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RESUMO

Introducéao: A fotobiomodulagdo (FBM) com LED de emissao vermelha (630 nm) tem
sido aplicada para promover regeneragao tecidual e modular fungdes celulares. Este
estudo avaliou seus efeitos na viabilidade, metabolismo e migragdo de osteoblastos
SAOS-2 in vitro. Materiais e Métodos: Trés grupos experimentais (G2, G4 e G6)
receberam densidades de energia de 2, 4 e 6 J/cm?, respectivamente, apds 24 h do
cultivo celular, em trés aplicagcdes consecutivas, com intervalo de 12 h, sendo
comparados a um grupo controle, que nao foi irradiado. Foram avaliados a viabilidade
celular, proteina total, fosfatase alcalina (ALP), sintese de colageno total, formagoes
nodulares de matriz e o potencial de proliferacao celular no fechamento da ferida.
Resultados: A viabilidade celular, avaliada pelo ensaio AlamarBlue, ndo mostrou
diferencgas significativas entre os grupos. A producéo de proteina total e a sintese de
colageno aumentaram significativamente apds 14 dias, especialmente no grupo com
6 J/cm?. A ALP foi maior aos 7 dias. A formagdo de matriz mineralizada aumentou
significativamente apds 14 dias. A proliferagdo celular, analisada pelo ensaio de
scratch, foi maior no grupo com 2 J/cm?. A microscopia eletrénica de varredura
revelou maior densidade celular no grupo com 6 J/cm?. Conclusdo: A FBM com LED
de emiss&o vermelha estimulou o metabolismo dos osteoblastos sem causar danos,
sendo a dose de 6 J/cm? eficaz na sintese de colageno apds 14 dias, enquanto a dose
de 2 J/cm? promoveu maior fechamento da ferida. Os resultados sugerem que a FBM
pode ser uma ferramenta promissora na modulagdo da atividade de osteoblastos.
Além disso, diferentes densidades de energia sdo requeridas, conforme o objetivo

terapéutico almejado.

Palavras-chave: Fosfatase Alcalina; Matriz Mineralizada; Migragao Celular; Produgao

de Colageno; Proliferagao Celular



Moreira, Fernando César. Effect of photobiomodulation using red LED on the
metabolism of human osteoblasts. 2025. Dissertation (Professional Master's in
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ABSTRACT

Introduction: Photobiomodulation (PBM) with a red LED (630 nm) has been applied
to promote tissue regeneration and modulate cellular functions. This study evaluated
its effects on viability, metabolism, and migration of SAOS-2 osteoblasts in vitro.
Materials and Methods: Three experimental groups (G2, G4, and G6) received
energy densities of 2, 4, and 6 J/cm?, respectively, 24 hours after cell culture initiation,
in three consecutive applications at 12-hour intervals, and were compared to a non-
irradiated control group. Cell viability, total protein, alkaline phosphatase (ALP) activity,
total collagen synthesis, nodular matrix formation, and cell migration potential were
assessed. Results: Cell viability, assessed by the AlamarBlue assay, showed no
significant differences between groups. Total protein production and collagen
synthesis significantly increased after 14 days, especially in the 6 J/cm? group. ALP
activity was higher at day 7. Mineralized matrix formation significantly increased after
14 days. Cell migration, analyzed by scratch assay, was greater in the 2 J/cm? group.
Scanning electron microscopy revealed higher cell density in the 6 J/cm? group.
Conclusion: PBM with red LED emission stimulated osteoblast metabolism without
causing damage, with the 6 J/cm? dose being effective for collagen synthesis after 14
days, while the 2 J/cm? dose promoted greater cell migration. These results suggest
that PBM may be a promising tool for modulating osteoblast activity. Furthermore,

different energy densities are required depending on the intended therapeutic goal.

Keywords: Alkaline Phosphatase; Bone Matrix; Cell Migration, Collagen Biosynthesis,

Cell Proliferation
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1. Introdugao

O potencial terapéutico da fotobiomodulagdo (FBM) tem sido amplamente
estudado em pesquisas evidenciando sua capacidade de contribuir para o
metabolismo celular no processo de remodelagdo d6ssea durante a movimentacao
ortodontica (1,2,3,4). O objetivo principal é acelerar a regeneragcado tecidual,
promovendo diferenciacdo e proliferacdo celular, além de modular a liberagdo de
fatores de crescimento pelas células irradiadas (5). Diversos estudos analisaram os
efeitos da FBM no metabolismo dos osteoblastos, evidenciando uma aceleragao na
regeneragdo da sutura palatina mediana na proliferacdo, diferenciacdo e
mineralizagdo oOssea (6,7). A estimulagdo dos osteoblastos por irradiagao
eletromagnética com diodo emissor de luz (LED) de emissdo vermelha tem
demonstrado favorecer o aumento na deposicdo de hidroxiapatita de calcio,
resultando em uma aceleragéo no processo de maturagao ossea (7).

De acordo com a literatura, a teoria mais aceita para o mecanismo de ag¢ao da
FBM envolve o aumento do metabolismo celular e a sintese de moléculas como
adenosina trifosfato (ATP), espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico (5). Nesse
contexto, estudos tem sugerido que a fotossensibilizagdo da enzima citocromo C
oxidase seja o fator determinante para desencadear as respostas celulares (8). Essas
reacdes sao consideradas efeitos primarios, enquanto os efeitos secundarios estéao
relacionados ao aumento da expressao génica de proteinas, a ativagao de vias como
NF-KB e as alteragdes no gradiente do fluxo de calcio (5).

