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ZABEU, Antonieta Marques Caldeira. Viabilidade citotoxicidade pré e pos-
tratamento de células SH-SY5Y com laser de baixa intensidade. 2022. 68f. Tese
(Doutorado em Engenharia Biomédica) Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento,
Universidade do Vale do Paraiba, Sdo José dos Campos, 2022.

RESUMO:

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a deméncia podera afetar 75 milhdes
de pessoas em 2030, podendo chegar a 132 milhdes em 2050. A deméncia caracteriza-se pela
perda gradual da memoria e outras habilidades cognitivas que prejudicam a execucao de acoes
béasicas diarias dos individuos acometidos, sendo os mais conhecidos a Deméncia Vascular,
Deméncia com Corpos de Lewy, mal de Parkinson, e a Doenca de Alzheimer (DA), a qual
sozinha corresponde a 60 — 90 % dos casos de deméncia. A ciéncia, atualmente, ja tem
medicamentos eficientes que retardam o processo degenerativo e outras terapias também sdo
utilizadas para coibir a progressao da neurodegeneracao, dentre estas, ha a fotobiomodulacéo.
Os efeitos fotofisicos, fotoquimicos e fotobioldgicos da Terapia & Laser de Baixa Intensidade
(TLBI) ou Diodo emissor de luz (LED) mostram-se eficientes na prevencdo e retardo de
processos degenerativos. No presente trabalho, busca-se avaliar o comportamento da célula SH-
SY5Y, modelo celular para estudos de doencas degenerativas como DA, frente a irradiacdo
com TLBI e observar altera¢es ocorridas quanto a viabilidade celular, atividade mitocondrial
e citotoxicidade. As celulas foram irradiadas com laser de baixa intensidade (830 nm, 200 mW,
spot size 0,1075 cm?, modo continuo) com energias de 1, 5, 10, 15 e 20 J, em sequéncia, foram
induzidas ao estresse oxidativo por perdxido de hidrogénio e tratadas com TLBI pré e pds-
estresse. As avaliagdes foram feitas pelo ensaio com Cristal Violeta, potencial de membrana
mitocondrial, teste MTT, e ensaio de exclusdo de células inviaveis pelo azul de tripano para
avaliacdo de citotoxicidade. As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas por
ANOVA Two-way e poés-teste de Tukey. Os resultados obtidos, dentro das condicdes
experimentais e dos parametros pré-estabelecidos para o LBI, indicam que foi biomodulador o
efeito da fototerapia para a viabilidade celular, ndo ocorreu morte celular por efeito citotoxico
e houve ativagdo mitocondrial. Conclui-se que dentro das condigfes experimentais e dos
parametros pré-estabelecidos para o LBI, as doses de energia entregues ao modelo celular SH-
SY5Y que tiveram melhor interagdo foram 5, 10 e 15 J.

Palavras-chave: Fotobiomodulacdo; LBI; SH-SY5Y:; Viabilidade, Citotoxicidade.



ZABEU, Antonieta Marques Caldeira. Viability cytotoxicity pre and post-treatment
of SH-SY5Y cells with low intensity laser. 2022. 68f. Tese (Doutorado em Engenharia
Biomédica) Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento, Universidade do Vale do Paraiba, Sdo
Joseé dos Campos, 2022.

ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), dementia could affect 75 million people
in 2030, reaching 132 million in 2050. Dementia is characterized by the gradual loss of memory
and other cognitive abilities that impair the execution of tasks. basic daily actions of affected
individuals, the best known being Vascular Dementia, Dementia with Lewy Bodies, Parkinson's
disease, and Alzheimer's Disease (AD), which alone accounts for 60 - 90% of dementia cases.
Science currently has efficient drugs that slow down the degenerative process and other
therapies are also used to curb the progression of neurodegeneration, among which is
photobiomodulation. The photophysical, photochemical and photobiological effects of Low
Intensity Laser Therapy (LLLT) or Light Emitting Diode (LED) are shown to be efficient in
preventing and delaying degenerative processes. In the present work, we seek to evaluate the
behavior of the SH-SY5Y cell, a cellular model for studies of degenerative diseases such as
AD, in the face of irradiation with LLLT and to observe changes in cell viability, mitochondrial
activity and cytotoxicity. The cells were irradiated with low intensity laser (830 nm, 200 mW,
spot size 0.1075 cm?, continuous mode) with energies of 1, 5, 10, 15 and 20 J, in sequence, they
were induced to oxidative stress by peroxide of hydrogen and treated with pre- and post-stress
LLLT. Evaluations were performed by Crystal Violet assay, mitochondrial membrane potential,
MTT test, and trypan blue nonviable cell exclusion assay for cytotoxicity assessment. Statistical
analyzes of the results were performed by Two-way ANOVA and Tukey's post-test. The results
obtained, within the experimental conditions and parameters pre-established for LLLT, indicate
that the effect of phototherapy on cell viability was biomodulatory, there was no cell death due
to cytotoxic effect and there was mitochondrial activation. It is concluded that within the
experimental conditions and parameters pre-established for the LLLT, the energy doses
delivered to the SH-SY5Y cell model that had the best interaction were 5, 10 and 15 J.

Keywords: Photobiomodulation; LLLT; SH-SY5Y/; Viability, Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A salde mental é essencial para compor o estado de saude e bem estar. De acordo com
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), “A saude é um estado de completo bem-estar fisico,
mental e social, e ndo apenas a auséncia de doengas.”. O que determina uma boa satde mental,
além das caracteristicas individuais, sdo os fatores sociais, as condi¢fes de trabalho, o nivel de
escolaridade, a exposicdo as adversidades. Estes fatores podem influenciar no desequilibrio
mental ao longo da vida (SAXENA; SETOYA, 2014), bem como traumas e tumores cerebrais
podem predispor ao aparecimento dos transtornos mentais na fase senil do individuo. Entre as
doencas que afetam a salde mental, temos os quadros de deméncia com maior prevaléncia. De
acordo com a Organizacao Mundial de Satde (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017),
a deméncia podera afetar 75 milhdes de pessoas em 2030, podendo chegar 132 milhdes em
2050 e a prevaléncia de pessoas com deméncia é maior nos paises de baixa renda, baixa
escolaridade e baixa qualidade de atendimento a salde basica.

A deméncia caracteriza-se pela perda progressiva da memdria e outras habilidades
cognitivas que prejudicam a execugdo de acOes basicas diérias dos individuos acometidos. Os
quadros de deméncia sdo processos degenerativos progressivos, sendo 0s mais comuns a
Deméncia Vascular que ocorre em funcdo de ma irrigacdo sanguinea do tecido neural e isso
leva a morte celular. Por sua vez, na deméncia com Corpos de Lewy ocorre a deposi¢do da
proteina alfa — sinucleina dentro dos neurdnios perturbando seu funcionamento, isso também
estd associado ao mal de Parkinson que também é enquadrada como um distarbio mental. A
deméncia frontotemporal caracterizada por lesdes nos lobos frontais e a Doenca de Alzheimer
(DA) que sozinha corresponde a 60 — 90 % dos casos de deméncia (KNOPMAN et al., 2021;
LEI; AYTON; BUSH, 2021).

