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RESUMO 
 
 

 

O uso de laseres de baixa potência têm sido recomendado por muitos autores no 

tratamento de úlceras ou feridas afim de acelerar o processo de cura, no entanto a 

literatura é muito conflitante com relação aos efeitos do laser neste processo, sendo 

difícil de identificar efeitos específicos do laser porque muitos fatores são relevantes no 

processo de cura das feridas e muitas variáveis modificam o efeito do laser nos tecidos. 

A utilização do laser em culturas de células visa a compreensão do mecanismo da ação 

do LBP, em sistemas biológicos. 

Em nosso trabalho irradiamos  células CHO-K1 com baixa potência e 

obtivemos um efeito bioestimulador do grupo irradiado em relação ao grupo controle,  

onde identificamos quais os efeitos produzidos em estruturas celulares de células 

fibroblásticas durante um processo bioestimulador com marcadores específicos para 

mitocôndrias (JC-1), núcleo (DAPI) e citoesqueleto (rodamina –faloidina). 

  A fluorescência usada para visualizar o núcleo da célula, nos permitiu 

observar  que o processo de divisão celular foi intenso no grupo irradiado em relação 

ao grupo controle até o quarto dia de experimento. As células irradiadas 

apresentaram mudança na  conformação morfológica das mitocôndrias, 

identificamos que a disposição das proteínas actínicas dos filamentos intermediários 

sofrem um perturbação durante o processo de irradiação que são restabelecidos 

completamente. 
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ABSTRACT 

 

 

The use of low power lasers has been recomended by many authors for the 

treatment of ulcer or wounds, aiming to accelerate the healing process. Meanwhile 

the literature about the effects of laser in this process, is very conflicting being dificult 

to identify efects of laser because many factors are relevant to the wound healing 

process and many modify the effect of laser in the tissue. The use of laser in cell 

culture in scarch for answers to best understand the mechanism of action of low 

power laser, has been of great use. 

In this work, CHO-K1 cells were irradiated with low doses and a significant 

biostimulation effect of the irradiated group in relation to control group was obtained, 

where we identified which are the real effects that low power laser presents in 

fibroblastic cells during the biostimulation process with specific probes for 

mitochondria (JC-1), núcleo (DAPI), and citoskeleton (rhodamine-phalloidin). 

The fluorescence used to visualize the cells, allowed to observe that the process 

of cellular division was intense in the irradiated group in relation to the control group 

up to day 4 of experiment. The irradiated cells had changes in the morfhologic 

conformation at mitochondria We identified t the arragement of the actin proteins of 

the intermediary filaments suffer a disturb during the process of irradiation and are 

reestablished completely. 
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 “Uma corrida nem sempre é 

vencida pelo mais rápido, mas 

às vezes por aquele que 

apenas se mantém  nela...” 

 

autor desconhecido1-INTRODUÇÃO 
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Na história da medicina e da odontologia,  a busca de procedimentos para 

minimizar a dor, estimular a cicatrização e regressão de edemas, com conseqüente ação 

antiinflamatória e bioestimulação celular, têm feito com que cientistas pesquisem dia 

após dia objetivando descobrir algo que, de certo modo, possa atuar no órgão, tecido ou 

célula sem causar efeitos secundários deletérios aos tecidos circunvizinhos (DONATO 

& BORAKS, 1993). O uso do laser de baixa potência (LBP) foi difundido no Japão e 

Europa por mais de 10 anos; despertando interesse para a odontologia com técnicas que 

incluem diferentes  aplicações clínicas entre elas: aceleração da cicatrização de ferida 

cutânea, remodelamento da restauração óssea, normalização da função hormonal 

anormal,  atenuação da dor, excitação do lançamento da endorfina e modulação do 

sistema imune (WALSH 1997,  BASFORD et al 1996). No entanto a literatura é muito 

conflitante com relação aos efeitos do laser nestes processos, sendo difícil de identificar 

efeitos específicos do laser porque muitos fatores são e muitas variáveis modificam o 

efeito do laser nos tecidos  (KIMURA et al 2000).  

A palavra laser provém de um abreviatura que significa amplificação da luz por 

ação estimulada de radiação. Este gerador ou laser deverá conter substâncias (sólidas, 

líquidas ou gasosas) que possuam grandes diferenças nos níveis de energia, com 

tempos relativamente longo de existência. Vários elementos foram descobertos para a 

fabricação de uma fonte de laser: certos sólidos, cristais, semicondutores, vapores, 

gases e líquidos. Cada elemento fornece uma variedade diferente de emissões no 

espectro, que atualmente cobrem a faixa espectral do ultravioleta ao infravermelho 

longínquo. A estrutura de um laser a diodo, é formada por um bloco de material 

cristalino semicondutor. As duas estruturas cristalinas são dotadas com certa 

quantidade de material para que possam apresentar características elétricas diferentes. 

A emissão pode ser na região do vermelho e do infra-vermelho próximo. 

(GENOVESE, 1991) 

As radiações ópticas produzidas pelos laseres médicos têm basicamente as 

mesmas características, porém se trabalha com o laser buscando resultados clínicos 

bastante específicos. A célula tem um limiar de sobrevivência, de acordo com a 

localização do tecido e seu estado fisiológico. Quando trabalhamos respeitando esse 

limiar da célula, lhe oferecemos uma baixa intensidade de energia, que será utilizada 
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por ela de maneira  que estimule sua membrana, suas mitocôndrias e outras estruturas 

celulares envolvidas em um processo de bioestimulação. Dessa forma estaremos 

induzindo essa célula à biomodulação, ou seja, ela trabalhará buscando um estado de 

normalização da região afetada, isso denomina-se Laser Terapia (LOPES, 1999).  

O conhecimento dos parâmetros ópticos da pele ou da localização onde será 

aplicado o laser é importante para todo o tipo de terapia a laser, pois a porcentagem da 

incidência e penetração da luz sobre um determinado tecido ou célula com diferentes 

laseres é um fator decisivo para a seleção da dose de irradiação necessária para se 

produzir o efeito desejado (KOLÀROVÀ et al, 1999). A terapia com laser de baixa 

potência devido a sua luz monocromática é capaz de alterar o comportamento celular 

sem provocar aquecimento significante. O primeiro efeito catalogado foi sua ação 

bioestimuladora, porém a literatura menciona sua capacidade de inibir a atividade 

celular. Contudo tem-se que, para se obter o efeito de bioestimulação é necessário uma 

densidade de energia de 1 a 4 J/cm2 e uma potência de 10mW a 90 mW (BASFORD et 

al, 1996). 

1.1- Interação Laser-Tecido 

 

O mecanismo da interação do laser com a célula foi descrito por KARU, et al 

em 1988 como demonstrado abaixo. Sendo que os incrementos de ATP mitocondrial 

que se produz após irradiação com laser, favorecem um grande número de reações. 

