante entre 0 crescimento  destas  culturas
(P< 0,05). A cultura em meio com 5% SFB apresentou gproximadamente a metade do
nimero de cdulas vidveis em relacdo a cultura em homeostase (10% SFB), apds 120 horas
do plagueamento, demonstrando uma Situagdo de stress nutriciond na suplementacdo com
5% SFB.

Em um estudo com fibroblastos de gengiva humana, AlmedaLopes et al., (2001),
cultivaram edtas céulas com diferentes concentragbes de Soro Fetd Bovino. As cdulas
cultivadas em meio livre de soro ndo apresentaram crescimento, enquanto as cdulas que
cresceram em melo contendo apenas 5% SFB, apresentaram uma taxa de crescimento
sgnificativamente menor que as cdulas que cresceran em concentracéo ided de soro
(10%). Neste estudo utilizaram células crescendo em 5% SFB (déficit nutriciond), a qud



foi representante de céulas em dress e céulas crescendo em condigdes ideais de cultura
(10 % SFB), representando cdulas normais.

Os resultados obtidos em nossos experimentos com  diferentes concertragbes de
soro fetd bovino, também goontam diferenca edatiticamente dgnificante entre o
crescimento das culturas suplementadas com 5% e com 10% SFB (P< 0,05). As culturas
em meio livre de soro também néo apresentaram crescimento em nossos experimentos.

No presente trabaho, irradiamos a linhagem CIPs em diferentes concentragbes de
SFB, com Laser Fosfeto de indio-gdio-auminio, com fluéncia 2 Jen? e poténcia 10 mW.
As cdulas em déficit nutriciona totd ndo gpresentaram diferenca  edtatisticamente
dgnificante (P> 0,05) entre os grupos controle e irradiado, culminando em morte celular
total apés 144 horas do plagueamento. Na cultura em homeostase (10% SFB), ndo
observamos diferencas entre as curvas de crescimento das células do grupo controle e
irradiado (P> 0,05). JA nas cdlulas em stuacdo normal de stress nutriciond (5% SFB)
obsarvamos aumento edtatisticamente dgnificante do grupo irradiado em rdacdo a0
controle apos 120 horas do plagueamento (P< 0,05). Isto corrobora com o fato de que a
Tergpia a Laser empregando Baixa Poténcia intendfica as fungbes ceulares, quando a
célula se encontra em condi¢do de stress (ALMEIDA-LOPES et al., 2001).

Karu et al., em 2001, avdiaram a adesdo de cdulas HelLa apbs radiacdo desta
cultura em suspensdo, utilizando um Laser diodo, no comprimento de onda 820nm,
pulsado,com fluéncias de 8 a 120 Jn?. As células receberam tratamento com doadores de
oxido nitrico (NO), sodio nitroprusside (SNP) e NaNO,. Nas cdulas irradiadas em
suspensdo, ocorreu aumento da adesdo céula-substrato dose-dependente, sendo 60 Jn? a
melhor dose encontrada. O tratamento das células com SNP ou NaNO, antes da irradiacéo,
dimina a etimulacio da adesfio Lasar-induzida O pré-tratamento das cdulas com SNP,
ndo apenas dimina a estimulacdo da alesdo Laser-induzida, mas inibe a adesfo das cdlulas
irradiadas (ndo ocorrendo inibicdo da adesdo das céulas ndo irradiadas). |0 sugere que a
modulacéo da atividade da cadeia respiratdria (provavelmente a ateracdo da atividade da
enzima citocromo oxidase €) esta envolvida no aumento da adesfo celular Laser-induzida
(2001y).



Van Breugd et al. (1992), demonsraram que cultura de fibroblastos humanos,
quando em monocamada possuem varios picos de absorcéo, entre eles no comprimento de
onda de 630 nm. Neste trabaho os fibroblastos foram irradiados com Laser HelNe e
poténcias que variaram de 0,55 a 5,98 mW com tempos de irradiacéo de 0,5 e 10 minutos.
Os resultados demonstraram que a poténcia Laser de 2,91mW pode aumentar a proliferacéo
cdular, ja a poténcia 598 mW ndo revela quaquer efeito. Esses pesquisadores defendem
neste trabaho que o tempo de exposicdo e a densidade de poténcia, ou sga, a fluéncia
determina os efeitos da irradiacdo Laser, obtendo-se edtimulacdo e inibicdo das
propriedades celulares, com 0 mesmo Laser nas mesmas condicoes.