A ciéncia, atualmente, ja tem medicamentos parcialmente eficientes que atuam para
retardar o processo degenerativo, contudo ha uma variacéo entre os individuos doentes quanto
a aceitacdo dos medicamentos pelo organismo, ha& dificuldade no estabelecimento do
diagnostico, precoce e correto, pois a manifestacéo clinica pode ser confundida com sintomas

inerentes a senilidade do paciente, por exemplo (ZANINI, 2010).

Também em animais, a clinica médica dos animais de companhia tem recebido em
maior ndmero cdes que apresentam Disfuncdo Cognitiva Canina (DCC), uma sindrome

neurodegenerativa similar 8 DA humana (NEUS BOSCH et al., 2012). Em muitos casos, 0
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diagndstico definitivo s6 ocorre no post mortem. Isso € reflexo do aumento da longevidade dos
animais, melhor acesso aos cuidados de saude e alimentacdo. Contudo, muitas vezes, este
paciente ja chega ao atendimento clinico com a doencga em estagio avancado, associado a outras
comorbidades e que dificulta a utilizacdo de métodos diagnosticos mais preciso, como por
exemplo, os exames de imagem por tomografia e ressondncia magnética (MADARI et al.,
2015).

Ha um esforco muito grande de toda comunidade médica e outros profissionais que
atuam em satde humana e animal para conter o avango destes quadros de degeneracao nervosa.
Para humanos a ordem é atuar preventivamente, com manutencdo da alimentacéo, manter corpo
e mente ativos com exercicios dirigidos e acompanhados por profissionais. Para 0s caes,
atividades fisicas mescladas com atividades cognitivas e respeito as liberdades dos animais sao
fundamentais para a satde desta espécie (MELLOR, 2016).

Dentre as terapias complementares que auxiliam no controle da progresséo do processo
degenerativo, ha a fotobiomodulacdo do tecido neural com o Laser de Baixa Intensidade (LBI)
e Diodos Emissores de Luz (LED). Esta terapia luminica vem sendo utilizada em pacientes com
doencgas degenerativas cronicas, tal como DA e Parkinson, com grande sucesso e em quadros
agudos de trauma cranio-encefalico e isquemias (LIEBERT; BICKNELL; ADAMS, 2014,
XUAN et al., 2013; BARRET; GONZALEZ-LIMA, 2013; MOREIRA et al., 2011).

Dentre os processos degenerativos das células neurais, é patente que a degeneracdo
ocorre por fatores que afetam a viabilidade celular, seja por acdo toxica de espécies reativas de
oxigénio, pelo mal aporte de oxigénio (HUANG; YAN; ZHANG, 2020; HUANG et al., 2020),
pelo comprometimento vascular dos tecidos neurais. Assim, os efeitos fotofisicos, fotoquimicos
e fotobioldgicos da Terapia a Laser de Baixa Intensidade (TLBI) ou LED mostram-se eficientes
na prevencao e retardo de processos degenerativos (AHMED et al., 2013). Neste estudo em
desenvolvimento, busca-se avaliar o comportamento da célula SH-SY5Y sob estresse
oxidativo, um importante processo patolégico associado as doencas degenerativas como a DA,

frente a irradiacdo com TLBI e observar alteracdes ocorridas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CELULA NERVOSA EM PROCESSO DEGENERATIVO

As doengas degenerativas tém origens multifatoriais. Na DA, por exemplo, a literatura
sugere como uma das causas a “cascata amiloide” (SWERDLOW; BURNS; KHAN., 2010) em
que ocorre a deposicdo da proteina Beta amiloide na célula nervosa ocasionando uma estase
funcional e consequente morte celular. Também ha anormalidades na proteina Tau que é
abundante no tecido cerebral e € responsavel pela manutencdo dos microtibulos das células
(MACEDO et al., 2021). Além das deficiéncias destas proteinas importantes no metabolismo
da célula neural, ha a hipdtese de defeitos bioenergéticos da célula, pelo funcionamento anormal
da enzima Citocromo C oxidase (COC), também conhecido como complexo 1V, da

mitocOndria.

Esta enzima é responsavel pela incorporacéo de elétrons ao final da cadeia respiratoria
na mitocdndria de modo a converter o oxigénio molecular completamente em moléculas de
agua. Assim, quando ha qualquer perturbacéo, ao longo da cadeia respiratéria, em que a reducéo
de oxigénio acontega com um ndmero reduzido de elétrons, havera a producdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO) em excesso (MARTIN, 2012).

A producdo aumentada das Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) promove a morte
celular programada da célula (apoptose) e em casos mais avangados a morte por necrose nos
quadros de doencas degenerativas como 0 DA (SWERDLOW,; PARKER, 1998).

Outro mecanismo envolvido na degeneracdo celular pode ser explicado pelo aumento
da sinalizagdo Ca?* acumulado no reticulo endoplasmatico que ativa outros receptores e
recrutam ainda mais Ca%* dos estoques internos da célula (AGHOLME et al., 2010; TORRAO
etal., 2012).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO NA CELULA NERVOSA

Os radicais livres tém papel muito importante na origem da vida e evolugdo bioldgica:
estdo envolvidos em muitas atividades bioquimicas de células, como transducdo de sinal,
transcricdo de genes e regulacdo da atividade da guanilato ciclase soluvel (MCCORD, 2000).
Ja é vasta a literatura (VAN MUISWINKLEL; KUIPERIJ, 2005; SINGH et al., 2019;
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DIONISIO; AMARAL; RODRIGUES, 2021; MAIURI et al., 2019; ELFAWY; DAS, 2019)
que evidencia que o0 estresse oxidativo é determinante em muitas doengas neurodegenerativas,
tais como esclerose lateral amiotrofica, doenca de Alzheimer e de Parkinson. A degeneracdo
neural que ocorre frente a bioquimica e patologia destas doencas coincide com varios

marcadores de danos oxidativos.