 
ORGANELAS  IMPLICADAS  E 

CASCATA DE RESPOSTA FOTOQUÍMICA 
 

  ⇓              LUZ  
   MITOCONDRIA    ←←   VÍSIVEL 
  

    ⇓⇓  
 
                CITOPLASMA 
    (ATP) 
 
    ⇓⇓    
                                            LUZ 

                           MEMBRANA CELULA  ←←   INFRAVERMELHO 
 

                           ⇓⇓  
                                 
            CITOPLASMA 
                     (Ca+ ) 
 
    ⇓⇓  
 
                   NÚCLEo 

 
      ⇓⇓        

 
PROLIFERAÇÃO OU DIFERENCIAÇÃO CELULAS  OU  

SÍNTESE DE PROTEÍNAS 
 

 

 

REAÇÃO BÁSICA 

 

 

FOTORECEPÇÃO 

 

                   ⇓⇓  

 

 

                         TRADUÇÃO DE SINAL E AMPLIAÇÃO 

 

                       ⇓⇓  

 

 

                       FOTORESPOSTA 
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A energia laser entregue ao tecido na terapia de baixa potência,  altera através de 

diversas reações bioquímicas o metabolismo usual da região tratada (WEI YU et al, 

1997). A exposição dos tecidos à radiação laser na região do vermelho aumenta a taxa 

de formação do retículo endoplasmático e do complexo de Golgi, como também o 

tamanho e o número de mitocôndrias (MANTEIFEL et al, 1997), somando-se a isto, 

existe um acúmulo de material fibrilar no citoplasma de fibroblastos. Estas mudanças 

estão associadas a ativação do metabolismo e a síntese protéica, acelerando a 

cicatrização (BOSATRA, 1984; VACCA et al, 1996). 

A maior absorção do laser por estruturas celulares ocorre na região do vermelho 

visível e no infravermelho que são mostrados em proteínas fotorreceptoras responsáveis 

pelos efeitos biológicos, que não são bem conhecidas; estudos têm sugerido que alguns 

elementos do sistema citocromo mitocondrial assim como porfirinas da célula absorvem 

esta luz em forma de energia (KOMAROVA et al, 2000). 

O laser de baixa potência tem sua ação através de  uma conversão foto-química e 

a absorção de energia pelos fotoreceptores. Este tipo de reação é bem conhecida por 

receptores especializados tais como rodopsina e clorofila. A absorção através de 

moléculas não especializadas (moléculas que absorvem luz em certos comprimentos de 

onda, sendo que a absorção da luz não é específica) é bastante usada. A molécula que 

está absorvendo luz, transfere esta energia para outra molécula, ativando a célula e 

causando reações químicas no tecido circunvizinho. Este tipo de reação é usado em 

terapia fotodinâmica (KARU 1999). 

1.2- Efeito do Laser  “in vitro”  

 

Segundo BERKI, 1988 a presença de uma lesão leva à queda da concentração de 

oxigênio e nutrientes no local, dificultando desta forma a divisão celular. A energia do 

LBP, provavelmente, é absorvida intracelularmente e convertida em energia metabólica. 

KARU,  1989 concluiu que fotoreceptores primários são componentes da cadeia 

respiratória, o que explica a universalidade dos efeitos do LBP na estimulação do 

metabolismo celular, dependentes da dose de luz. Em baixas doses, a irradiação causa 

regulação das reações do metabolismo celular e com altas doses ocorrem danos 
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fotodinâmicos. A magnitude do efeito de bioestimulação depende do estado fisiológico 

da célula antes da irradiação, o que explica porque o efeito nem sempre é possível. 

Em 1999, POURREAU-SCHENEIDER et al, estudaram as modificações na 

dinâmica do crescimento e ultraestrutura dos fibroblastos humanos gengivais, após o 

tratamento com laser de Hélio-Neônio onde foi observado através de microscópia 

eletrônica de transmissão, que a irradiação com laser de baixa potência promoveu 

crescimento e hiperplasia mitocondrial, desenvolvimento de microfilamentos 

citoplasmáticos e da matriz perinuclear. 

NARA et al, 1990  estudaram cultura de fibroblastos pulpar humano com dose 

aplicada de 0,02 a 2 J /cm2  e 0,05 W/ cm2  com laser de Arseneto de Gálio Alumínio 

(As-Ga-Al), comprimento de onda de 900nm e obtiveram um aumento da proliferação 

celular quando as densidades de energias depositadas estavam entre 0,04 e 0,20 J /cm2. 

 Segundo FRESHNEY, 1990 o estudo in vitro tem sido muito utilizado devido a 

facilidade de padronização da amostra, cujo controle de pH, temperatura, pressão 

osmótica, tensão de CO2 e de O2 podem ser obtidos de maneira precisa, além de 

conseguir amostras homogêneas; contudo existem dificuldades em elaborar protocolos 

viáveis para as células uma vez que elas precisam de ambiente estéril e asséptico para 

sua sobrevivência. 

Em 1991 FRIEDMANN et al, em seus experimentos descreveram um 

mecanismo capaz de responder a ação estimulante do laser de He-Ne (λ= 632 nm)e o 

diodo laser (λ=780nm), com baixa potência em cultura de células. A irradiação laser 

intensifica o gradiente eletroquímico transmembrana na matriz mitocondrial. A 

eficiência da força do próton ocorre devido a  alta concentração de cálcio encontrado na 

matriz mitocôndrial de fibroblastos irradiados, aumentando a proliferação das células 

cultivadas e a produção de colágeno tipo 1. A densidade de potência e o tempo de 

exposição ao laser de He-Ne são fatores importantes, assim como a dose de energia total 

em fotobiomodulação de fibroblastos humanos in vitro. O tempo de exposição e 

densidade de potência, determinam o efeito da irradiação laser, ocorrendo uma inibição 

ou excitação podendo ser observado com o mesmo laser e as mesmas células (VAN 

BREUGEL 1992). A irradiação com laser  He-Ne aumenta o nível de adenosina 

trifosfato (ATP) em células HeLa, desta forma aumentando a monocamada de células,  
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fazendo com que as mesmas cheguem a um crescimento confluente mais rapidamente    

( KARU 1995). 

LUBART et al, 1993 observaram o efeito de vários comprimentos de onda na 

proliferação de fibroblastos e obtiveram que a luz laser com comprimentos de onda de 

540nm e de 600nm a 900nm acelerou significativamente a mitose dessas células, 

aumentando desta forma a velocidade de produção do colágeno e fibroblastos. 

HRNJAK et al, 1995  verificaram a bioestimulação em culturas de fibroblasto 

embrionário humano, com dose única do laser de He-Ne contínuo com densidade de 

energia de 0,5; 1 e 2J/cm2.  SKINNER et al, 1996 observaram em seu experimento uma 

bioestimulação no metabolismo do colágeno em cultura de fibroblasto embrionário 

humano irradiado. A produção do procolágeno de fibroblasto foi monitorada pela 

síntese de 3H (hidroxiprolina) e replicação do ácido dexorribonucléico (DNA) que 

foram acompanhados pela incorporação de timidina. Os autores obtiveram uma 

significante estimulação na função fibroblástica com doses baixas  0,99 e 0,52 J/cm2, 

com laser pulsado de baixa potência de Arseneto de Gálio (AsGa). 

Rigau, em 1996 estudou o efeito de um laser Argon:Day  emitindo comprimento 

de onda em 633nm no comportamento e na morfologia de fibroblastos de linhagem 

primária em cultivo. Trabalhou com um aparelho com potência óptica de saída de 

38mW, com fluência de 2J/cm2 . A autora verificou que esse tipo de laser induziu vários 

efeitos biológicos nos fibroblastos dos grupos irradiados como: formação de colônias, 

movimento de quimiotaxia e quimiocinética. 