A aplicagado da radiacao eletromagnética usando LED de emissao vermelha
(A=630 nm) nas doses de 2 J/cm? e 4 J/cm? tem demostrado fotobioestimulagdo em
culturas de células osteoblastos, além de exercer efeitos de citoprotegcdo (5). Um
estudo recente, comparou o efeito da irradiagdo de um LED (A=640 nm) e um laser de
baixa intensidade (A= 940 nm) na diferenciagcdo osteogénica e odontogénica de
células-tronco, e concluiu que o laser e o LED, respectivamente, com emprego de
densidade de energia de 4 J/cm? estimulou a osteogénese e diferenciagéo de células-
tronco sem afetar adversamente a viabilidade celular (9).

Diante das incertezas e variaveis envolvidas na aplicagdo de um protocolo
eficaz do uso do LED de emissdo vermelha em células e tecidos 6sseos, torna-se
fundamental a realizagcdo de estudos para determinar a dose ideal de energia e a
densidade de poténcia mais eficaz, para garantir a viabilidade e a sobrevivéncia

celular. Essa complexidade decorre da dificuldade em transpor com precisao o modelo
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celular para o organismo animal, impactando diretamente sua aplicagao na pratica
clinica. Fatores como a distancia entre a fonte de luz, o tipo de cultura celular, o
intervalo entre as irradiagdes, a densidade de poténcia (DP) e energia (DE) utilizada
sao essenciais para a padronizagao dos parametros, uma vez que nao existe um
protocolo estabelecido na literatura (1,2). Dessa forma, esta pesquisa teve como
objetivo analisar os diferentes parametros do LED com emissdo A=630 nm sobre o
processo de migracao celular e o metabolismo dos osteoblastos humanos in vitro.
Além disso, os efeitos foram avaliados em diferentes densidades de energia em dois

periodos de analise, aos 7 e 14 dias.

2. Materiais e Métodos

2.1.Grupos experimentais

As culturas celulares foram realizadas no Laboratério de Engenharia Celular e
Tecidual (FCF, Unesp, Araraquara, Sao Paulo) e divididas em grupo controle (GC) e
trés grupos experimentais analisando o emprego de diferentes densidades de energia,

G2, G4, e G6 com fluéncias de 2, 4, e 6 J/cm?, respectivamente (Figura 1).

Figura 1 Fluxograma demonstrando o design experimental. Distribuicdo dos grupos,
periodos e densidades de energia utilizadas em osteoblastos humanos.

Periodo (7 dias) Periodo (14 dias)

Grupo G2_2J/cm2

Grupo Gontrole (néo irradiado) ) ‘

Grupo G4_4Jicm2

Grupo G6_6J/cm2

Grupo G2_2J/cm2

Grupo G4_4Jicm2

Grupo G6_6J/cm2

Grupo Gontrole (nao irradiado) |

Fonte: Elaboracio propria

2.2.Cultura Celular

A sequéncia e a cronologia dos experimentos estdo representadas na linha do
tempo descritas na Tabela 1. Os osteoblastos da linhagem SAQOS-2 foram cultivados
em frascos de cultura plasticos (Kasvi, Sao José dos Pinhais, Brasil) contendo meio
de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco, Grand Island, NY, EUA),

suplementado com 1% de estreptomicina e penicilina (Gibco, Carlsbad, CA, EUA) e
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10% de soro fetal bovino (SFB), os quais foram mantidos em incubadora a 37°C, 5%
CO2 e 80% de umidade.

Tabela 1. Linha do tempo descrevendo o protocolo experimental.

Dia

Experimental

Ensaio

Descrigcao/Observagao

DO Semeadura celular Semeadas 30.000 células/pogo
Migracgéao celular
D1 (scratch assay): Lesao 24 h ap6s semeadura
in vitro
D1 Microscopia Eletronica  Apds cultivo, semeadura em placa com
de Varredura (MEV) meio sem SFB
D1 Primeira irradiacao 24 h apo6s semeadura
D1 Segunda imadiagao 12 h apéds a prlmelra'(mesmo dia,
segundo periodo)
D2 Terceira irradiagao 12 h apés a segunda
Migragao celular 24 h ap6s a ultima irradiacao; fixagao e
(scratch assay): . . : -
D3 o o coloragao celular, analise microscopio
analise quantitativa da .
. ~ optico
area da lesao
D3 Microscopia Eletronica 24 h apds a ultima irradiagao; fixagcao
de Varredura (MEV) celular e preparo das laminulas
Viabilidade celular Apobs cultivo com meio sem SFB e
D7 e D14 o
(AlamarBlue®) irradiacdes
Mensuragao da concentracao proteica /
D7 e D14 Proteina total (Lowry)  Apds cultivo em meio osteogénico com
10% SFB
. Mensuracao da atividade enzimatica /
Fosfatase alcalina )
D7 e D14 uso dos mesmos lisados das amostras
(ALP) )
para proteina total
D7 e D14 Col.ageno total Quantificagcéo c.io colageno total soluvel
(Sirius Red) (tipos I a 1V)
Formacao de matriz Coloracao de matriz mineralizada /
D7 e D14 mineralizada analise qualitativa por meio de um
(Alizarina) microscopio optico

Fonte: Elaboracao propria

ApoOs a obtencdo da quantidade necessaria de células para o experimento,

30.000 células foram semeadas em cada pog¢o de uma placa de 24 pogos contendo 1

mL de meio de cultura completo (DMEM suplementado com 10% de SFB). Decorridas
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24 h do cultivo, o meio de cultura foi substituido por um novo meio de cultura sem SFB
e as amostras foram submetidas a trés exposicdes ao LED de emissdao vermelha
(A=630 nm), com um intervalo de 12 h entre cada aplicagdo. Posteriormente, a

morfologia celular e os efeitos da FBM sobre o metabolismo celular foram avaliados.

