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Resumo

Varios métodos, como laser e ultra-som, sdo utilizados para processos de cicatri-
zagdo e reparo tecidual. O objetivo foi comparar o efeito da terapia a laser e ultra-
som em cultura celular de fibroblastos. As culturas irradiadas com laser foram
divididas em trés grupos: I- controle; II- 6 J/cm?2, e III- 50 mJ/cm?2, as irradiadas
com ultra-som, divididas em cinco grupos: 1- controle; 2- 0,2 W/cm2, no modo
pulsado a 10% (1:9 ciclo); 3- 0,6 W/cm2, a 10% (1:9 ciclo); 4- 0,2 W/cm2, a 20% (2:8
ciclo), e 5- 0,6 W/cm2, a 20% (2 : 8 ciclo). Cada grupo foi irradiado com intervalos
de 24 horas de incubagdo pés-irradiagao (24, 48 e 72 horas). Depois de cada irra-
diagdo, as culturas foram analisadas por meio do teste de citotoxicidade MTT. A
andlise dos resultados demonstrou que o efeito do laser em cultura celular foi
maior que o ultra-som (p < 0,05). Concluiu-se que o laser aumentou significati-
vamente a atividade fibroblastica em relagdo ao ultra-som. Assim, na primeira e
segunda fases da reparagdo tecidual, o tratamento a laser pode ser mais eficaz
que com ultra-som.

Descritores: Cultura celular; Fibroblasto; Laser; Reparagao; Ultra-som.

Abstract

Several methods, ultrasound and laser, are used to tissue repair and healing pro-
cesses. The objective was to compare the effect of laser (LLLT) and ultrasound
(LIPUS) on fibroblast cell culture. Cultures irradiated with laser energy were di-
vided into three groups: I- control; II- 6 J/cm2; and group III: 50 m]/cm?2. Cultures
irradiated with ultrasound were divided into five groups: 1- control; 2- 0.2 W/cm2
in pulsed mode at 10% (1:9 duty cycle); 3- 0.6 W/cm2 in pulsed mode at 10% (1:9
duty cycle); 4- 0.2 W/cm?2 in pulsed mode at 20% (2:8 duty cycle); and 5- 0.6 W/
cm? in pulsed mode at 20% (2:8 duty cycle). Each group was irradiated at 24 h
intervals, with the following post-irradiation incubation periods: 24, 48, and 72
h; after each irradiation cycle the cultures were analyzed using MTT cytotoxicity
test. Analysis of results demonstrated that the effect of laser therapy on fibroblast
cell culture was greater than that of LIPUS (p < 0.05). Results showed that LLLT
significantly increased fibroblastic activity more than LIPUS. Therefore, in the
first and second phases of tissue repair, laser treatment may be more effective
than ultrasound.

Key words: Cell culture; Fibroblast; Low-level laser therapy; Repair;
Ultrasound.
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Introducdo

Nos tecidos vivos, quando ocorre um trau-
matismo tecidual, hd o desencadeamento de um
complexo conjunto de eventos vasculares, celula-
res e bioquimicos que objetivam substituir célu-
las mortas ou imperfeitas por células saudaveis,
estabelecendo um processo de reconstrucao teci-
dual chamado de reparagao'. Thomaz et al.? defi-
nem essareparagao como substitui¢do das células
atingidas por outras do mesmo tipo e com a mes-
ma fungdo, provenientes da proliferacao de ele-
mentos parenquimatosos ainda visiveis do foco
da lesdo, podendo resultar em restituicdo quase
perfeita da estrutura normal.

O reparo tecidual é processo de regene-
racdo observado em uma variedade de tecidos
biolégicos, sendo considerado um dos mecanis-
mos primarios de sobrevivéncia®. Ressaltamos a
importancia dos fibroblastos, por produzirem o
coldgeno que é responsavel pela forca e integri-
dade do tecido, apresentando papel importante
no processo cicatricial®.

Recentemente, alguns métodos fisicos, in-
cluindo tratamento por ultra-som e terapia com
laser de baixa potencia, estdo sendo utilizados
para obter eficdcia no processo de cicatrizacao.
Estudos sobre o processo de reparagao e cicatri-
zacdo, em que se discute a eficdcia de tratamen-
tos por esses métodos terapéuticos™ ¢, tém sido
reportados por varios autores.

A terapia ultra-sonica pulsada de baixa
intensidade apresenta respostas clinicas sig-
nificativas sobre as células e tecidos, tais como
favorecimento da degranulacdo de células de
sustentacao, alteracdo da funcdo da membrana
celular, aumento dos niveis intracelulares de
calcio, que estimulam a atividade fibroblastica,
aumento da sintese protéica, angiogénese, per-
meabilidade vascular e degranulagdo celular na
fase aguda da lesdo. Nesse tipo de terapia, os fi-
broblastos seriam estimulados a sintetizar uma
maior quantidade de coldgeno, favorecendo a
formagao de um tecido cicatricial mais forte”.