Estudos com células in vitro têm obtido resultados inconsistentes com relação 

aos efeitos do laser a nível bioquímico. Fibroblastos são as células mais amplamente 

testadas no estudo dos efeitos biológicos dos laseres de baixa potência, pois um possível 

efeito bioestimulante nessas células implicará em efeitos relevantes em várias patologias 

(KIMURA et al, 1997). 

Em estudos utilizando radiação emitida por um diodo laser (λ= 60nm) sobre 

duas linhagens primárias de fibroblastos humanos, uma originária de tecido normal 

outra de cicatriz hipertrófica,   WEBB et al, 1998 demonstraram um significativo 

aumento na proliferação celular de fibroblastos da linhagem normal em relação aos 

controles não irradiados, utilizando densidade de energia de 2,4 e 4 J/cm2. 
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LOPES et al, 1999 observaram uma proliferação significativa para cultura 

primária de fibroblastos de gengiva humana, cultivados com “déficit” nutricional e 

irradiados comparados com os grupos  controle cultivados com o mesmo meio e não 

irradiados.  

GROSSMAN et al, 2000 obtiveram um efeito proliferativo utilizando densidade 

de energia entre 0,45 a 0,95 J/cm2 com um diodo laser (780nm ) em queratinócitos 

cultivados.  

A ação do laser de He-Ne (180 mJ/cm2 ) sobre células CHO associada com 

polygem (6µg/ml), uma proteína animal, cujos ingredientes ativos são uma combinação 

de Hormônio de Crescimento (GH), Fator de Crescimento Epitelial (EGF), Fator de 

Crescimento-α (TGF-α), Fator de Crescimento Ácido–Fibroblasto (FGF) entre outros 

fatores de crescimento, demonstrou aumento significativo no número médio de colônias 

das células CHO (FAROUK 2000). 

 

 

1.3- Organelas Citoplasmáticas 

 

1.3.1 - Mitocôndria  

As mitocôndrias, presentes em todas as células eucariontes, são organelas 

envoltas por dupla membrana e conversoras de energia para forma utilizável no 

direcionamento das reações celulares. São organelas responsáveis por ocupar uma 

fração expressiva do volume celular total de modo geral. Descreve-se normalmente as 

mitocôndrias como cilindros rígidos e alongados, com diâmetro compreendido entre 0,5 

e 1 µm; são ainda móveis e plásticas, variando constantemente sua forma, fundindo-se 

umas com as outras e se separando novamente. Do tamanho aproximado de uma 

bactéria, a mitocôndria é a usina elétrica da célula eucariótica e gera energia pela 

combinação do oxigênio a moléculas dos alimentos sob forma de ATP (ALBERTS et 

al,1997). 



 24

A mitocôndria é constituída por dois compartimentos, delimitados por  

membrana externa e interna, a qual se projeta para dentro da cavidade mitocondrial 

formando invaginações denominadas cristas mitocondriais. A câmara interna da 

mitocôndria é preenchida pela matriz mitocondrial que é homogênea, mas em alguns 

casos apresenta material filamentoso delgado e pequenos grânulos de alta densidade que 

se ligam ao Mg2+ e o Ca2+ (Figura 1). 

 

Figura 1. Esquema da Mitocôndria: estrutura cilindrica  que possui material genético próprio DNA e é 

responsável pela produção de energia na forma de ATP. Biology Raven, 1992.  

 

Mergulhados na matriz encontram-se os ribossomos, todas as enzimas solúveis 

envolvidas no ciclo de Krebs, além do DNA e da maquinaria para a síntese de proteínas. 

Os componentes relacionados a cadeia respiratória e a fosforilação oxidativa para a 

síntese de ATP, utiliza a energia fornecida pela transferência de elétrons durante a 

respiração aeróbica, bem como proteínas transportadoras específicas envolvidas na 

penetração de metabólitos como ADP (adenosina di-fosfato), ATP e fosfato (GUYTON 

et al, 1997).  

As mitocôndrias estão presentes em todas as células, com exceção dos eritrócitos 

e dos queratinócitos terminais, onde se perderam por autofagia. As mitocôndrias contém 

o sistema enzimático que gera ATP através do ciclo de Krebs e fosforilação oxidativa. 

As células que gastam grande quantidade de energia, como as dos músculos estriados 

ou dos túbulos renais, têm grande número de mitocôndrias. Além da produção de ATP, 

as mitocôndrias também funcionam de forma a regular a concentração de certos íons do 

citosol, como Mg2+ e o Ca2,+ função que compartilham com o retículo endoplasmático 

(ROSS et al, 1993). 
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A conformação interna das mitocôndrias pode variar entre dois estados 

extremos. Quando a concentração externa de ADP é baixa, ou a cadeia respiratória é 

inibida, as mitocôndrias encontram-se no estado ortodoxo, conformação encontrada nos 

cortes de tecidos. Neste caso, a matriz ocupa quase toda a mitocôndria e a câmara 

externa é pequena. No entanto se ADP é adicionado ao meio, produz uma súbita 

contração do compartimento interno, chamado estado condensado, que corresponde a 

uma mitocôndria fosforilando ativamente. Essas alterações devem-se ao fato de que a 

respiração celular e a fosforilação não geram somente ATP, mas também H2O, que se 

acumula na camada externa (ALBERTS et al, 1997). 

 

1.3.2- Núcleo 

O núcleo é separado do citoplasma por um envelope consistindo de duas 

membranas. O conteúdo nuclear se comunica com o citosol por meio de aberturas – os 

poros nucleares. O DNA, em uma célula eucariótica, está seqüestrado no núcleo, que 

ocupa em torno de 10% do volume celular total. Os poros nucleares operaram com um 

mecanismo de transporte seletivo para as proteínas do RNAs que são excessivamente 

grandes para se difundirem através desses canais. (ROSS et al, 1993) 

 O envelope é diretamente conectado à extensa rede de membranas do retículo 

endoplasmático e é sustentado por duas redes de filamentos intermediários: uma, 

chamada de lâmina nuclear, que forma um envoltório fino, subjacente à face interna da 

membrana nuclear, enquanto o outro, menor, regularmente organizado, envolve a 

membrana nuclear externa  (ALBERTS et al 1997).  

As células se dividem através de dois processos (mitose e meiose) que são 

fundamentalmente  diferentes. A mitose é um processo de divisão celular pelo qual as 

células somáticas se dividem,  garantindo que cada célula filha receba um conjunto de 

células diplóide, exatamente como o da célula mãe. Na meiose o processo dá origem a 

um gameta com metade do material genético (ROSS et al , 1993) (Figura 2). 
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Figura 2- Esquema da estrutura do núcleo , o DNA está seqüestrado no núcleo. Raven Biology, 1992. 