2.3.Dispositivos e parametros de irradiagao

As células foram irradiadas de acordo com os grupos e o protocolo de irradiagédo
estabelecidos (Figura 1). O dispositivo LEDTable, desenvolvido pelo Centro de
Pesquisa em Optica e Foténica de S&o Carlos (USP), foi utilizado para irradiar as
amostras. A superficie Optica e irradiadora do aparelho € composta por 24 LEDs de
emissao vermelha, dispostos de maneira equitativa, permitindo que cada LED ilumine
individualmente e de forma homogénea a base de cada compartimento da placa
acrilica de 24 pocos (Figura 2). O LEDTable foi projetado para manter uma distancia
fixa entre a fonte de luz LED e a placa, garantindo padronizagdo da distribuigdo
uniforme da luz entre os pogos com o cultivo celular (Figura 2). Os parametros

utilizados neste estudo estao representados abaixo na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros da fotobiomodulagéo.

*Fonte de Luz

Comprimento de onda (nm) 630 nm (£ 10 nm)
Area do feixe (cm?) 1,91 cm?
Densidade de Poténcia (W/cm?) 45 mW/cm?
Densidade de Energia (J/cm?) 2 Jlcm?, 4 J/cm?, 6 J/cm?

Tempo de irradiagao (min, s)

44 s, 1 mim e 30 s,
2mine 15s

Disténcia entre a fonte de luz LED e a placa (mm) 11 mm

* Dispositivo LEDTable — Faculdade de Odontologia de Araraquara/Unesp

Fonte: Elaboracao propria
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Figura 2 Dispositivo LEDTable Placa de cultura posicionada no dispositivo por meio
de encaixe tipo “gaveta” (A), distancia entre a placa e a fonte de luz (B), disposi¢céo
dos 24 LEDs e colimadores (C), e dispositivo irradiando a placa com o meio de cultura
(D).

A Meio de cultura % Distancia da fonte de luz
Placa de 26 pogos =~ ao meio de cultura

i

PROTOTIFO.

* Dispositivo LEDTable — Faculdade de Odontologia de Araraquara/Unesp

Fonte: Elaboracao propria

Deste modo, por meio de um colimador, o feixe de luz é direcionado de tal
maneira a irradiar toda base de cada compartimento da placa, cobrindo toda a area
onde as células foram cultivadas, mantendo constantes a fluéncia e a densidade de
poténcia irradiada. As doses de energia foram determinadas com base em estudo
prévio (10). Os osteoblastos foram submetidos a irradiagdo com uma densidade de
poténcia fixa de 45 mW/cm? e trés doses de energia distintas: 2, 4 e 6 J/cm?. O tempo
de exposicdo para cada condicdo foi de 44 s, 1 min e 30 s, e 2 min e 15 s,

respectivamente.

2.4. Avaliacao da viabilidade celular (n=8)

O ensaio AlamarBlue® (Invitrogen, Eugene, Oregon, EUA) foi utilizado para

avaliar a viabilidade celular nos periodos de 7 e 14 dias apds o inicio da cultura celular
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para investigagdo da resposta celular frente a diferentes doses de energia. Esse
meétodo detecta a respiragao celular aerdbica por meio de uma reagao de oxirredugao,
que converte a resazurina, um corante azul e nao fluorescente, em resorufina, um
corante vermelho fluorescente, em resposta a atividade metabdlica das células (11).
Apods a irradiacao, as células cultivadas receberam 450 uL de meio de cultura
DMEM, sem SFB, juntamente com 50 pL da solugdo AlamarBlue®. As células foram
incubadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de COz, por um periodo de 4 h. Apds esse
intervalo, foram coletadas duas aliquotas de 100 pL de cada compartimento e
transferidas para os respectivos pocos de uma placa de 96 compartimentos. A
fluorescéncia das amostras foi mensurada por fluorimetria (Synergy-H1, Biotek,
Winooski, EUA), utilizando os comprimentos de onda de 570 nm (excitacao) e 600 nm

para a leitura da intensidade de sinal.

2.5. Andlise qualitativa e quantitativa de formagoées nodulares de matriz

mineralizada

Apds o protocolo de irradiagao (Tabela 1) as células foram mantidas em meio
osteogénico (DMEM com 10% de SFB, 0,2M de L-acido ascérbico e 5M de (-
glicerofosfato). Entdo as avaliagdes foram realizadas nos periodos de 7 e 14 dias apos
o inicio da cultura celular. Para o processamento das amostras, os osteoblastos foram
lavados com 1 mL/poco de agua destilada e fixados em alcool 70% (2 mL) por 1 h a
4°C. Posteriormente, a solucdo alcodlica foi descartada e as células passaram por
lavagens com 1 mL/pogo de agua deionizada. A coloragao dos nédulos mineralizados
foi realizada utilizando vermelho de Alizarina (Sigma-Aldrich®, St Louis, Missouri,
EUA) a 40 mM em agua deionizada sob agitagdo, por um periodo de 40 min a
temperatura ambiente. Apds essa etapa, os pocos foram lavados por 2 vezes com

agua destilada para remogao do excesso de corante.

A analise qualitativa foi conduzida por meio de um microscépio 6ptico com
ampliagao de 40x (Olympus BX51, Miami, USA) permitindo a captura de imagens das
formagdes nodulares. A avaliagdo quantitativa foi realizada mediante a solubilizag&o
dos nodulos em cloreto de cetilpiridinio (10% em PBS — Sigma-Aldrich®) e
subsequente leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 692 nm (Synergy-H1,
Biotek, Winooski, EUA), (12).
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2.6.Producao de proteina total (n=8)

A quantificagdo da produgéo total de proteinas foi realizada utilizando o método
de Lowry (13), avaliando os periodos experimentais de 7 e 14 dias. As células foram
submetidas a lise em uma solugéo de lauril fosfato de sédio a 0,1% (Sigma-Aldrich®),
utilizando um volume de 1 mL/pogo e um tempo de incubacéo de 40 min. Apds esse
intervalo, as amostras foram homogeneizadas, seguido da adicdo de 1 mL do
reagente Lowry (Sigma-Aldrich®) e incubagdo por 20 min. Posteriormente, foram
adicionados 500 uL do reagente fendlico de Folin & Ciocalteu (Sigma-Aldrich®), com
uma nova incubacgao de 30 min.