Em noso trabdho também observamos que o principd fator para aumento da
proliferacdo celular foi a fluéncia aplicada, pois quando dobramos a densidade de energia
de 2 Jen? para 4 Jen? obtivemos efeito proliferativo estatisticamente significante a partir
das 120 horas do plaqueamento (P< 0,05), sendo que com a primera fluéncia houve
aumento etatistico apenas apos 144 horas. Ja quando dobramos a poténcia de 10 mW para
20 mW, mantendo a fluéncia constante em 2, 4 ou 8 Jen?, ndo houve diferenca
edatigticamente significante para poténcias (P>0,05). Contudo, comparando-se as
diferentes denddades de energia entre 4, obtivemos diferencas edatisticamente
significantes em todas dosimetrias gpos 168 horas (P< 0,05).

Boulton e Marshal (1986), usaram 90-180 mJcn? por dia e observaram aumento na
proliferacdo celular. Alguns trabahos tem relatado fechamento acderado de feridas e
reparos de injurias leves de tecidos usando doses proximas a 450 mJcm? por dia, enquanto
outros tem usado doses muito mais dtas para produzir efeito clinico. Kana et al. (1981),
encontraram que 4 Jent diariamente por nove dias foi uma Gtima dosagem para produzir
aumento na taxa de fechamento de ferida e formacdo de coldgeno. Surinchack et al. (1983),
usou 4,2 Jen? por 14 dias em incisio em pele de rato mostrando incremento tempor&io na
ressténcia aruptura

Muitos tém investigado os efetos fotobiologicos em tecidos animas e vegeas
(GAMALEYA, 1987). Alguns dos €feitos encontrados parecem contraditorios. Em
pintainhos neonatos, a radiacd com Baixa Poténcia inibe a divisio cdular na lente, mas

aumenta a mitose nas células epiteliais no pigmento daretina (YEW et al., 1982).



Maior nimero de fibroblastos foram vistos na regid de cicatrizacdo de feridas apos
irradiacdo com He-Ne (DYSON; YOUNG, 1986). Fibroblastos de pele humana foram
cultivados por Boulton e Marshdl (1986), e expostos a luz coerente de comprimento de
onda 633 com 90 mJcn?, tendo nimero de céulas aumentado significantemente quando
comparado com o grupo controle ndo irradiado. Aumento na sintese de colageno por
fibroblastos foi demonstrado (ABERGEL, 1984).

A irradiacdo Laser de Baixa Poténcia com comprimento de onda 780 nm incrementa
a proliferacdo de queratindcitos in vitro, com um aparente envolvimento de espécies
regtivas de oxigénio, e também acelera a cicatrizacdo de feridas (GROSSMAN et al.,
1998).

Apesr da grande quantidade de trabahos que defendem a eficiéncia da Terapia
Laser de Baixa Poténcia, a variagdo na metodologia e dosmetria dos trabahos publicados
revdlam uma enorme discrepancia e ainda existe uma redrita explicagdo dos problemas
clinicos do Laser, na expressio da dose. Existem trabalhos que relatam auséncia de efeitos
do Laser de Baixa Poténcia, contudo a controvérsia clinica é responsavel por acaloradas
discussdes no meio cientifico (KARU, 1999).

Colver e Priestley (1989), relataram a auséncia de efeito do laser HeNe in vitro sob
0S componentes da cicatrizacdo de feridas, onde foram testados os efeitos da irradiacéo
Laser de Baixa Poténcia na proliferacdo de cultura de células e sob varios aspectos de seu
metabolismo, ndo tendo observada nenhum efeito positivo significativo.