Nos processos biologicos as células obtém energia por meio de processos metabolicos
oxidativos, que geram subprodutos denominados espécies reativas de oxigénio (ERO). Estes
oxidos tém curta duracdo, pois rapidamente os mecanismos de defesa celular atuam no
sequestro, transformacéo e diminuicdo destas substancias de modo que eles atuem no interior
celular por curto periodo de tempo (UTTARA et al., 2009). As células tém mecanismos que
neutralizam os EROs de modo fisiol6gico, evitando assim, um desequilibrio na homeostase
celular e, consequentemente, a instalacdo do estresse oxidativo, que € prejudicial e leva a morte
celular pelo mecanismo apoptotico (KLEIN; ACKERMAN, 2003). Dentre as ERO, tém-se
radical hidroxila (OH), os superdxidos (O27), peroxila (LOO) e alcoxila (LO), e os ndo radicais
como oxigénio (Oz), peréxido de hidrogénio (H202) e acido hipocloroso (HCIO). Dentre estes
compostos EROs, alguns sdo altamente reativos comprometendo os lipideos das membranas
celulares, as proteinas de transcricdo e 0 DNA celular. Outros podem ndo ser muito reativos,
entretanto ddo origem a outros compostos quimicos danosos ao metabolismo celular
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O peroxido de hidrogénio (H202) € uma ERO gerada como subproduto da atividade
enzimatica e o de oxidacdo que resulta na producdo de radical hidroxila. O H202 tem
importancia fisiologica e patoldgica, pois é altamente difusivel e pode atravessar a membrana
plasmatica (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Pode alterar varios mecanismos celulares, as
funcgdes de biomoléculas, inativacdo de enzima e oxidacao de proteinas (SAKAGUCHI; MORI,
2020).

Diferentes estudos utilizam o H202 para induzir o estresse oxidativo (PARK et al., 2015;
NIRMALANDEVI et al., 2014) no modelo celular SH-SY5Y (Neuroblastoma humano). Estes
ensaios buscam elucidar o mecanismo de estresse oxidativo celular que esta envolvido com o
conceito de envelhecimento e de promocao e diferenciacdo celular. Os danos infligidos pelo
acimulo de EROs — enddgenos ou exogenos — resultam em uma perturbacéo do equilibrio
oxidante-antioxidante existente nas células, inibindo os mecanismos de defesa que funcionam
como antioxidantes (GILLE; JOENJE, 1992). A exposi¢do da célula SH-SY5Y, in vitro, a



18

diferentes concentragdes de H202 permite mimetizar os processos degenerativos de doengas
neurais, e assim, buscar melhor compreensdo do que ocorre nas células do sistema nervoso

central, em condic¢des in vivo, quando submetidas a um alto estresse oxidativo.

2.3 LASER DE BAIXA INTENSIDADE (LBI)

O LASER - Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation — caracteriza-se
por ser uma luz monocromatica, coerente e colimada. Einstein, em 1905, postulou que a luz é
energia emitida em pacotes de fotons e, em 1953, Townes apresenta o primeiro equipamento,
denominado MASER (Microwave Amplification through Stimulated Emission of Radiation)
similar ao laser, pois emitia luz na forma de micro-ondas, mas ndo de forma coerente
(MESTER; MESTER, 2017). Foi em 1960 que Maiman produz um equipamento que marca a
historia do laser como sendo o primeiro dispositivo com diodo de Rubi, que produz luz pulsada
na ordem de milissegundos com comprimento de onda de 694,3 nm mono cristal de Safira, na
regido espectral do vermelho (KARU, 2010; BAXTER, 2009). Esta luz amplificada por
emissdo estimulada de radiacdo — Laser — desde 1960 vem sendo aplicada em diferentes
segmentos: da indlstria @ medicina. O meio ativo do Laser pode ser um diodo semicondutor
(AsGaAl), gas (CO2), liquido ou cristais (rubi). Séo classificados em laser de baixa intensidade
ou terapéuticos (até 500 mW) que apresentam propriedades analgeésicas, anti-inflamatorias e de
bioestimulacdo (HENRIQUES; CAZAL; CASTRO., 2010) e lasers de alta poténcia ou
cirdrgicos (acima de 1000 mW) com propriedades que permitem promover o corte de tecidos e
vaporizacdo (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2017; HART, 2014).

Compreende os comprimentos de onda (1) entre 400 a 700 nm, dentro do espectro de
luz visivel, e 700 a 1000 nm, infravermelho, ndo visivel (KARU, 2010). O Laser de baixa
intensidade (LBI), denominado de terapéutico, tem como principal acdo a bioestimulagédo dos

processos celulares por fotomodulacéo.

A terapia baseada em LBI tem sido descrita como uma alternativa de tratamento em
diferentes processos inflamatérios (LINS et al., 2010), degenerativos (WU et al., 2009), reparo
tecidual e proliferacdo celular (HASHIMI et al., 2010a), entre outros, principalmente por néo
ser uma técnica invasiva. Estudos com diferentes linhagens celulares foram realizados para
estabelecer os mecanismos de acdo do laser quando aplicado in vitro ou in vivo, desde a década
de 90.
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Busca-se, com a terapia LBI, quando utilizada em tecidos ou extratos celulares, que 0s
fétons sejam absorvidos pelas células ocasionando transformacdes em acbes fotoquimicas,
fotofisicas e fotobioldgicas, que resultam em efeitos positivos para o funcionamento da célula,

sem causar danos térmicos.

Os resultados dos diferentes estudos mostram que um dos principais mecanismos de
acdo do laser na célula é o aumento da sintese de Adenosina Trifosfato (ATP), que incrementa
a respiracdo celular e, consequentemente, a eficiéncia de todos os mecanismos celulares
envolvidos na viabilidade das células (ORON et al.,, 2007). Isso caracteriza a acgdo

biomoduladora que pode ser observada pela proliferacéo celular, por exemplo.

Moore et al. (2005) concluiram em seus estudos com fibroblastos que tanto o
comprimento de onda como o tipo celular influenciam na resposta obtida com a irradiacdo de

Laser de baixa intensidade.

2.4 LBI E SISTEMA NERVOSO

Doengas degenerativas do sistema nervoso central, tais como esclerose lateral
amiotrofica, doenca de Parkinson, caracterizadas por uma progressiva perda de atividade dos
neurdnios motores, responderam positivamente a irradiagdo com laser de comprimento de onda
de 810 nm, poténcia de 40 mW. A funcdo motora do grupo irradiado foi significativamente
melhor nos estagios iniciais da doenca (WU et al., 2012). Estudos com distarbios de Alzheimer
foram conduzidos com laser e demonstraram que houve a promogéo da regulagéo da expresséo
do BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro) que é um marcador para a presenca da
doenca (MENG; HE; XING, 2013).