 

 

1.3.3- Citoesqueleto 

Nas células eucarióticas superiores, devido à especialização e à complexidade de 

suas estruturas internas, existe a necessidade de mantê-las em locais apropriados no 

interior da célula e também controlar seus movimentos. Devido a este fato, as células 

eucarióticas possuem um esqueleto interno denominado citoesqueleto, que dá a forma às  

células, organizando as estruturas celulares e transportando-as de uma parte à outra da 

célula. O citoesqueleto é composto de uma rede de filamentos de proteínas, sendo os 

filamentos de actina e microtúbulos os mais importantes. Os filamentos de actina, 

permitem as células eucarióticas individuais se deslocarem, e participarem ativamente 

na contração muscular em animais. Os microtúbulos são os principais geradores da 

força em cílios e flagelos que são longas projeções da superfície celular, em forma de 

chicote, que servem como instrumento de propulsão. O próprio interior da célula está 

em constante movimento e o citoesqueleto fornece a maquinaria para os movimentos  

intracelulares, como o transporte das organelas de um lugar para outro, a segregação dos 

cromossomos nas duas células-filhas durante a mitose e a separação das células animais 

durante a divisão celular (ALBERTS et al 1997) (Figura 3). 
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Figura 3 : Esquema do citoesqueleto: responsável por controlar os movimentos da célula. Biology Raven, 

1992. 

 

 

 

 

 

1.4- Microscopia de Fluorêscencia 

 

O microscópio de fluorescência é semelhante a um microscópio óptico comum, 

exceto que a luz utilizada, passa por dois conjuntos de filtros, um para filtrar a luz antes 

dela atingir a amostra e outro para filtrar a luz obtida da amostra. O primeiro filtro é 

selecionado de forma a permitir apenas a passagem de comprimentos de onda que 

excitem o corante fluorescente, enquanto o segundo filtro bloqueia a passagem daqueles 

comprimentos de onda diferentes dos emitidos pelo corante. Um composto iluminado 

com determinado comprimento de onda é visualizado através de um filtro, permitindo a 

passagem de luz do comprimento de onda de emissão (ALBERTS et al 1997). 

Uma característica importante desta técnica é a melhoria da qualidade da 

amostra, com a diminuição de dano à estrutura celular. Para tanto são utilizados 

marcadores fluorescentes específicos para os mais diversos fins como, marcação de 

organelas e até atividades metabólicas. A microscopia de fluorescência tem 

possibilitado adquirir informações sobre a organização e a dinâmica de estruturas 
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celulares, havendo portanto alguns fatores limitantes em estudos bidimensionais com a 

utilização de dupla marcação para estudos de interação, ligação e associação de 

proteínas, lipídeos, enzimas, DNA (ácido dexoribonucléico) e RNA (ácido ribonucléico) 

(HERMAN et al 1993).  

Contudo a fluorescência provou ser uma ferramenta versátil para um vasto 

campo de aplicações, podendo ser utilizada no estudo de interações moleculares em 

química analítica, bioquímica, biologia celular, fisiologia, nefrologia, cardiologia, foto-

química e ciência ambiental. Ela é uma técnica não invasiva, que apresenta vantagem 

em relação a outros métodos de investigação, pois sua sensibilidade, rapidez e 

segurança para a obtenção dos resultados não afetam as amostras durante o processo 

(REICHMAN 2000). 

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

radiações de certos comprimentos de onda. Com a utilização de corantes fluorescentes é 

possível identificar certas substâncias não fluorescentes normalmente presentes nas 

células (JUNQUEIRA & CARNEIRO 2000). Análises revelam  que moléculas 

fluorescentes absorvem luz em um determinado comprimento de onda emitindo um 

comprimento de onda mais longo (REICHMAN  2000; ALBERTS et al 1997). 

 

 

1.5- Marcadores Biológicos Fluorescentes 

 

1.5.1- JC-1 

 O JC-1 é um marcador específico para mitocôndria e consiste de uma sonda 

lipofílica que nos permite analisar o potencial de membrana devido a intensidade de 

fluorescência, bem como a atividade mitocondrial através de sua conformação 

morfológica. As mitocôndrias são sensíveis a irradiações com vários comprimentos de 

onda de luz visíveis, sendo que a ativação do consumo do oxigênio acarreta mudanças 

nas propriedades eletroquímicas, bioquímicas e ópticas de mitocôndrias isoladas 

(KARU, 1999). 

Análise do potencial de membrana mitocondrial, usando densidades separadas 

de frações de eritrócitos submetidos a uma situação de estresse, através de 

citofluorimetria após incubação com JC-1, um marcador fluorescente específico para 
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mitocôndria, mostrou um decréscimo significativo do potencial bem como o efeito 

oxidativo com aumento na densidade celular (DEDOV et al, 2001). 

 MANTEIFEL et al 1997, observaram alterações ultraestruturais em 

mitocôndrias de linfócitos humanos irradiados com laser He-Ne com densidade de 

potência de 56J/cm2 , sendo que houve um aumento de 20% no número de perfis 

mitocôndriais na secção celular sem aumento em sua área total e que o número de 

mitocôndrias foi reduzido. 

A utilização de JC-1 na avaliação do potencial de membrana de mitocôndrias de 

células CHO, irradiadas com laser diodo Arseneto de Gálio Alumínio (Ga-Al-As), λ= 

635 nm e potência de 10mJ/cm2 , permitiu identificar alterações na morfologia e 

funcionalidade desta organela. (BORTOLETTO,  2001; MOREIRA, 2001). 

 

 

1.5.2- DAPI 

A condensação da cromatina e a fragmentação do núcleo foram estudadas 

através da coloração com DAPI que é um marcador fluorescente específico para o 

núcleo este marcador nos possibilita visualizar o processo mitótico celular.  

A irradiação com laser de He-Ne causa aumento da freqüência de aberrações 

cromossômicas em células diplóides de fibroblastos humano pois a irradiação com o 

laser semicondutor comprimento de onda 632 nm e 660nm  aumenta a quebra de DNA. 

Porém estes laseres não causam mutações através da ação direta no DNA, a energia 

destes laseres é bem inferior, para causar rupturas nas ligações covalentes da molécula 

(KARU et al, 1999). 

A condensação da cromatina e a fragmentação do núcleo podem ser estudadas 

morfologicamente pela coloração com DAPI (4’, 6’- diamidino, 2’phenylindole- 5µM;) 

utilizando microscopia de fluorescência. Desta forma LAMBOLEY et al 2000, em seu 

trabalho observou  vários agentes indutores de apoptoses em dois tipos de hepatócitos, 

em hepatoma humano (Hep3B) e hepatócitos normais de rato.  

Dependendo da concentração das células em culturas, obtém-se um efeito 

bioestimulativo; segundo HSIN-SU et al 1996, o efeito do laser de He-Ne com 

densidade de energia de 1,5 J/cm2 em queratinócitos humanos induz a produção de  
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interleucina 1α e 8 (IL-1α e IL-8)  ocorrendo um aumento significativo nos níveis da 

IL-1α e IL-8 em relação ao grupo não irradiado. 

