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Resumo: A literatura indica que a terapia com laser em
baixa intensidade (LILT) apresenta a capacidade de
aumentar o metabolismo celular. Sendo assim, este
estudo avaliou os efeitos da LILT na proliferacdo e na
viabilidade de células Vero, com caracteristicas de
fibroblastos, cultivadas sob estresse nutricional a 37° C
e 5% de CO,. As células foram aleatoriamente
distribuidas em trés grupos experimentais: G1 - controle
positivo (sem tratamento ¢ sem estresse nutricional,
cultivado com 10% de soro fetal bovino); G2 - controle
negativo (sem tratamento e sob condicdo de estresse
nutricional, cultivado com 5% de soro fetal bovino); e
G3 - grupo tratado (LILT, 660 nm, 40 mW, 6 J/cmz,
cultivadas com 5% de soro fetal bovino). As analises de
proliferacdo e viabilidade celular foram feitas 24 h, 48 h
e 72 h apds o tratamento do grupo G3, através da
técnica de contagem celular. Nos mesmos periodos,
avaliou-se a morfologia das células em microscopia
invertida por contraste de fase. A analise estatistica foi
efetuada, considerando-se o nivel de significdncia
estatistica de 5%. O grupo tratado manteve maior
numero de células que os controles ao longo dos trés
dias de analise, além de manter a viabilidade destas
células. Ademais, a morfologia das células tratadas ndo
foi alterada negativamente ao longo de todo o periodo
de andlises. Desta forma, conclui-se que a LILT (sob os
parametros utilizados neste estudo) atua
significativamente na proliferacdo e viabilidade de
células em situacdo de estresse nutricional, sem causar
efeitos prejudiciais 8 morfologia das mesmas.
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Abstract: The literature indicates that low intensity
laser therapy (LILT) has the capability of increasing the
cellular metabolism. Therefore, this research evaluated
the effects of LILT on the proliferation and viability of
Vero cells cultivated under nutritional stress at 37°C
and 5% of CO,. The cells were randomly distributed
into three experimental groups: GI - positive control
(no treatment and no nutritional stress, cultivated with
10% of fetal bovine serum); G2 - negative control (no
treatment and with nutritional stress condition,
cultivated with 5% of fetal bovine serum); G3 - treated
group (LILT, 660 nm, 40 mW, 6 Jlem?, cultivated with
5% fetal bovine serum). The tests of cell proliferation
and viability were made 24 h, 48 h and 72 h after the

treatment, using the counting cells technique. At the
same periods, the cells morphology was evaluated by
inverted phase contrast microscopy. The statistical
analysis was performed at 5% significance level. The
greatest number of cells was observed in treated group
when compared to the control groups, in all observed
periods. Also, LILT kept the viability of these cells under
nutritional stress, causing no injurious effects to the cell
morphology. In this way, it can be concluded that LILT,
under the parameters used in the present study, acts
significantly on the proliferation and viability of cells
under nutritional stress without deleterious effects on
their morphology.

Keywords: Low intensity laser, cellular proliferation,
cellular viability.

Introducao

Ha diversas situagdes em que se deseja acelerar o
processo de reparagdo tecidual, diminuindo o tempo de
recuperagdo apoOs traumas (cirGrgicos ou acidentais)
assim como as chances de infeccdo. Assim, a terapia
com laser em baixa intensidade (LILT — Low Intensity
Laser Therapy) tem se mostrado uma excelente forma
de acelerar a cicatrizacdo de tecidos duros e moles, além
de ter efeitos de analgesia e modulagdo do processo
inflamatoério [1,2].

Estudos tém demonstrado a capacidade da LILT em
estimular a sintese e deposi¢do de matriz colagénica,
além de induzir a sintese de enzimas e causar o aumento
da atividade mitocondrial, migracdo e proliferagdo
celular [3-5]. Visto que os fibroblastos — células
encontradas abundantemente em tecidos conjuntivos —
atuam de forma essencial na manutengdo ¢ renovacao
do coldgeno nos tecidos, bem como em processos de
cicatrizagdo, ¢ interessante que se conduzam estudos
capazes de investigar a atuacdo da LILT neste tipo
celular [6]. Desta forma, a cultura de células tem sido
uma ferramenta de extrema relevancia, pois permite a
realizacdo de diversos tipos de andlise capazes de
fornecer importantes informacdes a cerca de diferentes
parametros do metabolismo celular [7].