Para a mensuragcdo da concentracao proteica, foram coletadas aliquotas de
100 pyL das amostras e transferidas para placas de 96 pocgos. A absorbancia das
amostras foi determinada por espectrofotometria a 655 nm (Synergy-H1, Biotek,
Winooski, EUA). A quantificacdo da producao total de proteinas foi realizada com base

em uma curva padrao construida a partir de concentragdes conhecidas de albumina.

2.7 Atividade da fosfatase alcalina (ALP) — 7 e 14 dias

A atividade da ALP (fosfatase alcalina Labtest, Lagoa Santa, Brasil) foi
quantificada a partir dos mesmos lisados celulares utilizados na determinacdo do
conteudo de proteina total. A mensuracdo da atividade enzimatica baseou-se na
liberagao de timolftaleina por hidrdlise do substrato de timolftaleina monofosfato.

Inicialmente, 50 uL de timolftaleina monofosfato foram combinados com 0,5 mL
de tampédo dietanolamina (0,3 M, pH 10,1) e mantidos por 2 min a 37°C.
Posteriormente, adicionou-se uma aliquota de 50 pL dos lisados celulares, e a solugao
foi incubada por 10 min a 37°C. O desenvolvimento da coloragao foi promovido pela
adicdo de 2 mL de uma solugdo composta por Na2CO3s (0,09 M) e NaOH (0,25 M).
Apds um periodo de 30 min, a absorbancia das amostras foi determinada em
espectrofotdmetro (Synergy-H1, Biotek, Winooski, EUA) em um comprimento de onda
de 590 nm. A quantificacdo da atividade da fosfatase alcalina foi realizada com base
na curva padrao do Kit fornecido pelo fabricante. Os dados foram expressos como
atividade da fosfatase alcalina normalizada pelo conteudo total de proteina (14).

2.8Sintese de colageno total pelo ensaio de Sirius Red (n=8)

A quantificagdo do colageno sintetizado pelos osteoblastos em meio de cultura

foi realizada pelo método Sirius Red, que se baseia na interagao seletiva do corante
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Direct Red (Sigma-Aldrich®) em solugdo de acido picrico saturado com as fibras
colagenas dos tipos | a IV, permitindo a determinacdo do colageno total soluvel
presente na amostra.

Inicialmente, as amostras do meio de cultura foram armazenadas a -20°C até
o momento da analise. Posteriormente, 200 uL da solugao de Direct Red (0,5 M em
acido picrico) foram adicionados a 200 yL do meio de cultura coletado em tubos
cbnicos de 1,5 mL. As solugdes foram mantidas sob agitagcao a 400 rpm e temperatura
ambiente (23°C) por um periodo de 60 min (Thermomixer, Eppendorf, Alemanha).
Apoés essa etapa, as amostras foram centrifugadas em microcentrifuga refrigerada
(Eppendorf 5415R, Hamburgo, Alemanha) por 10 min a 12.000 x g, seguida do
descarte do sobrenadante. Em seguida, 300 yL de acido cloridrico (HCI, 0,1 M) foram
adicionados e uma nova centrifugagdo foi realizada nas mesmas condi¢gbes. O
sobrenadante foi novamente descartado, e as amostras foram homogeneizadas
mediante a adi¢ao de 250 uL de hidréxido de sédio (NaOH, 0,5 M). Aliquotas de 100
ML da solucédo, foram transferidas para placas de 96 compartimentos, onde a analise
da absorbancia foi realizada no espectrofotémetro (Synergy-H1, Biotek, EUA) em
comprimento de onda de 555 nm. Os valores de absorbancia obtidos foram utilizados

para a quantificagao do colageno presente na amostra (15).

2.9Analise da migragao celular (Scratch assay)

Para a realizacdo deste experimento, foram semeadas 100.000 células em
cada poc¢o de uma placa de 24 pocos, contendo meio de cultura completo. Apds 24 h,
a lesao in vitro foi realizada por meio da aplicagcdo controlada da extremidade de uma
ponteira de 1 ml com aproximadamente 0,8 mm de diametro (15). O meio de cultura
foi substituido por um meio sem SFB e as células submetidas a trés ciclos de
irradiagdo com o LED, administrados em intervalos de 12 h, utilizando o dispositivo
LEDTable (Figura 2).

Apods 24 h da ultima exposicao a irradiagao, as células foram fixadas em alcool
70% por um periodo de 1 h. Em seguida, procedeu-se a coloragdo com violeta
leucocristal a 0,1%, durante 30 min, seguida de trés lavagens sucessivas com agua
deionizada para a remocao de excessos. A analise das amostras foi realizada por
meio da aquisi¢cao de imagens das areas lesionadas, utilizando um microscopio 6ptico
com ampliacédo de 40x (Olympus BX51, Miami, USA). O fechamento da ferida foi

avaliado nas trés densidades de energia empregadas nas amostras (2, 4 e 6 J/cm?),
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medindo-se a distancia entre as bordas opostas das lesbes. A analise quantitativa da
area da lesao foi conduzida por meio do software ImageJ (Wayne Rasband, National
Institute of Mental Health, EUA), permitindo a obtencdo de medidas da area

remanescente da ferida (15).