 

 

1.5.3- Rodamina –Faloidina 

Para a marcação dos filamentos intermediários do citoesqueleto, utilizamos da 

rodamina-faloidina e com parâmetros de intensidade de fluorescência podemos observar 

a organização e a dinâmica do citoesqueleto. Para identificação do citoesqueleto vários 

marcadores fluorescentes podem ser utilizados, dentre eles a faloidina rodamina. A 

marcação fluorescente de actina é uma importante ferramenta para a investigação da 

dinâmica do citoesqueleto in vitro. Sondas moleculares, fluorescentes derivadas de 

falotoxinas marcam seletivamente filamentos de actina-F, tendo a vantagem de serem 

solúveis em água. Este fluoróforo permite marcar cultura de células íntegras com 

rompimento mínimo das células. As falotoxinas apresentam afinidade por filamentos 

grandes e pequenos apresentando vantagens adicionais sobre os anticorpos tais como: 1) 

as propriedades de ligação não mudam com a variabilidade de espécies diferentes, 

inclusive plantas e animais; e 2) sua marcação não específica é desprezível, assim o 

contraste entre áreas marcadas e não marcadas é altamente puro (DEDOV et al, 2001) 

Em estudo  baseado na microscopia confocal, após dupla marcação da bactéria e 

das células actínicas vermelhas com fluoresceína conjugada com faloidina ASHORN et 

al 2000, observaram a reorganização do citoesqueleto induzido pela Heliobacter pilori 

em distensão em cultura de células epiteliais devido a produção de vacúolos de 

citocinas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 31

 

2.OBJETIVOS: 

 

   

• Analise do efeito bioestimulador do laser semicondutor emitindo a radiação no 

comprimento de onda 830 nm em células CHO-K1; 

 

• Análise das alterações morfológicas de células submetidas a radiação laser 

utilizando técnicas de marcação fluorescente para núcleo, mitocôndria e 

citoesqueleto. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Cultura de Células 

 

Estudamos o efeito do laser de baixa potência (LBP) em células fibroblásticas 

através de técnicas de microscopia de fluorescência com marcadores específicos para 

mitocôndria, núcleo e citoesqueleto. 

 

3.1.1- Linhagem Celular 

 

 As células estudadas são células fibroblásticas isoladas de tecido epitelial normal 

proveniente de ovário de Hamster chinês.  

Fibroblastos são as células mais amplamente testadas nos estudos dos efeitos do 

LBP, pois o efeito bioestimulatório destas células implica em efeitos importantes em um 

processo cicatricial. (KIMURA et al, 1997) 

a) Células CHO- K1- Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho (UFRJ; RJ), 

gentilmente cedidas pela  Dra. Técia Maria Ulisses de Carvalho. 

 

Para a manutenção e propagação da linhagem celular, foram necessários soluções 

tampão e meios de cultura abaixo descritos: 

a) Soluções Tampão: 

• Tampão Fosfato (PBS -Fisher)  

Solução A: 2,76g de NaH2PO4 . H2O para 100ml de  H2O destilada 

Solução B: 5,36g de Na2HPO4 . 7H2O ou 7,17 NaHPO4. 12 H2O ou 2,84g Na2HPO4 para 

100ml de H2O destilada. 

33ml de solução A + 67 ml de solução B= pH7,1 

A cada 100ml de tampão fosfato 0,1 M; 900ml de H2O destilada; 9g de Nacl. Para 

corrigir o pH, utilizam-se as soluções A e B. 

• Tampão PHEM (Pipes-epes-EGTA- MgCl2- Sigma) 
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10,36g de Pipes; 3,25 de Hepes; 1,9g de EGTA; 0,27g de MgCl2 para 500ml de H2O 

destilada. Com pH 6,8 ou 7,2. 

• Solução tamponada de paraformaldeído 10% (Sigma) 

Aquece-se 80ml de tampão fosfato 0,2 M, pH 7,1 até 65o C em um erlenmeyer. No 

início do aquecimento adiciona-se 10g de paraformaldeído, agitando-se continuamente. 

A solução permanecerá turva. Adiciona-se gotas de hidróxido de sódio 2M com a 

solução sendo agitada, até que se obtenha o clareamento da solução. Após o 

resfriamento, completa-se até 100ml. 

• Solução Tampão de Hank (Merck) 

8 g de NaCl; 1g de glucose; 0,4 de KCl; 0,2 de MgSO4. 7 H2O; 0,06 de KH2 PO4 ; 0,06g 

de Na2 HPO4 . 2 H2O para 1 litro de H2O destilada. 

 

b)Enzima Tripsina (Gibcobrill – USA) 

0,1% de tripsina; 0,05% de EDTA para 100ml de H2O destilada. 

 

b) F12 Nutrient Mixture- (Gibcobrill – USA) 

Utilizada para células CHO-K1, na composição básica deste meio contém L-glutamina, 

não contém bicarbonato de sódio que é adicionado no preparo para o uso deste meio. A 

conservação foi em câmara fria de 2 a 8oC . A suplementação foi realizada com  soro 

fetal bovino (SFB) a 5%  

 

 

3.2- Crescimento e Manutenção de Culturas de Células 

 

Partindo-se inicialmente de um estoque de células mantido em nitrogênio 

líquido, foi preparada uma garrafa de cultura de células (5 x  105 células/ml), e 

adicionados 3 ml de meio de cultura, suplementado com 10% de SFB. A propagação 

celular foi efetuada quando a densidade de células formava uma monocamada 

confluente. A troca de meio de cultivo deu-se a cada três dias, o crescimento celular foi 

acompanhado por meio da observação em microscópio invertido Olympus CK40 
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3.3 - Congelamento e Descogelamento celular - Criopreservação 

 

Para o congelamento as células foram removidas da garrafa de cultura com 

auxílio da tripsina, que é uma protease secretada pelas células acinosas do pâncreas sob 

a forma de proenzima inativa, que digere as proteínas com maior rapidez. Supõe-se que 

atue principalmente nas ligações peptídicas das quais participa o grupo carboxila da 

arginina ou lisina. Assim sendo, a enzima destroi a trama protéica que liga as células e 

este processo chama-se tripsinização. Após este procedimento foram centrifugadas a 

2500 rpm (rotações por minuto) por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o 

sedimento ressuspenso em meio Ham F12 contendo 3% de SFB e 1% de DMSO (di-

metil-sulfóxido), sendo transferido para criotubos e estocado em nitrogênio líquido. 

Para o descongelamento a ampola foi mantida  em banho maria a 37o C, com agitação 

para inativação da substância crioprotetora (DMSO), o conteúdo foi  transferido para 

um tubo de ensaio contendo 5 ml de meio de cultura com 5% de SFB e centrifugado a 

2500 rpm, durante 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado 

ressuspendido em 2 ml de meio enriquecido com 5% de SFB e em seguida foi incubado 

na estufa de CO2.  

 

 

3.4 - Controle de Células Viáveis 

   

A maioria dos testes de viabilidade baseiam-se no comprometimento da 

integridade da membrana, determinado pela penetração do corante Azul de Trypan 

normalmente retido nas células viáveis; os ensaios usados demonstram a capacidade 

metabólica ou proliferativa das células após influência tóxica, cujo o objetivo é medir a 

sobrevivência das células (KIBITEL et al, 1998). Desta forma  as células submetidas a 

radiação laser foram monitoradas através da coloração de azul de Tripan, nos indicando 

a integridade da membrana celular e possibilitando a contagem do número de células 

viáveis; em intervalos de tempos variáveis.  
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3.5 - Contagem Celular 

 

Para cada experimento uma alíquota de 25µl da suspensão celular (1,5 X 104 

células/ml) foi plaqueada em placas de 24 poços contendo lamínulas estéreis, onde o 

número de células por poço foi padronizado. As culturas foram incubadas a 37o C por 

24 horas em atmosfera  de 5% de CO2. 