Outra forma de tratamento é a terapia com
laser de baixa poténcia que, por sua vez, estimu-

la a formagdo dssea pelo aumento da atividade
osteoblastica, da vascularizagdo, de organiza-
¢do das fibras colagenas e dos niveis de ATP®.
Estudos in vivo e in vitro demonstraram que tra-
tar com laser acelera as reagdes bioquimicas, a
ativacdo de fibroblastos, a sintese de colageno, a
neovascularizacdo, além de aumentar a ativida-
de fagocitica de leucdcitos®.

O objetivo, neste estudo, foi comparar o
efeito da terapia a laser de baixa poténcia e o da
ultra-sdnica pulsada de baixa intensidade em
cultura celular fibrobldstica.

Materiais e métodos

Cultura Celular

Células 1929 de fibroblastos (Mouse con-
junctive tissue — ATCC CCL-1 NCTC)(Instituto
Adolfo Lutz — SP, Brasil) foram rotineiramente
cultivadas em placas de 25-cm2 (TPP, Switzerland,
Europe) com MEM (Minimum Essencial Medium)
(GibcoI'M —Invitrogen Corporation, Grand Island,
USA) suplementado com 10% FBS (Fetal Bovine
Serum) (Cultilab, Brazil) e mantidas em estufa de
CO2, em atmosfera 5%, a 37° C. O estudo recebeu
aprovacao do Comité de Etica da UNIVAP, sob
protocolo n° A061/CEP/2006. Células de tecido
conjuntivo de rato foram utilizadas neste expe-
rimento, conforme recomendacao de utilizacao
para testes de toxicidade in vitro que constam na
ISO 10993-5. Foram utilizados equipamentos des-
critos na sequéncia.

Ultra-Som

Ultra-Som KLD - Biosistemas Equipa-
mentos Eletronicos Ltda, modelo Avatar III, com
1 cabecote de um 1IMHz, com Area de Radiacio
Efetiva (ERA) de 1 cm?, devidamente calibrado
pelo fabricante.

Laser
Laser AsGa A=904 nm Endophoton — KLD
- Biosistemas Equipamentos Eletronicos Ltda,



modelo LLTO 0107, devidamente calibrado
pelo fabricante.

Irradiagéo

Para realizar a irradiacdo ultra-sbnica, as
culturas de células L929 foram subcultivadas em
3 placas TPP de 12 pogos, numa densidade de 1
x 10¢ células/mL, e separados os seguintes gru-
pos: 1- controle (ndo recebeu irradiacdo); 2- 0,2
W/cm?, no modo pulsado a 10% (1:9 ciclo); 3- 0,6
W/cm?, a 10% (1:9 ciclo); 4- 0,2 W/cm?, a 20% (2:8
ciclo), e 5- 0,6 W/cm?, a 20% (2:8 ciclo). Para um
bom acoplamento da interface do ultra-som (dis-
téncia transdutor — camada de células: de 18 mm)
e propagacdo da onda mecanica, os volumes dos
pocos foram completados com meio MEM até a
borda, e o pogo irradiado, mantido sempre na
mesma posi¢do em relacdo a face do transdutor
do ultra-som. Realizou-se a aplicacdo, por 2 mi-
nutos, em cada pogo, em temperatura ambiente,
sendo descartado o aquecimento da placa.

Para irradiagdo a laser, as células foram
subcultivadas em 3 placas TPP de 96 pocos,
numa densidade de 1 x 10° células/mL, sepa-
rados os seguintes grupos: I, controle (que nao
recebeu irradiacgéo); II, 6 J/cm?, e III, 50 mJ/cm?.
A energia laser foi entregue a cultura, em emis-
sao pulsatil por uma fibra 6ptica de 0,01cm? de
area, método de aplicacdo pontual, com a caneta
laser perpendicularmente (90°), em contato di-
reto com a placa. Realizou-se aplicacdo, por 36
segundos, em cada ponto e dividiu-se a area do
poco em 2 pontos para o grupo II; 2 segundos
em cada ponto, para o III, em temperatura am-
biente, nos intervalos de 24, 48 e 72 horas. Apds
cada periodo, as culturas foram avaliadas pelo
teste de citotoxidade celular por MTT.