2.10 Analise da morfologia celular por MEV (n=2)

Inicialmente, 30.000 células/pogo foram semeadas sobre laminulas circulares
de vidro de 13 mm (Olen, Kasvi, Sao José dos Pinhais, Brasil), previamente
posicionadas em placas de 24 pogos contendo meio de cultura completo. Apds 24 h,
0 meio de cultura foi substituido por meio sem SFB e os grupos submetidos a
irradiagdo. Apos 24 h da ultima exposigao a irradiagdo, as amostras dos grupos
experimentais e controle foram preparadas para caracterizagdo morfolégica por
microscopia eletrdnica de varredura (MEV), utilizando o equipamento FEI Inspect S50
(Hillsboro, EUA). A fixacao celular foi realizada por meio da incubagdo em 1 mL de
solugdo tamponada de glutaraldeido a 2,5% por 2 h, seguida de um processo de
desidratagcao gradual em etanol, com concentragdes ascendentes de 30%, 50%, 70%,
95% e 100%, por um periodo de 30 min em cada solugéo (16). As amostras foram
submetidas a um tratamento de secagem quimica com 1,1,1,3,3,3-
hexametildissilazano (HMDS) (Acros Organics, Springfield, EUA) por trés ciclos
consecutivos de 20 min cada. Posteriormente, as laminulas circulares de vidro foram
montadas sobre stubs metalicos e armazenadas em um dessecador. As amostras
preparadas nos stubs foram entédo recobertas com uma fina camada de ouro por meio
da técnica de pulverizagao catddica, garantindo uma superficie condutiva adequada
para analise por MEV. A analise morfolégica das amostras foi realizada com registros
obtidos nos aumentos de 500x e 1500x, permitindo a avaliagcdo detalhada das

caracteristicas estruturais das células irradiadas (16).

2.11. Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em 2 ocasides, totalizando um N=8.
Os dados quantitativos provenientes das analises de viabilidade celular, sintese de
proteina total, sintese de ALP, sintese de colageno, produgdo de nodulos
mineralizados e migragao celular foram exportados para o software GraphPad Prism,
versao 9.0.0 (GraphPad Software, Boston, EUA), onde foram submetidos a analise

estatistica. Inicialmente, a normalidade e homogeneidade dos dados foram avaliadas.
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Entao, para a comparagao entre grupos submetidos a diferentes doses de irradiagao
e periodos de avaliagao, aplicou-se a analise de variancia ANOVA a 2 fatores seguidos
pelo poés-teste de Tukey para identificacdo de diferengas estatisticamente
significativas. No teste de migragéo celular onde a unica variavel foram os grupos
submetidos a diferentes doses de irradiagao foi aplicado o teste de ANOVA a um
critério seguido pelo pos-teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados
indicativos de significancia estatistica. Os dados qualitativos provenientes das

imagens de MEV foram avaliados de maneira descritiva.

3. Resultados

Os dados obtidos das amostras foram submetidos a analise estatistica,
permitindo a comparagao entre 0s grupos experimentais e o grupo controle dentro de
cada periodo estabelecido. Adicionalmente, foram avaliadas as diferencgas estatisticas

entre os periodos de 7 e 14 dias dentro de cada grupo.

3.1. Avaliagao da viabilidade Celular

Osteoblastos submetidos a irradiacdo com o LED de emisséo vermelha, nas
doses de 2, 4 e 6 J/cm?, ndo apresentaram diferenca na viabilidade celular quando
comparados ao grupo controle. Também n&o foram observadas diferengas

estatisticamente significantes quando comparados os periodos de 7 e 14 dias de

analise (Figura 4).

Figura 3 Viabilidade celular de osteoblastos humanos, avaliada em 7 e 14 dias, nas
diferentes densidades de energia. Nao foram observadas diferencas estatisticamente

significativas (p>0,05).
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3.2.Producao de Proteina Total

A producéo de proteina total pelos osteoblastos aumentou significantemente
(quase 2x) no periodo de 14 dias quando comparado ao periodo de 7 dias (Figura 4).
Entretanto, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significantes entre os

grupos apo6s 7 ou 14 dias (p > 0,05).

Figura 4 Producgao de proteina total (mg/mL) por osteoblastos obtidos por meio de
cultura celular avaliada em 7 e 14 dias, de acordo com o emprego de diferentes
densidades de energia. Letras diferentes indicam significancia estatistica (Tukey,
p<0,05).
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3.3. Atividade de Fosfatase Alcalina

Foi observado que todos os grupos tiveram redugido na atividade da enzima
ALP aos 14 dias de analise se comparados aos respectivos grupos no periodo de 7
dias p <0,05 (Figura 5). Aos 7 dias de analise, o grupo 6 J/cm? apresentou a menor
atividade de ALP se comparado aos grupos controle e 4 J/cm?. No entanto, aos 14
dias de anadlise, apenas o grupo 6 J/cm? apresentaram atividade de ALP inferior aos

demais grupos p< 0,05 (Figura 5).
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Figura 5 Atividade de fosfatase alcalina (U/L) por osteoblastos humanos avaliada em
7 e 14 dias, nas diferentes densidades de energia. Letras diferentes indicam
significancia estatistica (Tukey, p<0,05).
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3.4.Sintese de colageno total

A sintese de colageno total produzida pelos osteoblastos apresentou um
aumento significativo no periodo de 14 dias em todos os grupos se comparados aos
respectivos grupos no periodo de 7 dias (Figura 6). Também foi observado que o
grupo submetido a irradiagdo com densidade de energia de 6 J/cm? apos 14 dias de

cultivo teve uma maior sintese de colageno quando comparado aos demais grupos.

3.5. Analise das Formagoes Nodulares de Matriz

Os grupos analisados apos 14 dias apresentaram uma atividade mais intensa
de formacédo nodular em comparagao aos grupos avaliados no periodo de 7 dias
(p<0,05). Em 14 dias, o grupo 2 J/cm? apresentou um aumento significativo de
aproximadamente 24% de formagdes nodulares, comparado aos outros grupos

(Figuras 7 e 8).
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Figura 6 Sintese de colageno por osteoblastos humanos avaliada em 7 e 14 dias, nas
diferentes densidades de energia. Letras diferentes indicam significancia estatistica

(Tukey, p<0,05).
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Figura 7 Formacgbes nodulares de matriz mineralizada nos grupos experimentais
avaliados. Analise comparativa entre diferentes densidades de energia nos periodos
de 7 e 14 dias. Letras diferentes indicam significancia estatistica (Tukey, p<0,05).
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Figura 8 Imagens obtidas por microscopia 6ptica (40x) de formagdes nodulares de
matriz em osteoblastos humanos irradiados com diferentes densidades de energia,
nos periodos experimentais de 7 e 14 dias.
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3.6. Anadlise da Migragao Celular

A éarea da lesdo in vitro variou entre 6,25 mm? e 11,44 mm?2. As células
irradiadas com 2 J/cm? apresentaram o maior fechamento da ferida (6,25 mm?),
seguidas pelas doses de 4 e 6 J/cm?, que resultaram em areas de 8,55 mm? e 8,97

mm?, respectivamente, 24 h apds a ultima exposigdo ao LED (Figura 9).