 A contagem celular foi realizada para a obtenção de gráficos de viabilidade 

celular, com o objetivo de analisar  do efeito do LBP sobre a linhagem celular CHO- 

K1. Foram utilizados de 0,4% de azul de Tripan, adicionando-se 10 µl a cada poço 

contendo 990µl de PBS. As placas foram levadas ao microscópio invertido para a 

contagem do número de células.  

 

3.6 - Irradiação das Placas 

 No período de 12 horas após o plaqueamento e cultivo celular, as irradiações 

foram realizadas com aparelho diodo laser emitindo radiação no comprimento de onda 

de  830nm e densidade de energia de 2 J/cm2, potência  de 10mW   de maneira pontual 

durante 3 minutos e 20 segundos (Figura 4). Os grupos irradiados receberam 4 doses da 

irradiação laser durante 48 horas em um intervalo de 12 horas. As culturas foram 

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

mesmas condições do grupo irradiado.  

  

 

Figura 4. Esquema da 

irradiação laser 
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3.7-Análise Estatística 

 

A média foi obtida nos experimentos com  48 amostras no total para cada 

marcador fluorescente, sendo divididos dois grupos; o grupo de células irradiadas e o 

grupo de células controle. Desta forma foi elaborado um gráfico através do programa 

Excel (Figura 5). 

Para obtenção do desvio padrão foi utilizado o programa Prisma  e apresentado 

no histograma. O test t de Student paramétrico para dados não pareados, foi realizado 

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

 

3.8- Procedimento para Marcação e Análise das Culturas 

 

3.8.1- Mitocôndria:  

Após a irradiação as culturas de células CHO-K1 sobre lamínulas foram 

lavadas em tampão PHEM. Para acompanhar as alterações mitocondriais as 

células foram incubadas com JC-1 (5,5',6,6',-tetracloro-1,1',3,3' – 

tetraetilbenzimidazol carbocianina iodido - Molecular Probes Inc. USA na 

concentração de 0,1 µM por 30 minutos, Fixadas com 4% paraformaldeído em 

0,1M de tampão fosfato (pH 7,2). As lamínulas foram montadas sobre a lâmina 

com N-propil-galato e vedadas com esmalte no escuro e observadas em 

microscópio de epifluorescência. O JC-1 é um marcador específico para 

mitocôndria e consiste de um sonda lipofílica que nos permite analisar o 

potencial de membrana devido a intensidade de fluorescência, bem como a 

atividade mitocondrial através de sua conformação morfológica. 

 

 

3.8.2- Núcleo: 

  Após a irradiação  a cultura de células CHO-K1 foram fixadas  com 4% 

paraformaldeído em 0,1M de tampão fosfato (pH 7,2). As células foram 

marcadas com 0,5 µl de DAPI (4’, 6’- diamidino, 2’phenylindole- 5µM; 
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Molecular Probes) diluídos 100µl de PBS, incubados por 5 minutos, lavados 

com PBS . As  lamínulas foram montadas sobre lâmina com N-propil galato, 

vedadas com esmalte no escuro e observadas em microscopia de 

epifluorescência. A condensação da cromatina e a fragmentação do núcleo foram 

estudadas através da coloração com DAPI que é um marcador específico para o 

núcleo este marcador nos possibilitou visualizar o processo mitótico celular. 

 

3.8.3- Citoesqueleto: Visualização dos filamentos intermediários - As células sobre 

lamínulas foram lavadas em tampão  PHEM e fixadas com 4% 

paraformaldeído, 0,1% glutaraldeído e 0,1% Triton X100 em 0,1M de tampão 

fosfato (pH 7.2) por 30 minutos, em seguida as células foram lavadas com 

tampão PHEM. Incubadas com faloidina rodamina (1:100-PHEM) por 1 hora 

no escuro. Novamente lavadas em  tampão PHEM. As  lamínulas foram 

montadas sobre lâmina com N-propil galato, vedadas com esmalte no escuro e 

observadas em microscopia de epifluorescência. Através de parâmetros de 

intensidade de fluorescência podemos observar a organização e a dinâmica do 

citoesqueleto. 
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4- RESULTADOS 

 

4.1 Proliferação Celular 

 

A análise da ação da radiação da diodo laser (λ= 830 nm e DE= 2J/cm2 ), 

demonstrou aumento na proliferação celular da linhagem CHO-K1, ocorrendo um pico 

máximo no 4o dia de experimento. Observa-se que o número inicial de células foi de 

aproximadamente 1,5X104 células/ml ; no grupo controle o número de células atinge o 

máximo em 2,8X104 células/ml, enquanto no grupo irradiado atinge 5,2 X104 céls/ml.  

O declínio decorrente no 5o dia resulta do processo de morte natural das células uma 

vez que o meio de cultura permanece o mesmo desde o 1o dia de irradiação (não 

ocorrendo manutenção neste período). Apresentaram o seguinte perfil nos tempos 

terapêuticos, conforme descrito com a figura abaixo: 
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Fig. 5- Gráfico da análise da proliferação celular obtido da média obtida de 48 amostras. 

 

4.1.2- Análise Estatística 

 

A curva de crescimento obtida da média das amostras através do programa Excel 

possibilita comparar o grupo irradiado com o grupo não irradiado (Figura 5).  

O desvio padrão demonstrado no histograma obtido através da média de um total 

de 48 amostras. O teste t de Student foi realizado para verificar a significância das 

amostras e obtivemos resultados significante nos tempos de 72  e 96 horas de 

experimento, como pode ser observado no histograma (*) (Figura 6). 

 

 

 

 Figura 6- Histograma demonstrando o desvio padrão  do grupo controle e do grupo 

irradiado. * Significante p > 0,05 
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 4.2 - Marcadores Fluorescentes 

 

 

4.2.1 JC-1 : Marcador para Mitocôndrias 

 

 A visualização das mitocôndrias de células fibroblásticas CHO através da 

marcação com JC-1 nos permitiu verificar o potencial de membrana mitocôndrial. A 

marcação de mitocôndrias com a sonda fluorescente, revelou a presença intensa de 

atividade mitocondrial em células controle e células irradiadas Fig. 5 e Fig. 6, 

respectivamente; entretanto é possível verificar que algumas células do grupo irradiado 

apresentam alterações na distribuição de suas mitocôndrias com migração para a região 

perinuclear e aspecto granular como pode ser notado na figura 6.  

As células irradiadas e as células do grupo controle apresentam-se com um alto 

potencial de membrana, identificadas através da coloração mais amarelada 

demonstrando uma alta atividade mitocondrial que se manteve nos dois grupos até o 

quarto dia de experimento (Fig. 5, 6, 7, 8, 9, 10), sendo que na figura 7 referente ao  3o 

dia de experimento observa-se uma pequena redução do potencial de membrana (seta); 

as mitocôndrias encontram-se dispersas no citoplasma e com aspecto filamentoso. Foi 

possível observar através da conformação das mitocôndrias  que o grupo de células 

irradiadas, apresentam forma enovelada e próximas ao núcleo, enquanto que as células 

do grupo controle se apresentam uniformes e com forma filamentosa. Na figura 8 as 

mitocôndrias das células irradiadas encontram-se localizadas na região perinuclear com 

aspecto granular e com alto potencial de membrana, enquanto que as mitocôndrias da 

periferia embora com aspecto granular possuem baixo potencial de membrana.  