Teste de citotoxicidade
celular por MTT

Os experimentos de citotoxicidade foram
avaliados pelo método de MTT, 3-(4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide.
As culturas receberam irradiacao ultra-sonica e

laser nos intervalos de 24, 48 e 72 horas, de acor-
do com ensaio a seguir:

Ultra-Som - depois de retirado o meio MEM,
cada pogo recebeu 80 ul de MTT, uma con-
centragdo final de 0,5 mg/mL e foram incu-
bados por 1 hora a 37° C, em atmosfera de
5% de CO,; em seguida, adicionaram-se 400
pL de DMSO (Dimetil sulféxido) em cada
poco. A placa foi mantida, por 30 minutos,
em agitagdo para a solubilizagao dos cristais
de formazana, e sua concentragdo, quanti-
ficada espectroscopicamente por meio de
um leitor de microplacas (Leitor ELISA —
SpectraCount — Packard Instrument, USA)
em comprimento de onda de 570nm.

Laser — cada pogo recebeu 20 ul MTT, uma con-
centragdo final de 0,5 mg/mL, e foi incuba-
do por 1 hora, a 37° C, em atmosfera de 5%
de CO,; em seguida, adicionaram-se 100 uL
de DMSO (Dimetil sulféxido) em cada um
deles. A placa foi mantida, por 30 minutos,
em agitacdo para solubilizagdo dos cristais
de formazana, e sua concentragdo, quan-
tificada espectroscopicamente por meio
de um leitor de microplacas (Leitor ELISA
— SpectraCount — Packard Instrumet, USA)
em comprimento de onda de 570nm.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em valores
médios +. Para comparagdes e verificacao de dife-
rengas expressivas entre os grupos, utilizaram-se
a Andlise de Varidncia (ANOVA) e teste post hoc
Tukey HSD. Os valores de p < 0,05 foram consi-
derados estatisticamente significativos. Na ana-
lise estatistica, utilizou-se o programa Graphpad
Prism, versao 4.0 (San Diego, Ca USA).

Resultados e discussdo

Na analise dos resultados, apds terapia a
laser de baixa poténcia e irradiagdo ultra-sonica
pulsada de baixa intensidade a 10% (1:9 ciclo de
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trabalho), demonstrou-se que o efeito da terapia
a laser na cultura celular fibroblastica foi supe-
rior ao da irradiacdo por ultra-som. Apesar de
existirem diferencas significantes entre as célu-
las ndo-irradiadas e irradiadas por ultra-som, a
terapia a laser demonstrou um maior efeito na
taxa de crescimento celular tanto no grupo II (6
J/cm?) quanto no III (50 mJ/cm?), tendo maior
crescimento no grupo III (50 mJ/cm?), quando
comparado com o II (6 J/cm?). Observou-se que
esse comportamento ocorreu em todas as fases
temporais analisadas, havendo crescimento
significativo entre 24 e 48 horas (Figura 1).

Na terapia a laser de baixa poténcia e na
irradiacdo ultra-sénica pulsada a 20% (2:8 ciclo
de trabalho) de baixa intensidade, verifica-se o
mesmo comportamento, tal como apresentado
pelo grupo de células irradiadas em modo pul-
sado a 10% (1:9 ciclo de trabalho). Entretanto,
cabe salientar que o comportamento encontrado
neste experimento foi maior em relagdo as célu-
las irradiadas por ultra-som pulsado a 20% (2:8
ciclo de trabalho), em decréscimo a partir das 48
horas apés a primeira irradiagao.

Os dados obtidos demonstraram que o tra-
tamento com terapia a laser de baixa poténcia foi
mais efetivo, sendo mais significativo (p > 0,05)
quando comparado com o realizado com ultra-

som, corroborando os resultados descritos por
Demir et al.’.

Vérios estudos focalizam a aceleragdo da
fase de reparo e a melhora da qualidade e resis-
téncia na contracdo da cicatriz, sendo enfatizada
a eficacia de alguns métodos fisicos, incluindo
ultra-som pulsado de baixa intensidade e laser
de baixa poténcia, cujos resultados foram signi-
ficativos in vivo® %1% 11, Entretanto, ndo ha estudos
conclusivos na literatura, no que diz respeito aos
efeitos comparativos do laser de baixa poténcia e
ultra-som em cultura celular.

Segundo Steven et al.’?, culturas humanas
de fibroblastos expostas a ondas ultra-sonicas, a
partir de 0,5 W/cm?, demonstraram maior sintese
de proteina. Esses resultados sugerem a correlagao
entre producao de proteina, formacao de coldgeno
e maior resisténcia do tecido. A terapia com laser
de baixa poténcia promoveu maior vasculariza-
¢do em fraturas de tibias de ratos, em adi¢do com
fibroplasia, remodelagem 6ssea, neovasculariza-
¢ao de vasos e aumento de fibras de coldgenos.