Figura 9 Acima observam-se imagens do fechamento da lesdo para os diferentes
grupos. Abaixo é plotada a area da lesdo (mm?) em fungéo da densidade de energia
empregada para osteoblastos humanos. Letras diferentes indicam significancia
estatistica (Tukey, p<0,05).

16.00
14 00_— a @ Controle
e 12.00- a a0 B 2 y/em?
E 10.00- T 3 4 Jicm?
£ 8.00 6 J/cm?
g 6.00-
<L 4.00- 8,53
2.00-

0.00-

T
Controle 2 Jicm?> 4 Jicm? 6 Jicm?

Fonte: Elaboragao propria



25

3.7.Avaliagao da morfologia celular por MEV

A distribuigao celular e a morfologia dos osteoblastos cultivados em meio de
cultura estdo representadas na Figura 10. A caracterizagcdo morfoldgica dos
osteoblastos por MEV revelou um aumento na densidade celular nas amostras
irradiadas com 2 e 6 J/cm?. As amostras irradiadas com 6 J/cm? mostrou grupos de
células com a estrutura preservada, apresentando maior quantidade de
prolongamentos citoplasmaticos e mitoses em comparag¢ao aos grupos irradiados com

outras densidades de energia.

Figura 10 Elétron-micrografias de osteoblastos dos grupos irradiados com densidades
de energia de 2, 4 e 6 J/cm? (aumento de 500x e 1500x).
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4. Discussao

Este estudo analisou o metabolismo e o processo de migragcdo celular
(fechamento da ferida) de osteoblastos em meio de cultura apés o emprego de um
LED de emissao vermelha (A = 630 nm) com distintas densidades de energia (2, 4 e
6 J/cm?), empregando-se trés diferentes tempos de irradiagéo (44 s, 1 mine 30se 2
min e 15 s) a uma densidade de poténcia fixa de 45 mW/cm?. Os resultados
demonstraram que a irradiagdo dos osteoblastos influenciou na modulacdo da
resposta celular dependendo das densidades de energia utilizadas.

A viabilidade celular ndo foi alterada pela irradiacdo e manteve-se elevada
(acima de 94%) independentemente da densidade de energia (2, 4 e 6 J/cm?), do
tempo de exposicéo (7 e 14 dias) ou da interacéo entre estes fatores (Figura 3). Estes
resultados indicam que os parametros utilizados ndo apresentaram toxicidade aos
osteoblastos, o que esta de acordo com estudos anteriores (17,18,19,20). Um estudo
prévio demonstrou que a FBM, com fluéncias de 0,5, 1 e 2 J/cm? (A = 635 nm), ndo
exerceu efeito significativo sobre a viabilidade de osteoblastos (18). Embora alguns
autores tenham relatado aumento na viabilidade de células ésseas (1,21,22), tais
divergéncias podem estar relacionadas a diferencas nos comprimentos de onda,
densidades de energia, poténcias aplicadas e protocolos de irradiagdo. Além disto, foi
demonstrado que a viabilidade celular tende a ser mais afetada nos momentos iniciais
apos a irradiagao, especialmente durante a fase proliferativa celular (1). Considerando
a resposta bifasica a dose (23), a resposta celular a irradiagao eletromagnética pode
variar conforme a densidade de energia aplicada, sendo que baixas doses podem ser
insuficientes para induzir efeitos bioldgicos, enquanto fluéncias elevadas podem
desencadear respostas inibitérias ou citotdxicas (20,24). Ademais, variagdes nas
linhagens celulares utilizadas entre os diferentes estudos também podem contribuir
para as discrepancias observadas (19). Assim, a viabilidade celular observada nesse
estudo, demonstrou que as células continuaram viaveis e saudaveis em quase toda
totalidade (proximo de 100%).

A osteogénese foi investigada pelos indicadores dos testes de atividade de
conteudo de proteina total, quantificacdo de colageno, fosfatase alcalina e formacéao
de ndédulos de mineralizagcdo. A producao de proteina total nado foi influenciada pela
FBM. Nenhuma diferenga foi observada entre as doses de 2, 4 e 6 J/cm? dentro de

cada periodo analisado, que também nao diferiram do grupo controle. No entanto, a
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producao de proteina total aumentou significativamente quando os periodos de 7 e 14
dias foram comparados entre si (Figura 4). Utilizando o mesmo dispositivo LEDTable,
um estudo prévio também nao observou influéncia do LED de emissao vermelha na
producao de proteina total de odontoblastos, nas doses de 2 e 4 J/cm?, apesar do tipo
de células diferirem deste estudo (5). Aqui, quando os valores médios de ambos os
periodos foram comparados entre si, observou-se um aumento de 70% para o
controle, porém, mais de 100% para amostras irradiadas, independente da densidade
de energia (2, 4 e 6 J/cm?). Quando comparado ao grupo controle no periodo de 14
dias, houve um aumento de aproximadamente 6,50% no grupo 2 J/cm?, seguido de
0,52% no grupo de 4 J/cm? e 0,68% no grupo de 6 J/cm? (Figura 4). O grupo irradiado
com 2 J/cm? apresentou valores maiores, em ambos os periodos, quando comparado
aos demais grupos irradiados. Importante, este estudo corrobora com outros autores
no qual a FBM né&o produziu efeito deletério (5) de acordo com o efeito bifasico nas
respostas celulares (23).