No 4o dia de experimento observa-se que algumas células do grupo controle 

apresentam-se com alto potencial de membrana e outras com baixa atividade 

mitocondrial, já no grupo irradiado (fig.10) podemos notar um intenso agrupamento das 

mitocôndrias na região perinuclear com alta atividade mitocondrial. 
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4.2.2- DAPI: Marcador Fluorescente para núcleo 

 

A identificação do núcleo em células CHO-K1 com a utilização do marcador 

fluorescente DAPI nos mostrou uma divisão celular mais intensa nas células do grupo 

irradiado em relação ao grupo controle.  Na figura 11 podemos observar nas células do 

grupo controle no primeiro dia de experimento uma atividade mitótica, com intensa 

marcação dos cromossomos. No núcleo das células pertencentes ao grupo irradiado no 

primeiro dia de experimento, demonstrado na figura 12, podemos notar uma 

condensação da cromatina e organização dos cromossomos para uma divisão celular. A 

condensação da cromatina e fragmentação do núcleo foram identificadas através da 

microscopia de fluorescência o que nos possibilitou  analisar  as freqüências  de mitoses 

da população de células irradiadas em relação as células do grupo controle.  

No núcleo das células do grupo controle no quarto dia de experimento (fig.13) 

observa-se uma cromatina difusa e presença de células com núcleo fragmentado. A 

quantidade de células em divisão é menor em relação ao grupo irradiado. Nota-se um 

aumento no número de células do grupo irradiado e intensa atividade mitótica, com a 

cromatina condensada e melhor preservação das células (fig. 14) em relação ao grupo 

controle. 

As células do grupo controle no quinto dia de experimento (fig.15) apresentam 

um comprometimento da integridade celular, a cromatina se encontra de maneira difusa, 

não sendo observada atividade mitótica. As células do grupo irradiado no quinto dia de 

experimento (fig.16) apresentam atividade mitótica e uma cromatina bem preservada 

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

 

 O citoesqueleto foi observado com a microscopia de fluorescência e análise foi 

realizada com base na organização das proteínas dos filamentos intermediários do  

citoesqueleto. No primeiro dia de irradiação os filamentos intermediários apresentam-se 

desorganizados em relação ao grupo controle (Fig. 17 e 18). Os filamentos 

intermediários das células do grupo controle apresenta perfeita distribuição no 

citoplasma das células; o citoesqueleto do grupo irradiado apresenta-se com uma leve 

perturbação dos filamentos intermediários, ocorrendo ainda a desorganização da 

disposição dos feixes paralelos do citoesqueleto celular. 

No segundo dia de experimento demonstrado na figura 19, notamos uma 

desnaturação das proteínas dos filamentos intermediários, ocorrendo uma marcação 

difusa da proteína, enquanto que no grupo controle (fig. 20) o citoesqueleto apresenta 

suas proteínas dispostas de maneira uniforme, ou seja, nota-se a distribuição paralela e 

organizada dos filamentos intermediários. 

 No terceiro dia, nas células do grupo controle (fig. 21) os filamentos 

intermediários  permanecem intactos, ocorrendo marcação menos intensa que no 1o dia. 

Nas células do grupo irradiado (fig. 22) observa-se reorganização dos feixes de 

filamentos intermediários. 

No quarto dia  de experimento, nas células do grupo controle (fig. 23) nota-se a 

disposição inalterada dos filamentos intermediários, enquanto que no grupo de células 

irradiadas podemos notar um completo restabelecimento da organização dos filamentos 

intermediários (fig. 24). 
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5- DISCUSSÃO 
 
 

O uso do LBP tem sido recomendado por muitos autores para o tratamento de 

úlceras ou feridas cutâneas com o intuito de acelerar o processo de cicatrização das 

feridas cutâneas (BOSATRA, 1984; ANNEROTH et al 1988; NARA et al 1991; 

ENWEMEKA, 1990; LUBART et al, 1993; TATARUNAS, 1996; YANG et al, 1997; 

REDDY et al, 1998; MARCK 2000; WALKER et al, 2000).  

Estudos do efeito do laser em cultura de células nos fornece um modelo simples 

e informativo sobre os aspectos significativos do uso da terapia a laser no sistema “in 

vitro”,  fornecendo simulação mais acurada das condições “in vivo”;  vários tipos  

célulares tem sido usados para  este  estudo em sistemas biológicos (WEBB et al, 1998; 

DOYLE et al, 1998). Para avaliar a ação do LBP  utilizamos células CHO-K1, que são 

células fibroblásticas provenientes de Ovário de Hamster Chinês. 

Estudos com cultura de fibroblasto tem revelado o efeito bioestimulador do 

LBP, dependendo da dosimetria aplicada e da situação em que as células se 

encontravam (LOPES, 1999). O Laser de Baixa Potência não apresenta ação quando 

aplicado em órgão ou célula em condição de normalidade, e estudos “in vivo” 

demonstraram que não ocorre alterações significativas nos resultados obtidos em 

tecidos em homeostase quando irradiados (EL SAYED, 1996; DYSON, 1991). Em 

nosso experimentos utilizamos células fibroblásticas de ovário de Hamster sob uma 

situação de estresse, ou seja, suplementando o meio de cultura somente com 5% de soro 

fetal bovino.  

A utilização do laser em culturas de células em busca de respostas para 

entendermos o mecanismo da ação do LBP, tem colaborado muito para estudarmos este 

mecanismo. Irradiamos  células CHO-K1 com doses baixas e obtivemos um efeito 

bioestimulador significante do grupo irradiado em relação ao grupo controle.  Para se 

obter um efeito bioestimulador é necessário que se administre doses baixas (densidade 

de energia de 2 a 4 J/cm2 ) do laser operando na região do vermelho e infravermelho, 

sendo que sob doses altas de energia as células são destruídas (LUBART et al, 1992; 
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KARU, 1995; RIGAU, 1996). Observamos este fato em nosso experimento e 

identificamos quais os efeitos que o LBP apresenta em células CHO-K1 durante um 

processo bioestimulador utilizando sondas fluorescentes específicas para mitocôndrias 

(JC-1), núcleo (DAPI) e citoesqueleto (rodamina –faloidina). 

O laser emitido na região do visível foi mais utilizado na terapia de cicatrização 

de feridas, com o advento dos diodos laser semicondutores os clínicos começaram a 

trabalhar com comprimentos de onda no infravermelho próximo, devido ao baixo custo 

do equipamento. Os dados da literatura nos indicam que os efeitos produzidos pelo LBP 

são dependentes das doses administradas. Parâmetros de irradiação como dose de 

energia e densidade de potência são altamente relevantes para a obtenção de bons 

resultados.  

Os efeitos do LBP depende da densidade de energia “in vitro” e sua influência 

depende do estado fisiológico da célula no momento da irradiação, bem como da 

freqüência e número de irradiações, sendo o efeito do LBP cumulativo. (LUBART, 

1992; LOPES et al, 1999;  KARU, 1995;  SKINNER et al, 1996; GROSSMAN et al, 

1998). Em nosso experimento podemos notar que o efeito do laser se intensificou após 

serem aplicadas 4 doses num período de 48 horas com intervalos de 12 horas entre uma 

aplicação e outra, ocorrendo um maior número de células nas 72 horas da primeira 

aplicação do LBP, sendo que estes resultados estão de acordo com os dados da literatura  

(LUBART, 1992; LOPES et al, 1999;  KARU, 1995;  RIGAU, 1996; SKINNER et al, 

1996; GROSSMAN et al, 1998). 