O ultra-som tem sido bastante efetivo na es-
timulacao de fibroblasto. Em alguns estudos, os
pesquisadores concluiram que a intensidade de
ultra-som de 0,1 W/cm? a 0,5 W/cm? acelera a fase
inflamatéria do reparo™ * 5. Em outros estudos,
demonstrou-se que culturas celulares L929 sub-
metidas a ultra-som (0,2 e 0,6 W/cm?) mantém a
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Figura 1: Valores obtidos na andlise das médias de trés experimentos de viabilidade celular
mediante aplica¢do de laser de baixa poténcia e ultra-som em modo pulsado a 10% e 20%.



Tabela 1: Valores de significéncia obtidos na andlise de varidncia entre as médias de trés
experimentos de cultura de células por meio do teste estatistico ANOVA e post hoc Tukey test
HSD, para células irradiadas pelo laser e ultra-som em modo pulsado a 10%

Modo Pulsado (10%)

Tempo (h) Controle Controle 6J vs. 0,6 6J vs. 0,2 50mJ vs. 50mJ vs. 6J vs.
vs. 6J vs. 50mJ W/cm? W/cm? 0,6 W/cm? | 0,2 W/cm? 50mJ

24 0,007*** 0,007*** 0.04*** 0.035%** 0,001*** 0,001*** 0,01***

48 0,007*** 0,007*** 0,007*** 0,001*** 0,001*** 0,001*** 0,07***

72 0,007*** 0,007*** 0,007*** 0,001*** 0,001*** 0,001*** 0,02%**

Nota: W/cm? - Watts por centimetro quadrado; J —joule; mJ — mile joule.

Tabela 2: Valores de significéncia obtidos na andlise de varidncia entre as médias de trés
experimentos de cultura de células por meio do teste estatistico ANOVA e post hoc Tukey test
HSD, para células irradiadas pelo laser e ultra-som em modo pulsado a 20%

Modo Pulsado (20%)

Tempo (h) Controle Controle 6J vs. 0,6 6J vs. 0,2 50mJ vs. 50mJ vs. 6J vs.
vs. 6J vs. 50mJ W/cm? W/cm? 0,6 W/cm? 0,2 W/cm? 50mJ

24 0,007*** 0,007*** 0,01*** 0,01*** 0,001*** 0,001*** 0,01***

48 0,007*** 0,007*** 0,007*** 0,001*** 0,001*** 0,001*** 0,01***

72 0,007*** 0,007*** 0,007*** 0,001*** 0,001*** 0,001*** 0,023***

Nota: W/cm? — Watts por centimetro quadrado; J — joule; mJ — mile joule.

forma e a integridade celular'®. Karnes et al.”7, em
estudos utilizando ultra-som, observaram que a
duracdo da fase inflamatéria diminuiu e a prolife-
rativa foi afetada positivamente pelo aumento do
nivel de hidroxiprolina e ntimero de fibroblasto,
assim como estimulacdo da sintese de coldgeno.

Segundo Rizzi et al'®, a fotoestimulacdo
pelo laser de baixa poténcia pode promover pro-
ducdo de matriz extracelular, aumento da pro-
dugdo de colageno e, conseqiientemente, maior
resisténcia na contracao da cicatriz.

Estudos in vivo e in vitro com tratamento
a laser mostraram aceleracdo das reagdes quimi-
cas, atividade fibroblastica, metabolismo de co-
lageno, neovascularizacdo, qualidade da ferida e
formacéao da cicatriz & %.

Outro importante resultado da terapia a
laser esta relacionado com o efeito antibacteria-
no, porque inibe a proliferagdo de bactérias em
culturas celulares 2.

De acordo com Demir et al.5, comparadas
as 2 modalidades em relacgdo a fase inflamatéria
do reparo, o tratamento a laser foi mais efetivo,
demonstrando resultados significativos em rela-

¢do ao realizado com ultra-som, por apresentar
diminui¢do do ndmero de macréfagos e dimi-
nuicdo da fase de inflamacao.

Conclusao

Os resultados demonstrados neste trabalho
confirmam que estudos comparativos da terapia a
laser de baixa poténcia com a do ultra-som pulsado
de baixa intensidade apresentam efeitos significa-
tivos na radiacao de fibroblastos em cultivo. Com
a terapia a laser de baixa poténcia, verificou-se que
houve aumento expressivo da atividade fibroblas-
tica em relagdo a radiacdo ultra-sdnica, conside-
rando-se os parametros utilizados. Portanto, con-
cluiu-se que o tratamento com laser pode ser mais
efetivo que o realizado com ultra-som na primeira
e segunda fases de reparo tecidual.

Novos estudos sdo necessarios para deter-
minar melhores pardmetros — especificamente
doses e periodos de aplicagdo — para o tratamen-
to com terapia a laser de baixa poténcia e radia-
¢ao ultra-sénica pulsada de baixa intensidade,
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no processo de cicatrizagdo e reparo tecidual em

cultura celular.
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