Ap0s a terapia com LBI, a célula irradiada sofre acdo da energia depositada de tal forma
que ocorre um efeito biomodulador, o qual pode ser positivo — estimulando a proliferacédo
celular — ou negativo — levando a morte celular por apoptose ou necrose. Estudos sustentam que
apos a irradiacdo com LBI em células do sistema nervoso, ha uma transmissdo de informacGes
neurais pela modulacéo dos canais i6nicos, tanto pela acéo direta nos fotorreceptores celulares
(Citocromo C oxidase), como pela acdo indireta por meio da modulacéo de enzimas (ROJAS;
GONZALEZ-LIMA, 2013).
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Rochkind et al. (2010) comprovaram em seus estudos com células embrionérias de
cérebro que, apds a irradiacdo com laser de comprimento de onda em 780 nm, houve surgimento
acelerado de fibras de células neuronais interligadas. Adicionalmente, Oron e colaboradores
(2007) demonstraram elevagdo de ATP celular, 10 minutos ap6s a irradiagdo com 0,05 J/cm?,
em cultura de células neuronais quando comparados 0s grupos controle com grupos irradiados,

da mesma cultura celular.

Giuliani et al. (2009) trabalharam com laser na regido do visivel, A 670 nm e, mesmo na

dose mais baixa utilizada em seu protocolo (0,45 mJ/cm?), promoveu uma protecdo aos axonios.

Estudos mostram a eficiéncia da TLBI na recuperacdo de pacientes com quadros
neuroldgicos resultantes de acidente vascular cerebral, ap6s 2 ou 4 semanas do trauma,
promovendo a neurogénese (GIULIANI et al., 2009; L1 et al., 2015).

Estudos ja esclareceram e comprovaram a eficiéncia do TLBI na bioestimulacdo de
células tronco e em culturas de neurdnios corticais primarios. Outras investigac@es cientificas
buscam na luz a estimulagdo para células tronco neuronais, entre associacdo do TLBI com a

implantacéo das células tronco no reparo de injurias no Sistema Nervoso Central.

O traumatismo craniano, distarbio que leva a graves complicacdes neurologicas,
também pode beneficiar-se da TLBI, mesmo se a aplicacdo do laser ocorrer horas ap0s o evento
inicial (HASHIMI et al., 2010b). Moreira et al. (2011), em sua pesquisa na qual avaliam o efeito
do laser sob o aspecto anti-inflamatério e de reparo tecidual (780 nm, 40 mW, 3J/cm?, 3
segundos) em traumatismo criogénico do sistema nervoso central, encontraram, nas primeiras
6 horas apos trauma, o melhor efeito—resposta da laserterapia na prevencéo de morte neuronal

e da astrogliose severa. Este achado também é relatado nas pesquisas de Lapchak et al. (2010).

Corroborando com achados descritos acima, Xuan et al. (2013), também relatam que o
uso de luz em 810 nm, modo continuo, 25 mW/cm?, 18 J/cm?, irradiagdo iniciada 4 horas apds

trauma cranio-encefalico em ratos, promoveu a neurogénese.

Como a terapia baseada em LBI é ndo invasiva, sua utilizacdo em aplicagdes
transcraniais vem sendo estudada no tratamento auxiliar e imediato, nos quadros de
traumatismo craniano, onde ha uma rapida degeneracdo das células do sistema nervoso central,
ocorrendo uma rapida morte celular (HAMBLIN, 2017). A estimulagdo cerebral com TLBI
pode modular a funcdo neurobioldgica e induzir um efeito neuroterapéutico de forma néo

destrutiva e ndo térmica. Sua atuacdo na Citocromo C oxidase da célula neuronal, de maneira
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estimuladora, incrementa a fisiologia neuronal (Figura 1). A fototerapia controla os danos
cerebrais, prevenindo a morte neuronal e a astrogliose (MOREIRA et al., 2011; HAMBLIN,
2019).

Figura 1 - Mdltiplos mecanismos da LBI na célula nervosa.

Angiogenese Laser vermelho e
infravermelho \ - R
=7 ) T vy . :
(7L Anti-apoptose - L 3
14574 pop Viabilidade
y (’/,’717 SOD ( anti-oxidantes)
ATy —_—
/i Z/.dv a
y y [4 T » ” »]
L1t ALl L
LH W 'y %
4“‘ Migracéo celular

/

{ 3
2y ) =

Neur6nio AN

Anti-inflamatério

S

' NGF * BONF

o, \ L Neurotrofinas ?

=
."l-."- -
y

- ': T '\j =) > -
Drenagem linfatica Aumento  de  fluxo > -
sanguineo e oxigenagdo
cerebral Sinaptogenese Neurogénese

Fonte: Adaptado de Hamblin (2019).

Mochizuki-Oda et al. (2002) mostram em sua pesquisa a comparagdo de resultados
obtidos na irradiacdo direta em cérebros de ratos, em dois comprimentos de onda, 830 nm e 652
nm, ambos com densidade de poténcia de 4,8 W/cm?, operando em modo continuo. Notaram
diferengas significativas no incremento do ATP, sendo o laser com comprimento de onda de

830 nm mais eficiente na promocao do ATP em relacdo ao de 652 nm.

Moore et al. (2005) mostram que diferentes tipos celulares interagem diferentemente
com os comprimentos de onda. Citam, por exemplo, os fibroblastos que respondem melhor no
vermelho (aproximadamente 660 nm), tendo seu crescimento inibido no infravermelho
(aproximadamente 810 nm). Outras pesquisas (VON LEDEN et al., 2013; MURAYAMA et

al., 2012; YAZDANI et al., 2012) relatam nos seus resultados que as celulas neuronais,
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interagem melhor com os comprimentos de onda no infravermelho. Ainda, experimentos
conduzidos com infravermelho relatado pelos autores Murayama et al. (2012) (que utilizou 808
nm; 30 mW com densidades de 18, 36 e 54 J/cm?)' Von Leden et al. (2013) (utilizou 808 nm,
50 mW e densidades de 0,2; 4, 10 e 30 J/cm?) e Abrahamse et al. (2010) (utilizou equipamento
nos comprimentos de onda de 680 e 830 nm, 35 mW e densidades de 5, 10 e 15 J/cm?) mostram
em seus resultados que a proliferacdo celular é dependente da fluéncia, que quando muito

aumentada ela promove um efeito contrario inibindo a proliferacédo celular.

Karu, Pyatibrat e Kalendo (1995) descrevem o aumento do ATP em cultivos células
HelLa, e que o aumento das respostas celulares dependem da fase proliferativa em que a célula

esta demandando um maior ou menor consumo energético.

Gao e Xing (2009) indicaram, em sua revisdo, que diferentes estudos executados
demonstraram que o laser promove 0 aumento e/ou a expressdo de diferentes proteinas
envolvidas no processo do ciclo celular, tal como as Ciclinas D1, E e A, entre outras. O LBI,
ao interagir diretamente com a enzima citocromo C oxidase presente na mitocondria das células,
leva a estimulacdo da producdo do ATP celular. Assim a célula com maior aporte energético
passa a trabalhar de maneira mais eficiente, melhorando seus mecanismos de defesa e

proliferativo.