Para invesigar a natureza desta influencia na cicatrizacdo de feridas foram
estudados sete componentes do processo de cicatrizagdo in vitro: fibroblasto de pele
humana, proliferacdo celular de cdula epitdid e endotdid, migracdo cdular de explantes
de pele, contracdo do coldgeno, sintese de colégeno e secrecdo de glicosaminiglicanas
(GAG). Edtes pesguisadores usaram um Laser HeNe emitindo um feixe de diametro de 1
mm e comprimento de onda de 633 nm. N&o encontraram nenhum efeito sgnificante da
irradiacd He-Ne, inclusve a proliferaco celular de todas as linhagens ndo bi afetada pela
irradiagdo (COLVER; PRIESTLEY, 1989). E importante notar que no trabalho de Colver e
Priestley, a energia entregue para as cdulas foi entre 37,5 e 450 mdcn? por dia, para os

experimentos de proliferacéo cdular. O que provavelmente explica o fracasso nestes



experimentos de Colver e Priestley sfo as baixas doses tanto de poténcia quanto de fluéncia
usadas, sendo a poténcia 5 mW e as fluéncias entre 37,5 e 450 mJen?, ou sgja, 0,375 e
0,45 Jen?, por dia Outro faor relevante nos resultados obtidos por esses autores,
provavelmente se deve a0 fato de que a cdula assmila mais efetivamente a energia Laser
quando em Stuacdo de dtress nutriciona, estes pesquisadores durante os experimentos de
proliferacdo cdular utilizaoam as linhagens em homeostase, ou sga, com 10% de
suplementacéo com SFB.

Quando utilizamos o Laser InGaAIP (I = 685 nm), DE= 2 Jen?, P= 10 mW, na
linhagem endotdid CIPs com 10% de suplementacdo com SFB, assm como nos
experimentos de Colver e Priestley, também n&o observamos aumento na proliferacéo
celular do grupo irradiado em relacdo ao controle, hgja vista que as cdulas encontravam-se
em homeostase.

Um estudo redizado por Kipshidze et al. (2001), demonstrou que a irradiacdo Laser
de Baixa Poténcia aumenta a producdo de fator de crescimento derivado de endotélio
vascular (VEGF) por cdlulas do muasculo liso de vela safena humana (SMC), fibroblastos
de pde humana e cardiomiécitos humanos, bem como estimula o crescimento de cdulas
endoteliais de vasos coronarios humanos (EC) em cultura As cdulas foram mantidas em
meio com 2% de SFB durante os experimentos. Foi utilizado um Laser HeNe, no modo
continuo e irradiancias de 0,10 a 6,3 Jcn? e uma poténcia constante de 5 mwW. Os autores
concluiram que estes dados podem ter importante sgnificado para o estabeecimento de
novos méodos de reparo vascular pés-angioplasia endolumind e  fotoangiogénese
miocardica

Inibicdo ou edimulacdo do crecimento cdular, diferenciacdo, migragdo e
fagocitose sf0 dguns dos efeitos de diferentes doses de luz em diferentes comprimentos de
onda, que tem ddo demonsrado in vitro (STEINLECHER; DYSON, 1993;
KRONEMANN et al., 1999; KARU, 1989; BOULTON; MARSHAL, 1986; RICCI, 2002)
em variostipos de cdulas.

Em nosso estudo as cdulas endotdiais em situacdo de déficit nutriciond parcid
(5% SFB) apresentaram diferentes respostas quando variou-se as fluéncias aplicadas, sendo

que as cdulas gpresentaram maior proliferacdo quando irradiadas com fluéncia 8¥cm? em



relacdo as fluéncias 2 e 4 Jen?. Edte trabalho também mostrou que a poténcia 20 mW teve
maior efeito bioestimulatdrio que a poténcia 10 mW, para todas densidades de energia.

Kipshidze et al., em 2001, demongraram usando um Lasar HeNe (5 mW) a
producdo de VEGF por cdulas de musculo liso (0,5 Jcm?), fibroblastos (2,1 Jen?) e
cardiomidcitos (1,05 Jcm?). O foco deste trabaho foi a investigacdo da possibilidade da
Laser Tergpia de Baixa Poténcia (LTBP) estimular ndo especificamente a liberacdo ou
secrecd0 de fatores de crescimento, em particdar o fator de crescimento de endotélio
vascular (VEGF).

O dfeto Bioestimulatorio na proliferacéo celular da linhagem CIPs observado neste
trabalho, pode ser possvelmente explicado, entre outros fatores, pelo aumento de fatores
de crescimento no meio de cultura das cdulas irradiadas. Observou-se também aumento na
proliferacd ceular em noso estudo com cdulas fibroblagticas de origem cardiaca, apos
Bioestimulacdo com LBP, esse trabadho foi gpresentado durante o Smpdsio Brasileiro de
Metodologias Integradas no Estudo da Biologia e Evento de Microscopia e Microandise no
Mercosul (RICCI, 2002).