A sintese de colageno foi influenciada pela irradiagdo com LED de emissao
vermelha. Independentemente da densidade de energia aplicada, houve um aumento
aproximado de 5 vezes ao longo de 14 dias, quando comparados os periodos (7 e 14
dias) entre si (Figura 6). No periodo de 7 dias, a FBM nao promoveu sintese de
colageno significativa, embora tenha se observado um leve aumento no grupo 2 J/cm?
(0,29) em comparagdo aos demais grupos desse mesmo intervalo (Figura 6).
Entretanto, em 14 dias, o grupo irradiado com 6 J/cm? (1,48) apresentou um aumento
significativo de 23% em relagdo ao controle (1,20), e apenas 1,7% em relagdo ao
grupo irradiado com 4 J/cm? (1,22). Estes achados corroboram parcialmente com
estudo anterior que avaliou o efeito da FBM em osteoblastos irradiados nos periodos
de proliferagdo e diferenciacdo celular, utilizando a linhagem SAOS-2 e uma
densidade de energia de 1,5 J/cm? (A = 660 nm), tendo sido observado efeito
significativo na fase de diferenciagcdo, com aumento expressivo na producido de
colageno (25). Os autores sugerem que os efeitos da FBM podem ser modulados pelo
estagio de maturacdo celular, com maior sintese de coladgeno na fase de
diferenciagao, potencializada pela irradiagédo com luz vermelha (25).

A FBM influenciou a atividade da fosfatase alcalina (ALP) e todos os grupos
mostraram uma redugéo significativa apos 14 dias de cultivo. A atividade de ALP foi
em média, 2,5 vezes menor (250%) no periodo 14 dias em comparag¢ao aos 7 dias

(Figura 5), com redugao de 66% no grupo controle e de 60%, 83% e 75% nos grupos
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irradiados com 2, 4 e 6 J/cm?, respectivamente. A osteogénese in vitro ocorre em trés
fases sequenciais e interdependentes: proliferacao celular, maturacdo da matriz
extracelular e mineralizagao (26). Durante as fases de proliferagdo e de maturacéo, a
ALP tende a ser mais elevada, desempenhando um papel essencial, atuando na
liberagdo de fosfato inorgénico a partir de ésteres fosfatados, promovendo a
deposigcao de cristais de hidroxiapatita na presencga de calcio (26). Neste estudo, a
atividade da ALP diminuiu em todos os grupos experimentais ao longo do tempo, com
os menores valores registrados no grupo irradiado com 6 J/cm? em ambos os
periodos, significativamente menor que o grupo controle (Figura 5). Nossos resultados
contrastam com estudos anteriores que relataram aumento da atividade de ALP
durante as fases proliferativa e de diferenciacao celular apés FBM, provavelmente
devido aos momentos de observagao (25). Naquele estudo, os autores avaliaram a
atividade de ALP nas fases de proliferacao e diferenciacdo celular. As células foram
irradiadas nos dias 2, 3 e 4 e, depois, nos dias 7, 8 e 9. Os resultados foram avaliados
nos dias 5 e 10. Aqui, nossos resultados indicam que em 14 dias, as células ja
avangaram para a fase de mineralizacdo, quando menores concentracdes de ALP sao
observadas (27).

Por outro lado, a formagédo de nddulos mineralizados foi significativamente
maior, independentemente da densidade de energia aplicada, confirmando que em 14
dias, as células se encontram na fase de mineralizacdo. Neste momento, observou-
se um aumento superior a 100% na formacao de nédulos em comparagao ao periodo
de 7 dias. Contudo, ao comparar os grupos irradiados em ambos os periodos com
diferentes densidades de energia (2, 4 e 6 J/lcm?), ndo houve diferenca estatistica
significativa (Figura 9). A atividade da ALP atingiu seu pico aos 7 dias, e diminuiu em
14 dias, contribuindo para a formagdo de noédulos mais evidente aos 14 dias. Isso
indica que a ALP atuou como marcador para diferenciacdo dos osteoblastos,
preparando a matriz extracelular para a mineralizacao (28). Interessantemente, um
estudo prévio mostrou que a combinagao de estresse mecanico e FBM potencializou
a mineralizacao de osteoblastos, superando os efeitos isolados somente da irradiagao
com LED de emissdo vermelha ou do estimulo mecanico isolado, apdés quatro
semanas de tratamento (29). De acordo com os autores, estes achados podem ser
explicados pelo aumento da fungdo celular pela regulagdo da expressao génica no
nucleo da célula. Em nosso estudo, os osteoblastos foram expostos exclusivamente

a irradiacdo vermelha, sem aplicagao de nenhum estimulo que provocasse estresse
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nos osteoblastos. Neste trabalho, a FBM promoveu efeitos bioldgicos relevantes,
principalmente para a sintese de colageno, na dose de 6 J/cm? A mesma dose foi
também capaz de diminuir significativamente a atividade da ALP. Esta dose parece
ter favorecido um estagio mais avangado de maturagdo da matriz nos osteoblastos,
no qual a atividade de ALP tende a declinar, enquanto a sintese de colageno tipo |
continua ou se intensifica, sugerindo que a FBM, nessa dose, estimulou a deposicao
de matriz extracelular, preparando as células para a mineralizagao subsequente.

A irradiagdo dos osteoblastos com luz vermelha acelerou a migragéo celular
promovendo o fechamento da ferida em todos os grupos apds 24 h quando
comparados ao grupo controle (Figura 9). O resultado mais pronunciado foi o
apresentado pelo grupo irradiado com 2 J/cm? (6,25 mm?) em comparagao ao controle
(11,44 mm?). A migragao celular foi significativamente maior empregando-se a dose
de energia mais baixa, com redugdo da area da lesdo em 45% (2 J/cm?), 25% (4 J/cm?)
e 21% (6 J/cm?). Estudo prévio também mostrou que um LED de emissdo vermelha
(A= 637 nm) foi capaz de acelerar o processo de migragédo de osteoblastos (22).