Muitos trabalhos em cultura de células, divulgam que o efeito  bioestimulador do 

LBP, ocorre através do ativação da produção de ATP e incremento do processo mitótico 

devido excitação da respiração celular e das porfirinas endógenas.  (BENEDICENTI, 

1982; FRIEDMANN et al, 1991; KIMURA et al, 1997; CONLAN et al, 1996). Em 

nosso trabalho podemos visualizar esse efeito através da utilização de marcadores 

específicos do núcleo (DAPI), a condensação da cromatina e a fragmentação do núcleo 

pode ser estudada morfologicamente por esta coloração (LAMBOLEY et al, 2000). A 

fluorescência usada para visualizar o núcleo da célula pode ser utilizada para calcular o 

número total de células na cultura (PLATOSHYN et al, 2000). Observamos em nosso 

experimento que o processo de divisão celular foi intenso no grupo irradiado em relação 

ao grupo controle até o quarto dia de experimento. 
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Certos comprimentos de onda causam efeitos bioquímicos e biofísicos muito 

diferentes podendo ativar vários processos celulares. O grupo não exposto a irradiação 

permaneceu com sua população  inalterada, sendo que no grupo de células irradiadas 

houve um aumento da sua população sendo observado uma espécie de “fragmentação” 

no núcleo das células irradiadas, concordando com os resultados obtidos por YING-BO 

SHUI et al, 2000. 

A função central da mitocôndria é de manter a energia estável da célula, sendo 

que esta organela é alvo do estudo dos efeitos produzidos pelo LBP,, considerando que 

90% da energia produzida pelas células ocorre nessa estrutura, a energia liberada  

durante as reações de oxidações na cadeia respiratória é armazenada como gradiente 

eletroquímico, consistindo de um potencial elétrico transmembrana negativo, tal energia 

é utilizada para a síntese de ATP pelas mitocôndrias (COSSARIZZA, 1997; MOREIRA 

et al, 2001). Como resposta obtemos  alterações na estrutura mitocondrial e aumento de 

ATP pelas mitocondriais (BENEDICENTI, 1982; KARU, 1987; CONLAN et al, 1996; 

FRIEDMANN et al, 1991; KARU, 1995; WILDEN, 1998).   

Observamos em nosso trabalho que as células irradiadas exibiam um alto 

potencial de membrana de mitocôndrias durante todo o experimento pois a utilização de 

JC-1 permite visualizar alterações na morfologia, funcionalidade e alterações no 

potencial de membrana destas organelas. A excitação do processo de respiração celular 

foi observada durante todo o período do experimento através do marcador fluorescente  

(desde o primeiro dia de irradiação, prolongando seu efeito até o quinto dia de 

experimento) nas células irradiadas com LBP em relação ao grupo controle, como 

menciona MORIMOTO et al, 1994; TIANO et al, 1996; DEDOV et al, 2001). 

KARU et al 1989 concluiram que fotorrecptores primários são componentes da 

cadeia respiratória, e que doses baixas causam redução do metabolismo celular, sendo 

que seu efeito de bioestimulação depende do estado fisiológico da célula antes da 

irradiação, estes resultados concordam com resultados descritos pela literatura, pois 

tendo em vista que utilizamos doses baixas do diodo laser em fibroblastos em situação 

de estresse, observamos a ação bioestimulatória do LBP com clareza e nitidez. 

O potencial de membrana mitocondrial e a bioenergia durante o processo de 

diferenciação celular na cultura de fibroblastos foi alterado conforme menciona 

KOMAROVA et al, 2000; BORTOLETTO, 2000); pois notamos  que as células 
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irradiadas além de apresentarem uma reflexão fluorescente mais intensa, indicando um 

alto potencial de membrana, tiveram sua conformação morfológica alterada, pois as 

mitocôndrias deste grupo apresentaram–se de forma enovelada  e próximas ao núcleo 

indicando intensa atividade metabólica, enquanto que as células do grupo controle 

apresentam-se uniformemente dispostas. Este fato corrobora com trabalhos de  WEI YU 

et al, 1997; KARU et al, 1995,.1997) pois a maior intensidade de fluorescência presente 

nos grupos irradiados indica um aumento na síntese de ATP. 

Pouco se tem estudado a respeito da ação do LBP no citoesqueleto da célula, 

devido a este fato, em nosso trabalho nos baseamos na organização do citoesqueleto da 

célula irradiada em relação ao grupo controle (ROSTSCH et al, 2000). A marcação com 

rodamina- faloidina não interfere no crescimento e na cinética das células, sendo que 

parâmetros cinéticos mostram variações consideráveis entre as células vizinhas e dentro 

de uma única célula. (SUND et al, 2000 ) permitindo analisar a cinética da célula 

através de parâmetros de intensidade de fluorescência e analisar a conformação e 

organização do citoesqueleto durante um processo de irradiação (ASHORN et al, 2000). 

Visualizamos a disposição das proteínas actínicas dos filamentos intermediários 

presentes nas células CHO-K1. No primeiro dia de irradiação já notamos diferença na 

organização das proteínas dos filamentos intermediários das células irradiadas em 

relação ao grupo controle, pois nas células do grupo irradiados apresentam-se de 

maneira desorganizadas, ou seja em várias direções; enquanto as células do grupo 

controle apresentam-se dispostas paralelamente.   

No segundo dia de experimento podemos notar através da intensidade de 

fluorescência que os filamentos intermediários das células irradiadas sofreram uma 

desestabilização das proteínas do citoesqueleto, enquanto que os filamentos 

intermediários das células do grupo não irradiado apresentam-se intactos como no 

primeiro dia de experimento. Nos terceiro e quarto dias de experimento o citoesqueleto 

das células do grupo irradiado se restabeleceu, pois a disposição dos filamentos 

intermediários se encontram organizados.  

Contudo como já foi mencionado pouco se tem na literatura a respeito da ação 

do LBP no citoesqueleto celular, mas sabe-se que algo acontece com as células durante 

a bioestimulação,  e estudos se fazem necessários a medida que novos parâmetros de 

observação são questionados, como o porquê desta perturbação sofrida no citoesqueleto 
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durante o processo de bioestimulação e de que forma este citoesqueleto se restabelece 

tão brilhantemente  após o uso do Laser de Baixa Potencia. 
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6- CONCLUSÕES 

 

 

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

 

Ø provoca bioestimulação significante em células CHO-k1 na dose utilizada 

(2J/cm2 ), produzindo alterações nas organelas estudadas; 

 

Ø Ocorreu um aumento na condensação da cromatina mais rápido e 

conseqüente aumento na atividade mitótica em células irradiadas;  

 

Ø Houve excitação na atividade metabólica e mudança na conformação e 

localização das mitocôndrias irradiadas; 

 

Ø Ocorreu perturbação na disposição dos feixes intermediários que se 

restabeleceram após o uso do laser nas doses utilizadas. 
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