O VEGF também é conhecido como um fator de permesbilidade vascular e um
secretado  mitogénico  especifico para cdulas endotdiais e um edimulador angiogénico
extremamente potente (CALLOW, 1994; ISNER; LOSORDO, 1999).

Acreditaase que o TGF-b (fator de crescimento transformador b) edimula a
angiogénese através da regulacdo de VEGF (KHANNA et al., 1999; BERSE, 1999), o qua
e conhecido por ser 0 mas potente fator angiogénico. A quantidede relativa de VEGF
produzido em resgposta a citocinas, como o TGF-b, provavedmente contribui
sgnificantemente para a angiogénese (KIPSHIDZE et al., 2001y).

Ha uma hipétese de que o aumento na proliferacdo celular pode ser devido ao
TGF-b induzir o VEGF mRNA, o qua tem demondrado ser ativador da proteina
tirosinoquinase (SEK O, 1999; MARUYAMA et al., 1999).

O efeito da LTBP pode ser de paticular sgnificancia, porque a habilidade de
regeneracdo do endotélio € relativamente pobre (DOORNECAMP et d., 1996) e foi
demonstrado que a aceleracéo da regeneracdo endotelial pode reduzir a taxa de restenose
em animais experimentais (DE SCHEERDER., 1998).



O TGF-b Laser-induzido pode desempenhar um pape Sgnificante na remodelacéo e
reparo de tcido cardiaco, portanto a inducéo de VEGF promove angiogénese em coracéo
isquémico (KIPSHIDZE et al., 2001,).

O VEGF mRNA, vem sendo demonstrado como ativador da proteina
tiroanoquinase, estas por sua vez edtéo relacionadas a adesdo e proliferagdo celular. A
proteina tirosinoquinase faz parte de uma familia de receptores de superficie cdular, para a
maioria dos fatores de crescimento polipeptidicos e a fosforilagdo da tirosna da proteina
tem Sdo paticulamente estudada como mecanismo de sndizagdo envolvido no controle
do crescimento e desenvolvimento de cdlulas animais (COOPER, 2001).

Respostas cdulares a snais extracdulares, incluindo fatores de crescimento,
freqUentemente envolvem mudangas no movimento e na forma cdular. Por exemplo,
dteraches na proliferacdo cdular induzidas por fatores de crescimento, desempenham
papéis criticos em processos como cicatrizacdo de feridas e desenvolvimento embrionério
(COOPER, 2001). Estes aspectos do comportamento ceular sdo  controlados
principdmente pelo citoesqueleto de actina. Portanto, a remodelacéo do citoesqueleto de
actina representa 0 demento-chave da resposta de muitas cdlulas a fatores de crescimento e
outros estimul os extracelulares.

A principd proteina do citoesqueleto, na maioria das células € a acting, cujas fibras
medem gproximadamente sete nm de didmetro e va&ios micrdmetros de comprimento. No
interior da cdula os filamentos de actina sfo arranjados de forma organizada, formando
feixes ou redes tridimensionais compropriedades de géis semi-sdlidos. Cada monémero de
actina (actina globular [G]) apresenta sitios de ligacdo que medeiam as interagdes com dois
outros mondmeros de actina, de modo que os mondémeros de actina polimerizam-se para
formar os filamentos (actina filamentosa [F]) (COOPER, 2001).

Em nosso trabdho, utilizamos o corante fluorescente Rodamina Fdoidina para
marcamos filamentos de actina-F do citoesqueleto, a fim de observarmos possivels
dteracOes desta estrutura celular nas diferentes concentragbes de Soro Fetd Bovino e o
efeito dairradiacdo Laser de Baixa Poténcia na organizac@o dos filamentos de actina-F.

Nas células em meio de cultura sem soro, observamos a desorganizacdo no arranjo e

edrutura dos filamentos de actina-F, provavelmente devido a auséncia do soro que possu



fatores de crescimento essenciais para 0 desenvolvimento celular, ja que a remodelacdo do
citoesqueleto de actina representa o elemento chave da resposta da célula a faores de
crescimento. Ocorreu gparente perda das adesdes focais e das fibras de estresse, conforme
observado nasfiguras 4.1 e 4.2.