Quando se trata de aplicagdes clinicas, a LILT ainda
apresenta limitacdes. Isto se deve, principalmente, a nao
padronizag@o de parametros para a irradiagdo laser. As
pesquisas divergem significativamente quanto a
poténcia, densidade de energia, tempo de aplicagao,
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numero de repetigdes e na forma de irradiar as amostras,
tornando dificil a obtencdo de um protocolo bem
definido que seja eficiente e seguro para as inumeras
aplicacdes clinicas. Deste modo, este estudo in vitro
procurou avaliar os efeitos da LILT, com pardmetros
previamente definidos, na proliferacao e viabilidade de
células da linhagem Vero.

Materiais e métodos

Delineamento experimental — Para a realizagdo do
estudo, células da linhagem Vero (oriundas de células de
rim de epitélio de macaco verde africano -
Cercopithecus  aethiops)  foram  aleatoriamente
distribuidas nos seguintes grupos experimentais: Gl —
controle positivo, células cultivadas com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e sem tratamento; G2 — controle
negativo, células cultivadas sob estresse nutricional com
5% de SFB e sem tratamento; G3 — grupo tratado,
células cultivadas sob estresse nutricional com 5% de
SFB e submetidas a irradiac¢do laser. As analises foram
realizadas em triplicata 24 h, 48 h e 72 h apos as células
do G3 terem sido submetidas a laserterapia. A analise
estatistica foi efetuada nos dados de proliferacdo celular,
apos a verificagdo dos pressupostos de normalidade e
homogeneidade dos dados experimentais obtidos, sendo
empregada a analise de varidncia + teste post hoc de
Tukey, considerando-se o nivel de significancia
estatistica de 5%. Para tal, foi empregado o software
BioStat 5.0.

Cultura de células — Células da linhagem Vero
(Adolfo Lutz, Sdo Paulo) foram cultivadas em meio
HAM F10, contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e
100 pg/ml de penicilina/estreptomicina, mantendo a
temperatura em 37° C e 5% de CO,. As trocas de meio
foram realizadas semanalmente, com repiques dois dias
antes ¢ dois dias apds cada troca de meio devido a
confluéncia da monocamada de células. No periodo de
experimentagdo, as células foram inoculadas em placas
de 96 pocos, sendo que as células dos grupos G2 e G3
foram submetidas a condigdo de estresse nutricional,
onde o meio de cultura HAM F10 continha apenas 5%
de SFB, mantendo os 100 ug/ml[8]. As culturas foram
acompanhadas através de observagdes em microscoOpio
invertido por contraste de fase (Axiovert Al / Zeiss,
Alemanha). Para as andlises de proliferagio e
viabilidade celular, foi necessario o cultivo de 3,0x10*
células/pogo por 24 h em placas de 96 pogos. Todas as
culturas foram realizadas em triplicata, em pogos
distantes um dos outros.

Tratamento com LILT- Para o tratamento das
células do grupo G3, foi utilizado o laser de diodo em
baixa intensidade com meio ativo de arseneto de galio
aluminio (GaAlAs — Ortho Laser, DMC Equipamentos,
Sao Paulo), de comprimento de onda de 660 nm, modo
continuo, poténcia de 40 mW, com diametro do feixe
igual a 0,65 cm e densidade de energia de 6 J/cm®. Para
garantir que a poténcia efetivamente utilizada fosse 40
mW, utilizou-se um medidor de poténcia e energia
(Field Master, Coherent, USA) ajustado ao

comprimento de onda em questdo. A medida da poténcia
foi realizada com uma tampa de placa de cultura
(mesmo material e espessura do fundo do poco da placa
de cultivo, os quais possuem fundo chato com 0,653 cm
de didmetro — medido com paquimetro digital) entre o
laser e o medidor, considerando-se, assim, a redugdo de
poténcia devido a presenga da placa. O método utilizado
para a realizacdo da aplicagdo do laser nos pogos de
cultura foi padronizado, de forma que se irradiou sob a
forma pontual (modo desfocado) a superficie inferior da
placa (com o feixe do laser de mesmo diametro do
fundo dos pogos de cultura), com a ponta de emissao do
laser a 1 mm de distancia da camada de células
(correspondente a espessura do fundo da placa, medida
com paquimetro digital). Realizou-se uma unica sessao
de irradiacdes, com duragdo de 50 s em cada pogo de
cultura. A fim de evitar que quaisquer fotons
provenientes da irradiacdo laser atingissem as células
dos grupos controle (G1 e G2), foram utilizadas duas
placas cultura. Em uma das placas foram cultivadas as
células de G1 e G2, enquanto que na outra placa foram
cultivadas apenas as células do G3. Ainda assim, as
células foram cultivas em pogos distantes uns dos outros
evitando-se interferéncias do tratamento de um pogo
adjacente.