Na revisdo de literatura, observou-se que as células neuronais podem beneficiar-se da
TLBI, sendo os comprimentos de onda dentro do espectro do infravermelho os mais adequados
para este tipo celular. Ainda, ndo se mostra claramente qual o melhor modo de entrega da
energia e fluéncias empregadas. Diante destas conclusfes obtidas na reviséo de literatura,
escolheu-se empregar no presente estudo o comprimento de onda de 830 nm, operando em

modo continuo, e as energias de 1, 5, 10, 15 e 20 J para seu modelamento experimental.
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3 JUSTIFICATIVA

Ha, na literatura, diversos resultados da acdo do LBI e LED em muitos tecidos in vivo e
em modelos celulares in vitro, dentro da janela terapéutica, compreendida no espectro de luz
visivel e invisivel (600 — 1100 nm). Acredita-se que a interacdo da luz com as mitocéndrias
amplifica a atividade mitocondrial e consequentemente os processos celulares dependentes da
producdo de ATP (adenosina trifosfato). A linhagem celular SH-SY5Y ¢ utilizada como modelo
experimental de pesquisas in vitro na busca de um melhor entendimento das manifestacbes que
ocorrem nas células nos processos neurodegenerativos (KOVALEVICH; SANTERRE;
LANGFORD, 2021); o LBI é uma ferramenta biomédica utilizada como tratamento
coadjuvante nas doencas neurodegenerativas, tal como a DA. Diante disso, é importante o
desenvolvimento de estudos de base para compreender de que modo a energia depositada atua
nas células neurais; quais sdo os limites minimos e maximos de energia a serem depositada na

celula neural de maneira a haver uma otimizagao dos processos celulares.
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4 OBJETIVO

Este trabalho objetiva avaliar a viabilidade das células SH-SY5Y diante da TLBI e os

possiveis efeitos citotdxicos proporcionados pela energia depositada.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos consistem em avaliar, dentro dos parametros propostos, se a
energia depositada por meio da TLBI na cultura de células SH-SY5Y (neuroblastoma) pode

biomodular o0 metabolismo celular de modo tal que:

a) Altere a viabilidade celular frente a exposicao da irradiacéo laser aplicada,

b) Observe ocorréncia de algum efeito citotoxico nas células frente a TLBI nas diferentes
densidades de energia depositadas,

c) Determine qual a dose de energia depositada que melhor interage com a SH-SY5Y
positivamente,

d) Observe se hd a promoc¢do dos mecanismos protetivos das células SH-SY5Y frente a

exposicao destas ao peréxido de hidrogénio (H202), como modelo de estresse oxidativo.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CULTURA CELULAR

O modelo celular definido para este experimento foi embasado no estudo de Agholme
et al. (2010), que descreve a célula SH-SY5Y como modelo in vitro para estudos de doengas
degenerativas do sistema nervoso central (REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008; XICQY,
WIERINGA, MARTENS, 2017; LIANG; LIU; XING, 2012). Trata-se de neuroblastoma
humano, SH-SY5Y — ATCC — American Type Culture Collection. As células foram cultivadas
em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium — Sigma — Aldrich Co. LLC.) alta
glicose (89 %) com soro fetal bovino (10 %) e antibidtico (1%) em estufa (CO2 Incubator —
COM-170AICUV - Panasonic Healthcare) a 37°C e atmosfera umidificada contendo 5 % de
CO:z.

As células foram desprendidas da garrafa de cultivo por tripsinizacdo (2 ml de solugéo
de tripsinizacdo, sendo tripsina na concentracdo de 0,25% + EDTA - etilenodiamina tetra- acido
acéetico a 0,05%), foram adicionados 3 ml de meio de cultura e a suspensao de células foi
coletada, acondicionada em tubo corning de 15 ml e seguiu para centrifugacdo a 1.000 RPM
por 5 minutos. O pellet de células da centrifugacao foi ressuspenso em 2 ml de meio de cultura,
foram retirados 10ul deste sobrenadante para a quantificagdo do nimero de células em camara
de Neubauer e, assim, definir o numero de células a ser adicionado por poc¢o da placa de cultura
experimental. As células foram distribuidas em placas de 24 pocos, com area de cultivo celular
de 1,93 cm? conforme protocolo de Zabeu et al. (2021). Cada pogo foi preenchido com a
quantidade minima de 1x10° células. (Figura 2).

Foram definidos sete grupos experimentais, sendo: G1 grupo controle; G2, G3, G4, G5, G6
grupos que receberam irradiacdo; G7 grupo positivo para morte (concentracdo de 2,5 mM de

H202) e G8 grupo estresse oxidativo (concentragdo de 0,2 mM de H202) (Tabela 1).
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Figura 2 - Plagueamento intervalado, a fim de evitar a interferéncia da irradiacéo depositada entre os
pogos cultivados com células; e modo de irradiagdo de cada pogo.
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Tabela 1 — Grupos experimentais e energias depositadas

GRUPOS ENMERGIA | TEMFPO DE
(J) (s) (Jiem?)
G1 Controle - -
G2 1 2 9.3
G3 5 25 46_51
G4 10 50 93.02
G5 15 75 130,53
G6 20 100 186,04
G7 — morte - - -
(concentracdo de 2.5 mM de HzOz2)
=5 - estresse gxidativo - - -
{concentracdo de 0.2 mM de Hz0z2)

DE = Densidade de energia
Fonte: do autor

4.2 LBI

O equipamento utilizado para este estudo foi um Laser de diodo Arseniato de Galio e
Aluminio (Bioset®), com comprimento de onda () 830 nm, poténcia de 200 mW, operando em
modo de emissdo continua (Tabela 2).

Tabela 2 — Pardmetros do LBI

PARAMETROS LASER
A (nmj 820
A (cmf) 01075
P (W) 0,2
A {nm) = comprimentc de onds; A {cm®) = &ea do feixer P (W) = poténcia nominal do

equipaments

Fonte: do autor

Para afericdo da poténcia nominal do equipamento, foi utilizado o equipamento Laser
Check (MMO®) (Figura 3). No inicio de cada setup de irradiacdo da placa de cultura foi feita a
afericdo confirmando, desta maneira, se a poténcia nominal emitida, no modo continuo, estava
de acordo com as especifica¢Oes técnicas do fabricante, e se mantinham ao longo da execucao
do experimento.
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A irradiacdo das células ocorreu 24 horas apés seu plaqueamento, em ambiente escuro
a fim de evitar a interferéncia de outras fontes luminosas. A caneta laser do equipamento foi

mantida fixa e em contato com a placa (Figura 4), na porc¢éo inferior, contendo as células.

Figura 3 - Equipamento Laser Check (MMO®), utilizado para verificagdo da poténcia nominal
do equipamento de laserterapia.