Investigagbes experimentais sobre a modulacdo das propriedades de adesio de
cdulas pela luz Laser de Baxa Poténcia evidenciam que a eficiéncia de plagueamento e
motilidade de células, bem como a aderéncia de salmonella por linfécitos, aumentam apds
airradiacéo. A adeso célula-substrato foi encontrada como sendo dependente da dose e do
comprimento de onda da luz continua (CW). Doses baixas de poténcia dos Lasers Rubi
(694 nm), Alexandrita (755 nm) e Nd: YAG (1064 nm e 532 nm) induzem mudangas na
adesio cdular pela modulagdo da adesdo focd celular. A interagdo de adesdo entre as
cdulas e matriz extracelular desempenha um papel regulador no processo de reparacdo de
ferides. A radiacio Laser de Baixa Poténcia no visve e infravermeho-proximo €
conhecida por estimular cicatrizacdo de tecido e regeneracdo tecidud. Os mecanismos
moleculares, assim como o efeito da radiagéo Laser sob a adesio celular ainda ndo estéo
totalmente estabelecidos. Acreditaase que a acdo da luz Laser na adesfio cdular € o
resultado da absorcéo pela mitocOndria, seguida pela transducéo do fotosind desta para a
membrana da célula e para 0 nicleo (STEINLECHER; DY SON, 1993; KARU et al., 1985;
2001,).

Nossos resultados de Microscopia de Fluorescéncia sugerem uma desorganizacéo
dos filamentos de actina-F nas cdulas em stress nutriciond, filamentos, por sua vez,
estdo ligados a adesfo celular. Para que ocorra proliferacdo cdular € necessario que as
funches ligadas a adesio ndo estgjam comprometidas, em outras padavras, a adesfio esta
diretamente ligada a proliferacdo cdlular. Nas culturas irradiadas, com todas as dosmetrias
empregadas (DE= 2; 4 e 8 Jcn?) e (P= 10 e 20 mW), com Laser no comprimento de onda
685 nm, no modo continuo, observamos claramente a reorganizacdo dos filamentos de
actina no grupo das cdulas em stress nutriciona (5% SFB), 0 que acreditamos estar
relacionado a maior proliferacéo das culturas Laser-tratadas.

A supeficie da cdula e as interagbes de adesdo estéo envolvidas na regulacéo de

processos como embriogénese, crescimento e diferenciagdo celular, morfogénese, e aé



mesmo a formagdo de metéstase. Recentes estudos sugerem que as interagdes cdula-meatriz
sd0 mediadas por receptores de membrana, ou integrinas. As integrinas e as moléculas de
adesio foca petencem a uma grande familia de glicoproteinas (GIANCOTTI;
RUOSLAHTI, 1999). A adesfo das integrinas da matriz extracdlular induz a fosforilagéo de
tirosna na adesfo foca quinase (FAK). Neste caminho, a migracdo e a proliferacéo celular
sd0 regulados (CALDERWOOQOD; SHATTIL; GINSBERG, 2000).

No presente trabaho, quando irradiamos as cdlulas endotdias com o Laser
semicondutor de InGaAIP, uma das explicacbes para 0 aumento na proliferacdo celular
pode ser a sintese de fatores de crescimento, que levam a ativacéo de vias de transducéo de
snasligadas a proliferacéo cdlular.

Karu et al. (1995), demonstraram que irradiacdo de células HelL.a com Laser HelNe,
aumenta a quantidede de adenosina trifosfato (ATP). Neste trabaho, as cdulas foram
irradiadas com 100 Jn? por 10 s em véias fases do crescimento celular (fase lag, fase log
e fase “plateau” ), observando-se que o nivd maximo de ATP induzido em cdulas, pda
irradiacdo é dependente da fase de crescimento da cultura Neste experimento a quantidade
méxima de ATP ainge o nivd maximo no meo da fase log (72 horas apls o
plagueamento). O aumento do nivel de ATP cdular induzido pela luz em 632,8 nm pode
s devido a sintese de novos nucleotideos adenina e a fosforilacdo de adenosina difosfato
(ADP) e de adenosina monofosfato (AMP).