Analise da proliferacido e viabilidade celular — A
proliferacdo e a viabilidade celular (definida como a
porcentagem de células viaveis em relacdo ao total de
c€lulas em cultura) foram avaliadas nos periodos de 24
h, 48 h e 72 h apods o tratamento. A contagem das
c€lulas foi realizada através da ressuspensdo das células
com a tripsina e coradas com corante vital azul,
utilizando-se a cdmara de Neubauer. Na analise de
proliferacdo celular, utilizou-se como método a
contagem de suspensdo celular ¢ a analise por MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio), sendo as placas lidas em leitor de
Elisa (A = 630 nm). Para a analise da viabilidade celular,
as células foram ressuspendidas com solugdo de tripsina
(0,25%) e coradas com corante vital azul de tripan. Foi
avaliada a porcentagem de células viaveis em relagdo a
porcentagem total de células em cultura ao microscopio
invertido. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

Analises morfolégicas — A observacao das células
para a avalia¢do da sua morfologia ao longo do periodo
de experimentagdo foi realizada através de microscopia
invertida por contraste de fase.

Resultados

A Tabela 1 apresenta os resultados das contagens
celulares, além da diferenciagdo estatistica apresentada
por estes. Os dados evidenciam a manutencdo da
concentragdo celular nos pogos irradiados ao longo de
todo o experimento, havendo um aumento no primeiro
dia ap6s a irradiacdo, com posterior diminui¢do. Ainda
assim, o valor da concentragdo celular do Grupo 3 foi
superior aos grupos controles nos trés dias de analise.
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Tabela 1 - Concentracdo celular (células/pogo) nos
periodos 24 h, 48 h e 72 h ap6s o tratamento com 500
LILT* 32500
: 30000 -
Dia | Dia 2 Dia 3 Dia 4 |
(0h) (24 1) (48 h) (72h) 5 25000 1
(céls/pogo) | (céls/pogo) | (céls/pogo) (céls/pogo) 7133 22500 -
X 102 X 102 X 102 X 102 3 20000 - B Grupo 1 - Controle positivo
GI'LlpO 300,0 """"""" (160,0 + (80,0 + 21,2) g 17500 - W Grupo 2 - Controle negativo
1 21,2) (b) 5 15000 B Grupo 3 - Células irradiadas
(()8(,)) 12500
Grupo 300,0 (112,0 (713 + (32,0 = 16,0) 1:;2 ]
2 36,7) 22,1) © |
(a) (b i
2500
Grupo 300,0 (324,0 (294,0 = (184,0 0-
3 21,6) 24,0) 17,4) Dia 1(0h) Dia 2 (24h) Dia 3 (48h) Dia 4 (72h)
(d) (d) (e) Figura 1 — Numero médio de células em cada grupo
experimental em cada dia de experimentagdo. As barras

*Entre  parénteses, letras  diferentes  evidenciam  médias
estatisticamente distintas de acordo com o teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5%.

Na Tabela 2 encontram-se os valores referentes a
viabilidade celular. Nota-se que o tratamento com LILT
ndo resulta na queda da viabilidade celular ao longo dos
dias de experimentagdo, ao contrario, causando um
aumento no percentual das células viaveis mesmo sob
estresse nutricional. Entretanto, as células cultivadas sob
estresse nutricional (G2) apresentaram significativa
diminuicdo na viabilidade, quando comparadas ao grupo
sem tratamento e sem estresse nutricional (G1).

Tabela 2 - Porcentual médio da viabilidade celular de
cada grupo experimental em cada um dos dias
analisados.

indicam desvio padrdo. Letras distintas indicam médias
estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

Vo R
Figura 2 - Fotomicrografias representativas das células

Dia2 (24h) | Dia3 (48h) | Diad (72 h) , :

Grupo 1 - 93.65% 94.32% Vero, de cada grupo experimental, nos diferentes
Grupo 2 93.33% 83.78% 72.22% tempos de avaliagdo. A, B, C, D: G1 (controle positivo)
Grupo 3 95,29% 98,99% 100% 0 h, 24 h, 48 h e 72 h apds irradiagdo, respectivamente.

O grafico da Figura 1 ilustra a proliferagdo das
células ao longo do tempo. E possivel notar que o
nimero de células do grupo tratado manteve-se
constante em até 48 horas apds o tratamento, tendo uma
redugdo significativa em 72 horas quando comparado
com o valor original. Nos demais grupos, contudo,
observou-se uma significativa redu¢do no niimero de
células ja em 24 horas apos cultivo, sendo este
decréscimo constante ao longo dos dias avaliados.