A caracterizagdo morfolégica dos osteoblastos por MEV revelou um aumento
na densidade celular nas amostras irradiadas com 2 e 6 J/cm? (Figura 10). As
amostras irradiadas com 6 J/cm? mostraram grupos de células com estrutura
preservada, apresentando maior quantidade de prolongamentos citoplasmaticos e
mitoses em comparagao com os outros grupos. Além disto, as imagens comparativas
dos osteoblastos irradiados com 4 J/cm? mostraram maior quantidade de células
lisadas e contracdo citoplasmatica, bem como uma diminuicdo na quantidade de
células e adesao celular em relagdo aos demais grupos, embora nao tenha sido feito
uma analise quantitativa.

O principal desafio nos estudos em biofotdnica consiste em estabelecer a dose
ideal de energia capaz de modular efetivamente o metabolismo celular e, assim,
acelerar os processos de cicatrizacao tecidual. Consideravel esforgco tem sido
dedicado a definicdo de pardmetros de irradiacdo adequados para osteoblastos,
visando a inducdo de uma resposta celular bifasica (23), caracterizada por efeitos
estimuladores em baixas doses e inibitorios em doses elevadas. Diversas variaveis
influenciam a proliferagéo e diferenciagao celular, incluindo o tipo celular, a densidade
de energia, o comprimento de onda, o tempo de exposi¢cdo e a frequéncia de
aplicacao. Neste contexto, o presente estudo avaliou os efeitos da irradiagcdo em

culturas de osteoblastos utilizando trés densidades de energia (2, 4 e 6 J/cm?),
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previamente descritas na literatura como promissoras para a fotobioestimulacdo
Ossea (22,25,21). Este estudo demonstrou que a irradiagdo com LED de emisséao
vermelha evidenciou efeitos bioestimulantes dose-dependentes em osteoblastos
humanos da linhagem SAOS-2. A dose de 2 J/cm? favoreceu processos iniciais como
migragcado celular, sendo importante em fases precoces no processo de reparo
tecidual. A dose de 4 J/cm? mostrou efeitos intermediarios em todos os marcadores,
com moderada produgao de colageno e indugao de mineralizagdo 6ssea. Entretanto,
a dose de 6J/cm? induziu significativamente a sintese de colageno, promovendo
diferenciagao e maturagao celular, importante para a fase de mineralizacdo dssea na
corre¢cao de mordida cruzada posterior na terapia ortodontica.

Os resultados demonstraram que nenhuma das doses testadas comprometeu
a viabilidade celular, conforme demonstrado pelo ensaio de ensaio AlamarBlue®.
Embora n&o tenham sido observados resultados significantemente diferentes entre o
controle e a FBM para o conteudo de proteinas totais, e formacdo de nddulos
mineralizados, observou-se que a dose mais alta (6 J/cm?) significativamente
promoveu maior sintese de colageno tipo | e diminuigdo da sintese de ALP, enquanto
a dose de 2 J/cm? induziu aumento significativo no fechamento da ferida. Esse padrao
€ consistente com a literatura, que demonstra que diferentes respostas biolégicas em
células osteogénicas podem ter intervalo de estimulo distintos: a proliferacao e
migragédo frequentemente requerem doses mais baixas, enquanto a expressao de
marcadores de matriz extracelular, como colageno, pode demandar doses maiores ou
repetidas, refletindo a ativagao de vias de sinalizagao diferenciadas (30,31). Assim,
nossos resultados reforcam a necessidade de definir protocolos de FBM especificos
para cada objetivo terapéutico requerido.

Apesar das limitagbes inerentes ao modelo in vitro, como a auséncia da
complexidade do microambiente fisioldgico, da interagdo com outros tipos celulares e
teciduais, fatores sistémicos intrinsecos e inexisténcia de estimulos desencadeadores
de estresse celular, os resultados obtidos reforcam a necessidade e relevancia da
padronizagcao dos protocolos de fotobiomodulacdo. As diferentes densidades de
energia empregadas modulam etapas distintas da fisiologia dos osteoblastos, o que
demonstra a necessidade de protocolos personalizados de acordo com cada objetivo
exigido na biomecéanica ortodéntica. Sendo assim, os parametros adotados neste

estudo podem servir como referéncia para futuras pesquisas em modelos celular e
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animal, visando a validacdo dos efeitos terapéuticos na proliferacdo celular e no

potencial osteogénico da luz LED vermelha.

5. Conclusao

Este estudo evidenciou que a exposi¢cao de osteoblastos ao LED de emissao
vermelha, aplicada com diferentes densidades de energia, foi capaz de modular o

metabolismo celular. De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que:

1. A FBM, nas distintas densidades de energia empregadas e nos periodos
experimentais avaliados, n&o induziu danos celulares detectaveis;

2. A producéo de proteina total ndo foi influenciada significativamente pela
irradiacao, embora tenha sido observado um discreto aumento com a dose
de 2 J/cm? no periodo de 14 dias;

3. AFBM promoveu a sintese de colageno de forma significativa apenas com
a dose de 6 J/cm?, sendo este efeito observado apds 14 dias de tratamento;

4. A FBM diminuiu significativamente a sintese de fosfatase alcalina em
relagéo ao controle, em ambos os periodos avaliados, na dose de 6 J/cm?;

5. A formacg&o de matriz mineralizada n&o foi influenciada significativamente
pela irradiagdo, sendo a dose de 2 J/cm? associada aos maiores valores;

6. AFBM em osteoblastos promoveu migracéo celular em todas as densidades
de energia analisadas, com o grau de fechamento observado na dose de 2

J/icm? significativamente maior.
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