No trabalho acima descrito, Karu et al., irradiaram céulas HeLa em homeostase, ou
sga, em condigles ideais de cultura, em nossos resultados experimentais com a linhagem
CIPs em condicoes ideais (10% SFB), ndo observamos mudanca na proliferacéo celular,
porém ndo podemos afirmar indubitavelmente que ndo houve efeto bioesimulatdrio, hga
visa que podem ocorrer efeitos que necesstam de méodos de andlise mais especificos,
como é 0 @so da mensuracdo do ATP por andise da bioluminescéncia, baseada na medida
daluz produzida pelareacéo de luciferin-luciferase.

Karu et al.(1995), observaram a influéncia da radiacdo com Laser HeNe (632,8 nm)
nes correntes ibnicas de canais smples, através de membrana cdular de células (neurbnio
de rato, cardiomiécitos de porco da guing cdulas glias de cérebro de rato, cdulas

endotdiais de até&ia pulmonar de bovino). Utilizando a técnica de Patch-Clamp



obsarvaram em todas linhagens, que correntes idnicas de canais dmples nas cdulas
aderidas, sf0 influenciados pela irradiacdo HeNe (5 mW). Embora a natureza dos canas
sensivels a luz ndo tenha sdo estudada em detalhes, estes canais podem ser de potassio
dependente de ATP elou canais de K dependentes de Ca?*, isto devido a0 fato de que é
conhecido que um aumento no nivel de ATP intracdular suprime a dividade de abertura
dos canais de potéssio dependentes de ATP (ASHCROFT; ASHCROFT, 1990; ASHFORD
et al., 1994).

A dependéncia de ATP na corrente dos canais sensiveis a luz sustentam a hipGtese
de que o primeiro receptor responsavel pelos efeitos do Laser de Baixa Poténcia esta
locdizado na mitocondria, segundo Karu (KARU, 1990; 1992). Desde o trabaho de
Arwaniteki e Chdozonitis, em 1947 € reconhecido que a mitocondria de células de
mamiferos possuem fotossengbilidade. Acreditaase que, o foto sind € aceito pelos
componentes da cadela respiratéria (citocromo A/As; e NADH — desdrogenase) e sua
excitacdo detrébnica é o primero passo da transmissdo e amplificacdo do fotossnd na
cadela (KARU, 1996). A cascata de reacOes bioquimicas é necess&ria para transmitir o sinal
da mitocOndria, via citoplasma paraa membrana cdular (KARU et al., 1988; 1989; 1996).

O efeito proliferativo que 0 Laser exerceu em nosOS experimentos sobre a
linhegem de céulas endotdias, foi 0 resultado de uma seqiéncia de eventos
fotobiogquimicos, entre ees nos parece um provavel aumento de ATP. A irradiacéo Laser de
Baixa Poténcia também pode ter influenciado nas correntes iGnicas de canais Smples, das
cdulas endoteliais irradiadas, porém para confirmacdo destas hipoteses faz-se mister,
futuramente, o emprego de técnicas de mensuracdo de ATP e de correntes idnicas para a
constatacdo destas possivels atuacbes do LBP em nossos experimentos. Uma outra técnica
usudmente empregada para andisar os efeitos do Laser em cultura de cdulas € a medida
do consumo de oxigénio.

We Yu et al., em 1997, mediran consumo de oxigénio, potencia fosfato e
mudanca de energia de mitocondria de figado de rato apds fotoirradiacdo. Utilizaram um
Laser Argonio (& 660 nm) e uma densidade de poténcia de 10 mW/crf, observando
aumento significante no consumo de oxigénio nas fluéncias 0,6 Jen? e 1,2 Jen? (P< 0,05)
e aumento da aividade de NADH nas fluéncias 0,6 Jen?; 1,2 Jon?; 2,4 Jent e 4,8 Jen?



(P< 0,05). Segundo estes autores, esse aumento No consumo de oxigénio esta associado a0
aumento de oxigenacdo do citocromo oxidase ¢, da cadeia respiratoria mitocondrid (YU et
al., 1997)

Karu et al. (2001y), irradiaram cdulas Hel.a suspensas em meio suplementado com
10% SFB, com diodo (820 + 10 nm), com fluéncias de 16-120 Jcn?. Observaram que a
radiagdo pulsada modula a adesbo celular, os radicais livres e 0s processos redox, estando
eda envolvida na interacdo cdula-matriz, provavedmente em adgum(s) edagio(s) da
transducéo do fotosina. Ambos tipos de reagBes na cadeia respiratdria, o aumento do fluxo
de détrons e producdo de espécies redtivas de oxigénio, causam stress oxidativo trangtorio
no citoplasma.