Fonte: do autor

Figura 4 - Aparato de fixa¢do da probe do equipamento de laserterapia em contato com a placa
para ser irradiada.

Ifonte: do autor

Ao final da irradiacdo, cada placa foi coberta com papel aluminio e novamente levada

para estufa a 37° C, em atmosfera de 5% de COz2, por 24 e 48 horas.
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5.3 AVALIACAO DE VIABILIDADE CELULAR PELO TESTE DE CRISTAL VIOLETA

Este ensaio avalia a densidade celular, sendo refletida pela determinacéo da colorimetria
das células coradas com cristal violeta (CV). Apds 24 e 48 horas da irradiacdo, 0 meio de cultura
de cada poco foi desprezado, adicionou-se 300 ul, em cada pogo de cultivo, de solucdo de
coloracdo (CV 5%, NaCl 1,7%, paraformaldeido 3,3%, etanol 33,3% e 56,7% agua) por 5
minutos a temperatura ambiente. As células, entdo, foram lavadas e na sequéncia, em cada poco,
foram adicionados 300 ul de DMSO (Dimetilsulfoxido) e incubadas por um periodo de 1 hora
a temperatura ambiente (SOARES et al., 2019). A leitura da absorbancia de cada amostra foi
determinada em um leitor ELISA Spectracount (Packard Instrument Company Inc., Meriden,
CT, EUA), com filtro de 570 nm. O experimento foi realizado em triplicata (em diferentes

periodos).

5.4 AVALIACAO DE VIABILIDADE CELULAR PELO TESTE DE MTT

O teste de MTT é uma avaliacdo colorimétrica com o objetivo de avaliar a viabilidade
celular (CARRARD et al., 2007), que consiste na degradacdo do sal de MTT, uma solucéo
amarela ([3-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazoliobrometo]) em cristais de formazan, uma
solucdo roxa, pelas desidrogenases mitocondriais das células integras e viaveis. Assim, a
producdo de formazan vai refletir o estado funcional da cadeia respiratoria V. Apds 24 e 48
horas da irradiacdo as células tém o meio de cultura retirado e adiciona-se 300 ul de solugdo de
MTT, na concentracdo de 0,5 mg/ml, por poco de cultura, que permanece incubando por 3
horas. Ao final deste periodo de incubacdo, retira-se a solucdo de MTT de cada pogo e foram
adicionados 400 pl de DMSO e mantidos sob agitacdo por 5 minutos sob agitacédo, seguido de
leitura (GRANATO et al., 2018). Esta leitura da absorbancia de cada amostra, foi determinada
em um leitor ELISA Spectracount (Packard Instrument Company Inc., Meriden, CT, EUA),

com filtro de 570 nm. O experimento foi realizado em triplicata (em diferentes periodos).

5.5 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE CELULAR TESTE DE AZUL DE TRIPANO

O ensaio de excluséo por Azul de Tripano avalia a citotoxicidade mensurando a
viabilidade celular pela integridade da membrana celular. O principio do ensaio se baseia no

fato de que membranas plasmaticas intactas — presentes em células vivas — impedem a
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internalizacdo do corante. Este método colorimétrico cora as células invidveis que tiveram sua
membrana lesionada pela acao de qualquer agente que cause disturbios a homeostase celular de
forma tal que o azul de tripano se incorporara ao interior da célula. Apés 24 e 48 horas da
irradiacdo as células tém o meio de cultura retirado cuidadosamente e adicionado 150 ul de azul
de tripano a 0,2% por 5 minutos. Em seguida, lavou-se cada poco com solugdo salina
balanceada de Hank, e por fim adicionou-se mais 150 pl desta solugdo salina para a realizagdo
da contagem no microscopio optico Leica DMIL. As imagens das células foram capturadas via
camera de video digital Leica DFC 300FX. (SALLES et al., 2017) e as células foram contadas

por meio do software ImageJ®.

5.6 AVALIACAO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL PELO TESTE DE MITOTRACKER

A avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial permite avaliar a ocorréncia de
mudancas no metabolismo celular quando ha alguma perturbagdo. O ensaio utiliza sondas de
fluorescéncia que se difundem passivamente através da membrana plasmatica da célula, e este
fluoréforo se acumula em mitocondrias ativas permitindo, assim, qualitativamente, avaliar a
integridade e atividade mitocondrial. Para este ensaio utilizamos a sonda MitoTracker Orange
CMXRos (Molecular Probes, M7512).

As células foram plaqueadas de acordo com o descrito no item 5, sob laminulas
acondicionadas no fundo de cada poco de cultivo. Apos 24 e 48 horas da irradiacdo as células
tém o meio de cultura retirado cuidadosamente e adicionado 200 pl de solucdo de marcagéo
Mitotracker Orange na concentracdo de 50 nM e seguem para incubacdo por 20 minutos em
estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO2. Em sequéncia, lavou-se cada po¢o com solugdo salina
balanceada de Hank, foram adicionados 200 pl da solucéo fixadora a base de paraformaldeido,
na concentracdo de 3,7 % (Sigma-Aldrich), deixado em incubacéo a temperatura ambiente por
10 minutos (XUN et al., 2012; DE PAULA RODRIGUES et al., 2014).

Ap0s este periodo, foram feitas lavagens sucessiva com solucao Hank; as laminulas dos
pogos cultivados foram retiradas cuidadosamente, identificadas, fixadas sobre uma lamina de
vidro, sob uma gota de corante DAPI (4,6'-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride; 4',6-
diamidine-2-phenyl indole; 2-(4-Amidinophenyl)-6-indolecarbamidine dihydrochloride)

(Sigma-Aldrich) para marcacdo do nucleo celular. As imagens foram adquiridas em
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microscopio invertido confocal de fluorescéncia por varredura a laser LSM 700 Carl Zeiss.
(Zeiss).
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6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos neste trabalho foram analisados estatisticamente por testes ndo
paramétricos, ANOVA Two-way e confirmados pelo teste de Tukey, uma vez que os resultados
obtidos nas analises sdo qualitativos nominais; ndo apresentam uma distribuicdo Gaussiana;

considerando-se 0.05% de significancia estatistica.

Para a realizacdo das analises estatisticas e graficas foi utilizado o software GraphPad
Prism 9® (GraphPad Inc., La Jolla, CA). Todos os experimentos foram realizados com um
namero amostral de 6, sendo repetido 3 vezes separadamente. Deste modo, confirmando os

resultados e aumentando a confianga dos experimentos realizados.
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7 RESULTADOS

7.1 AVALIACAO DE VIABILIDADE CELULAR, CULTURA DE CELULAS TRATADAS
APENAS COM LASER, PELO TESTE DE CRISTAL VIOLETA

Nesta avaliacdo, a cultura celular foi exposta a irradiacao laser, sem nenhum tratamento,
com o objetivo de demonstrar a interacdo da SH-SY5Y com a luz no comprimento de onda de
830 nm, dentro dos parametros pré-estabelecidos para este estudo e, assim, avaliar a viabilidade

celular. O ensaio foi realizado 24 e 48 horas ap0s a irradiacao laser (Figura 5).