Para apresentar os resultados das analises
morfologicas,  optou-se  por  selecionar  uma
fotomicrografia  representativa de cada  grupo
experimental em cada um dos dias de analise, mostradas
na Figura 2. E possivel observar células em processo de
adesdo, arredondadas (*). Além disso, pode-se observar
células alongadas, parte da monocamada (—) e células
em suspensdo (P). Tal fato evidencia que n3o ha
diferencas morfologicas induzidas pela LILT, em
nenhum dos periodos avaliados neste estudo.

E. F, G, H: G2 (controle negativo) 0 h, 24 h, 48 he 72 h
apos irradiagdo, respectivamente. 1, J, K, L: G3 (células
tratadas) O h, 24 h, 48 h e 72 h apos irradiagio,
respectivamente. A escala utilizada em todas as
micrografias foi de 50 pm.

Discussao

Apesar de se encontrar publicagdes mostrando que a
LILT pode ter efeitos positivos sobre o cultivo de
células, ainda nd3o se sabe quais parametros de
irradiag@o sdo mais adequados para cada tipo celular em
cada situagdo especifica. Neste estudo, pode-se observar
a atuacdo da LILT em células Vero em relagdo a
proliferacdo, viabilidade e morfologia celular.

Em relagdo a prolifera¢do, inicialmente todos os
grupos apresentavam a mesma concentragdo celular.
Porém, nas primeiras 24 h ap6s o tratamento das células
do Grupo 3 ja é possivel notar um aumento de 289,2%
(p < 0,01) na concentragdo das células irradiadas em
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relagdo as células do Grupo 2. Infortunadamente, as
células do Grupo 1 que seriam utilizadas para as
analises de 24 h ndo puderam ser completamente
ressuspendidas da placa de cultura, tendo os resultados
para estes pocos sido descartados. A contagem realizada
48 h apds as irradiagdes mostrou uma diferenca
estatistica significativa entre os grupos controle (G1 e
G2), ao nivel de 5%. Neste mesmo periodo, as células
tratadas do Grupo 3 apresentaram uma concentragao
significativamente maior que os grupos G1 (p < 0,05) e
G2 (p < 0,01). Finalmente, 72 h apos a realizagdo do
tratamento, o nimero de células por pogo do grupo de
células irradiadas (G3) ¢ significativamente maior que
no controle positivo (p < 0,05) e no controle negativo (p
<0,01).

Ap6s 72 h foi possivel observar que o grupo tratado
apresentou um decréscimo significativo na concentragido
celular em relacdo aos periodos de 24 h (p < 0,01) e 48
h (p < 0,05), o que permite sugerir que uma nova sessao
de irradiag@o seja realizada 72 h apods a primeira para
que os beneficios do tratamento sejam prolongados.
Estes resultados estdo de acordo com os apresentados
em [9], visto que houve um aumento significativo na
proliferacdo das células tratadas em relagdo ao grupo
controle nos periodos de 48 h e 72 h.

Quanto a viabilidade celular, os resultados indicam
que os parametros utilizados no tratamento com LILT
mantiveram os percentuais de viabilidade das células
irradiadas superiores aos valores obtidos para as células
do controle positivo (G1) e do controle negativo (G2)
em todos os dias de analise. Estes resultados acordam
com os apresentados em [10], onde o comprimento de
onda utilizado também foi de 660 nm e a densidade de
energia empregada foi de 5 J/cm®, muito proxima da
utilizada no presente estudo (6 J/cm?).

No primeiro dia de analise, as células dos trés
grupos experimentais apresentavam-se com morfologia
semelhante (Figura 2). Nos periodos de 24 h e 48 h, as
células dos trés grupos apresentam morfologia
caracteristica de células aderidas, com a diferenca de
que as células do grupo controle negativo (G2)
apresentam-se mais espalhadas que as células dos
demais grupos, devido a sub confluéncia da
monocamada. A  morfologia caracteristica de
fibroblastos e monocamada celular foram observados ao
longo de todo o experimento nos grupos G1 (controle) e
G3 (estresse mas com aplicag@o de LILT), enquanto que
as células do grupo G2 (cultivadas sob estresse
nutricional e sem aplicagdo de LILT), apresentaram
alteragdes morfologicas importantes, em concordancia
com os resultados publicados na literatura [10]. Isto
mostra que o tratamento com L/LT sob os parametros de
irradiacdo aqui apresentados afetam positivamente a
viabilidade celular por um periodo de até 72 h.

Concluséao
Concluiu-se que a LILT, sob os parametros aqui

utilizados, trata-se de uma alternativa promissora para o
tratamento de células em condicdo de estresse

nutricional, aumentando a proliferagdo e a viabilidade
das mesmas.
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