Outros pesquisadores estudaram 0 stress oxidativo causado pelas dteragbes nas
fungbes mitocondriais (DALTON; SHERTZER; PUGA, 1999). Sob irradiacdo, quando a
cadeia respiratéria € ativada, taxas mais dtas de fluxo de détron e utilizacdo de oxigénio,
acoplada com a maor oxidacdo da coenzima Q, promovera dtas taxas de formacdo
superéxido em ambos pontos de escape de eétrons. Um terco do total de O, produzido ao
longo do transporte de eétrons da cadeia ocorre no nivel de NADH-desidrogenase e dois
tercos ocorre no nivel de ubiquinol-citocromo oxiredutase ¢ (BOVERIS; CHANCE, 1973).
O excesso de geracdo de espécies regtivas de oxigénio perturba o baango redox cdular. A
dteracdo trandtdria no baango redox (potencia redox) foi considerada como o est&gio
crucia naresposta secundariadacéulaairradiacéo (KARU et al., 1988).

Em nosso trabadho, observamos aumento da proliferacdo cdular em céulas
irradiadas, em 685 nm, com fluéncias de 2, 4 e 8 Jen?, submetidas a stress nutriciond, que
também pode ser explicada, entre outras hipoteses, pelo efeito da irradiacdo Laser no
consumo de oxigénio e na fosforilacdo oxidativa mitocondria, participando das leis basicas
do Processo Fotobioquimico.

Nosso edudo teve como davo principd a investigagdo dos mecanismos
fotobioldgicos envolvidos no processo  neoangiogénico, ap0s a Revascularizacéo
Miocardica com Laser de CO,. Uma das posshilidades é que ocorra um efeto
bicestimulatdorio que induza a neoformacdo de vasos sanglineos pelo aumento da

proliferaco de cdulas endotelisis. Este efeito bioestimulatdrio pode ocorrer devido a



exigéncia de um Efeito Resduad do Laser de Alta Poténcia, neste caso 0 Laser de COy,
descrito por Ohshiro e Calderhead (1991).

Novas abordagens para 0 aumento da angiogénese no miocardio isquémico pela
introducdo de fatores de crescimento, como por exemplo, o fator de crescimento derivado
de endotdlio vascular (VEGF) e o fator edtimulante de colonia de macréfagos (M-CSF),
estd0 sendo adaptados e tém sido encontrados efeitos benéficos em pacientes com angina
severa (LOSORDO et al., 1998). O Laser de Baixa Poténcia tem demonstrado modular
vaios processos biologicos em cultura de tecidos e modelos animais. (CONLAN;
RAPLEY; COBB, 1996; KARU, 1998; 1999). A irradiaco Laser tem efeitos como
aumento da respiracdo mitocondria e sintese de ATP (MORIMOTO, 1994; YU, 1997),
acderacdo do processo de cicatrizagdo de feridas (CONLAN; RAPLEY; COBB, 1996) e
promogdo do processo regenerativo de musculo esquelético gpds injuria (BIBIKOVA,;
ORON, 1993; WEISS; ORON, 1992). ApoGs irradiacdo na zona de injdria de musculo
equelético, foram observados diminuicdo da respodta inflamatoria (BIBIKOVA; ORON,
1993) e aumento da neoformacdo de vasos sangliineos (BIBIBKOVA; BELKIN; ORON,
1994).

O edimulo a arteriogénese priméia incdui o processo inflamatdrio, onde uma
invas®o de mondcitos e outras cdulas sanglineas brancas participam da producdo de
fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado de fibroblastos, com
subsequente crescimento vascuar (SCHAPER; BUSCHAMANN, 1996; SCHAPER; ITO,
1999). Ha uma hipdtese de que o0 uso de energia Laser aumenta a respodta inflamatoria,
aumentando a arteriogénese em comparacdo Com ME0S mecanicos, como € o caso dos
Lasars HO.YAG (Homium:YAG) e CO, que Stuam-se na regido infravermelha do espectro
e usam ablacdo terma para criar canais transmiocardicos (HUGLES et al., 2002).