Figura 5 - Avaliacdo da viabilidade celular através do teste de CV frente a TLBI
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Fonte: do autor

Neste experimento, a avaliagdo ap06s 24 horas da irradiagdo das células, a estatistica
mostrou significancia na comparagéo entre o grupo controle e grupo 1 J, onde p = 0,0002, e

quando comparado com o grupo 5J, onde p < 0,0001; ndo foram resultados significativos
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quando comparado o grupo controle com os grupos 10, 15 e 20 J. Na comparacéo do grupo 1 J
com os grupos 10, 15 e 20 J os resultados foram significativos, no qual p < 0,0001. Houve
diferenca significativa na comparacao entre o grupo 5 J e o grupo 10 J, na qual p = 0,0001, e
guando comparado aos grupos tratados com 15 e 20 J, observando-se p < 0,0001. Todos o0s
grupos tratados e o grupo controle foram significativos estatisticamente quando comparados ao
grupo morte, onde p < 0,0001.

Na avaliacdo apds 48 horas da irradiacdo das células, na analise estatistica ndo se
verificou diferenca significativa entre os grupos tratados com as doses 1, 5, 10, 15e 20 J; e
observando-se diferenca estatistica quando comparado o grupo controle, 0s grupos tratados com

0 grupo morte positivo, onde p < 0,0001.

A viabilidade das células SH-SY5Y, observada no ensaio de cristal violeta, foi melhor
quando irradiadas com as energias de 10, 15 e 20 Joules, nos dois periodos de tempos de
avaliacdo; as doses mais baixas de 1 e 5 Joules ndo foram efetivas para aumentar a viabilidade

celular.

7.2 AVALIACAO DE VIABILIDADE CELULAR, CULTURA DE CELULAS TRATADAS
PREVIAMENTE COM LASER SEGUIDO DE INDUCAO DE ESTRESSE OXIDATIVO,
PELO TESTE DE CRISTAL VIOLETA

Nesta avaliacdo a cultura celular foi previamente tratada com laser nos parametros pré-
estabelecidos e 24 horas depois foi exposta ao H202 na concentracéo de 0,2 mM por um periodo
de 4 horas, a fim de promover estresse oxidativo. Foi feita a avaliacdo da viabilidade celular
em 4 e 24 horas ap0s o estresse oxidativo (Figura 6).
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Figura 6 - Avaliacdo da viabilidade celular pelo teste CV, pré-tratamento com TLBI seguido
de inducéo do estresse oxidativo na cultura de células.
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Neste experimento, a avaliacdo apds 4 horas da exposicdo ao H20: das células
previamente tratadas com TLBI ndo demonstrou qualquer diferenca significativa a analise
estatistica entre os grupos controle, controle H20: e irradiados. Ja na avaliagdo 24 horas apos a
exposicdo ao H202, a andlise estatistica mostrou diferenga significativa na comparacao entre os
grupos controle sem qualquer tratamento e o grupo irradiado com 15 J de energia; grupo
controle H202 e o grupo irradiado com 15 J; entre os grupos irradiados com 5 e 15 J e entre 0s
grupos 15 e 20 J, onde p = 0,0069.

Desse modo, estes resultados demonstram que houve efeito fotoprotetor em todas as
doses de energias depositadas na cultura de células SH-SY5Y sem que estas tenham sofrido

acdo danosa causada pelo estresse oxidativo.
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7.3 AVALIACAO DE VIABILIDADE CELULAR, AS CELULAS FORAM PREVIAMENTE
INDUZIDAS AO ESTRESSE OXIDATIVO E TRATADAS COM LASER NA SEQUENCIA,
PELO TESTE DE CRISTAL VIOLETA

Neste ensaio, a cultura celular foi exposta previamente ao H202 na concentragéo de 0,2
mM por um periodo de 4 horas, a fim de promover um estresse oxidativo e, na sequéncia,
sucedeu-se a irradiacdo com laser nas energias e parametros pré-estabelecidos e, assim,
permitindo avaliar a viabilidade celular. Foi feita a avalicdo da viabilidade celular em 04 e 24

horas apds o estresse oxidativo (Figura 7).

Figura 7 - Avaliacdo da viabilidade celular pelo teste CV, indugdo do estresse oxidativo na
cultura de células seguido pelo tratamento com TLBI.
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Os resultados deste experimento mostram que na avaliacdo de 4 horas houve diferenga
entre os grupos 1 J e 15 J e entre os grupos 5 J e 15 J, onde p < 0,0023. Na avaliacdo de 24
horas, a diferenca estatistica ocorreu somente na comparacao entre os grupos 1J e 5J, com p
< 0,0023. Tanto na avaliagao de 4 horas como na de 24 horas ndo houve diferenca

significativa na comparagéo entre os demais grupos testados.
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A célula SH-SY5Y sofreu o estresse oxidativo, permitindo inferir que houve ativacao

dos mecanismos de recuperacao celular e ndo houve proliferagéo.

7.4 AVALIACAO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL, CULTURA DE CELULAS
TRATADAS APENAS COM LASER, PELO TESTE DE MTT

Nesta avaliacdo, a cultura celular foi exposta a irradiacdo laser, sem qualquer desafio,
com o objetivo de demonstrar a interacdo da SH-SY5Y ao comprimento de onde de 830 nm
dentro dos parametros pré-estabelecidos e assim avaliar a atividade mitocondrial. Avaliacdo

feita em 24 e 48 horas ap0s a irradiacdo laser (Figura 8).
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Figura 8 - Avaliacdo da atividade mitocondrial pelo MTT frente a TLBI
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O resultado estatistico da avaligdo da atividade mitocondrial pelo teste MTT, mostra
que na avaliacdo de 24 horas ap0s a exposicao da cultura celular ao LBI ndo houve qualquer
diferenca na comparacao entre o grupo controle e os grupos tratados. Na avaliacdo de 48 horas
apos a irradiacdo, os resultados estatisticos mostram diferenca significativa na comparacéo
entre os grupos 1J e 5J; 1J e 10 J; 5Je 20 J, onde p = 0,0015. Entre os grupos 1J e 15 J; 1J e 20
J houve diferenca significativa em que p < 0,0001. Houve diferenca entre todos 0s grupos
qguando comparados com o grupo morte, onde p < 0,0001, tanto na avaliacdo de 24 como de 48

horas.