Hugles et al. (2002), redizaaam um trabaho comparando a Revascularizacéo
Transmiocardica Mecénica e a Laser. Concluiram que a Revascularizacdo Transmiocardica
com implante mecanico (TMI), ndo parece promover angiogénese fisologicamente
sgnificante em isquemia cronica do coragdo de porcos, entretanto, o Laser Ho: YAG,
produz um grande aumento de neovascularizagbes na zona miocardica isquémica destes

animais.



O fao da RTM mecanica ndo produzir efeitos neocangiogénicos téo sgnificativos
quanto a RTM com Laser, sustenta a hipdtese da ocorréncia de um possive Efeito
Residud do Laser de CO; neste procedimento cirdrgico, conforme suspeita que nos
motivou a desenvolver o presente estudo.

Yaakobi em 2001, observou reducdo na area e dilatacdo do ventriculo esquerdo em
coracles de ratos gpds isquemia miocardica crénica, quando utilizaram um diodo Laser
(804 nm) e 5 mW/cn? de irradidncia. Foi observada maior formac&o dos vasos sangliineos
Nno coragao do grupo irradiado em comparagao aos ratos nédo irradiados.

O que evidenciamos em nossos experimentos, foi que o Laser de Baixa Poténcia
pode Bioestimular cdulas endotdiais em cultura, causando um aumento dgnificativo da
proliferacd celular, 0 que pode sr um provavel caminho da neovascularizagdo Laser-
induzida, através da estimulacdo de zonas previamente hipoperfundidas.

Vé&ios pesquisadores investigam 0s mecanismos de divacdo da neoangiogénese,
ap6s RTM com Laser (KEITH et al., 1999; WEI LI et al., 2001; CHERIAN et al., 2000;
HUGLES et al., 2000) e ja existem estudos sobre o emprego da TLBP na aenuacdo de
zonas afetadas apds infarto miocardid em modeo anima (ORON, 2001, YAAKOBI,
2001). Porém, as vias inicids dos mecanismos que ocasonam a neovasculaizacio
miocardica pdésRTML, anda ndo estéo completamente compreendidas, fazendo-se
necessario estudos mais aprofundados sobre os efeitos fotobioquimicos envolvidos, para

que hgqamelhor eucidacdo deste processo num futuro préximo.
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7 - Conclusao:

1. Podemos inferir neste estudo que o Laser InGaAlP (685 nm) com fluéncia
2 Jom? e poténcia 10 mW promove crescimento estatisticamente
sgnificante em células endotdiais da linhagem CIPs, em estado de déficit
nutricional parcia (5% soro fetal bovino). Este Laser, nesta dosimetria, ndo
supre a deficiéncia de nutrientes desta linhagem em meio de cultura sem
soro feta bovino e ndo interfere na proliferacéo celular das culturas
irradiadas em homeostase;

2. Este Laser de Baixa Poténcia, neste comprimento de onda promove
bioestimulacdo em células da linhagem ClIPs em estado de déficit
nutricional parcia, nas fluéncias 2; 4 e 8 Jcm? e poténcias 10 e 20 mW,
sendo a densdade de energia o parametro mais significativo frente as
respostas de proliferaco celular e encontrando-seem 8 Jent a fluéncia

mais eficaz no processo bioestimulatorio.

3. Ocorre apés a irradiacdo das células endoteliais em estado de déficit
nutricional parcial, uma reorganizacdo dos filamentos de actinaF do
citoesgquel eto, possivelmente associada aadesdo focal celular. Acreditamos
gue isto ocorra pela atuacdo do Laser nas vias de transdugdo de sinais. Nao
podemos deixar de sindizar que a magnitude do efeito bioestimulatério
depende fundamentalmente do estado fisiolégico inicial da célula, antes da

irradiacéo Laser.
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Estes resultados dos fendmenos fotobiol 6gicos nos levam a acreditar que
no inicio deste milénio, apds o desenvolvimento de estudos mais amplos e
experimentos in vivo, descortinar-se-a a possibilidade do emprego, em
determinados casos, da Laser Teapia de Baxa Poténcia na
Fotobioremodelacdo  Celular  Miocardica, em  procedimentos de
Revascularizacdo Cardiaca. Tais avancos, transformar&o num futuro proximo
a Fotomedicina em uma nova arma tergpéutica, menos invasiva e com maior
“cost effectiveness’, tanto para as instituicbes hospitalares, quanto para os
pacientes, vindo desta forma mehorar a quaidade de vida destes
coronariopatas.
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