N&o ocorreu aumento de atividade mitocondrial em 24 horas em nenhuma das doses
laser irradiadas. Apos 48 horas da irradiacdo, ocorreu aumento de atividade mitocondrial nas
doses mais baixas da irradiacdo laser.
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7.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE MITOCONDRIAL EM CULTURA DE CELULAS SH-
SY5Y TRATADAS PREVIAMENTE COM LASER E INDUCAO DE ESTRESSE
OXIDATIVO, PELO TESTE MTT

Nesta avaliacdo a cultura celular foi previamente tratada com laser nos parametros pré-
estabelecidos e 24 horas depois foi exposta ao H202 na concentracdo de 0,2 mM por um periodo
de 04 horas, a fim de promover um estresse oxidativo. Foi feita a avaliacdo da viabilidade

celular em 04 e 24 horas ap06s o estresse oxidativo (Figura 9).

Figura 9 - Avaliacdo da atividade mitocondrial pelo teste MTT, pré-tratamento com TLBI seguido de
indugdo do estresse oxidativo na cultura de células.
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Neste experimento, os resultados mostram que na avaliacdo de 4 horas, quando
comparado o grupo controle estresse H202 — 0,2 mM com 0s grupos tratados com LBI
previamente, ndo houve diferenca significativa, sendo somente estatisticamente diferente
guando comparado com o grupo controle, onde p < 0,001. Na comparacdo entre 0 grupo
controle e os grupos tratados com laser 1J e 5 J, seguido de exposi¢do ao H202—0,2 mM, houve
diferenca estatistica (p = 0,004). Na mesma comparacao entre 0 grupo controle com 0s grupos
irradiados com 10 J, 15 J e 20 J, seguido da exposi¢cdo ao H202 — 0,2 mM, a diferenca
significativa foi de p < 0,0001.

Na avaliacdo, apds 24 horas do tratamento, todos 0s grupos tratados e o grupo controle,
quando comparados ao grupo controle estresse H202 — 0,2 mM, foram significativamente
diferentes, com p < 0,0001. Na comparacdo entre 0s grupos tratados previamente com laser
seguidos da exposicdo ao peroxido de hidrogénio a estatistica mostrou diferenca significativa
entre os grupos 1 J e 10 J, onde p = 0,004. Entre os grupos 5J e 10 J; 5 J e 15 J a diferenca
significativa teve p < 0,004. Na comparagdo entre o grupo controle ¢ os grupos tratados nao

houve diferenca significativa.

Pode-se inferir que na avaliagdo de 4 horas o laser protegeu as células frente & exposicao
ao H202, mas ndo aumentou a atividade mitocondrial e na avaliagcdo ap0s 24 horas da exposicado

ao H202 as doses menores da irradiacdo laser aumentou atividade mitocondrial.

7.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE MITOCONDRIAL PELO TESTE MTT, AS CELULAS
FORAM PREVIAMENTE INDUZIDAS AO ESTRESSE OXIDATIVO E TRATADAS COM
LASER NA SEQUENCIA

Nesta avaliagéo, a cultura celular foi exposta previamente ao H202 na concentragéo de
0,2 mM por um periodo de 04 horas, a fim de promover um estresse oxidativo e, na sequéncia,
sucedeu-se a irradiacdo com laser nas energias e parametros pré-estabelecidos e, assim, foi
avaliada a atividade mitocondrial das células. Foi feita a avalicdo mitocondrial em 04 e 24 horas

apos a inducdo do estresse oxidativo seguido do tratamento da amostra com TLBI (Figura 10).
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Figura 10 - Avaliacdo da atividade mitocondrial pelo teste MTT, inducdo do estresse oxidativo na
cultura de células seguido pela TLBI.
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Na avaliagdo da atividade mitocondrial pelo ensaio de MTT, a estatistica demonstrou
que na avaliacdo apos 4 horas de exposicdo da cultura de celulas ao perdxido de hidrogénio
seguido de tratamento com laser, a comparacao entre os grupos tratados com 10J,15Je20J e
0 grupo controle foi significativo, onde p < 0,0001. Na comparagédo entre o grupo controle
estresse H202— 0,2 mM e o grupo controle ndo houve diferenca significativa, onde p = 0,0765;
e quando comparado ao grupo 10 J observou-se diferenca estatisticamente significante (p =
0.0118). O grupo controle estresse H202 — 0,2 mM néo teve diferenca significativa quando
comparado aos grupos tratados com laser na avaliacdo de 4 horas. Na comparagdo entre 0s
grupos irradiados a diferenga significativa ocorreu entre os grupos 1 J e 10 J, onde p = 0,0118;

entre os grupos 5 J e 10 J, onde p <0,0118.
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Os resultados estatisticos mostram que ap6s 24 horas da exposi¢do da cultura de células
ao perdxido de hidrogénio na concentra¢do de 0,2 mM, seguido do tratamento com laser, a
significancia ficou na comparacao entre o grupo controle com todos os grupos irradiados (1, 5,
10, 15 e 20 J), onde p < 0,0001. N&o houve diferenca na comparacéo entre 0s grupos tratados

com laser e em na comparagdo com o grupo controle estresse H202, onde p = 0,0765.

N&o houve aumento da atividade mitocondrial frente a exposicdo das células ao
peroxido nas primeiras 04 horas de contato quando as células foram tratadas com 1, 5 e 10

Joules. Em 24 horas as células ndo sofreram mais estresse oxidativo por a¢do do H20:.

7.7 AVALIACAO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL, CULTURA DE CELULAS
TRATADAS APENAS COM LASER, PELO TESTE MITOTRACKER

Neste ensaio a microscopia de fluorescéncia foi utilizada para medir potencial de
membrana mitocondrial e morfologia no ndcleo apos 24 e 48 horas das células serem irradiadas.
As imagens mostram que ha ativacdo mitocondrial nas dosagens de 1, 5, 10 e 15 J na avaliagédo
apos 48 horas da TLBI, corroborando com os achados no teste de avaliacdo mitocondrial pelo
teste de MTT (Figura 11, item b, c, d, e). Ndo houve eventos morfoldgicos significativos no
ndcleo celular (Figura 11).

Figura 11 — Imagem de microscopia de fluorescéncia (confocal) a) controle; b) 1 J; ¢) 5 J; d) 10 J; e)
15 J; f) 20 J. As setas indicam as mitocdndrias filamentosas pelo aumento da atividade mitocondrial.

Fonte: do autor
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Imagens de microscopia de fluorescéncia, marcacdo por Mitotracker Orange: A)
imagem das células grupo controle sem LBI e sem perdxido, as mitocondrias ndo estéo ativadas
e encontram-se em formato globular; B) imagem das células do grupo 1 J; C) imagem das
células do grupo 5 J, com atividade mitocondrial ativada; D) imagem das células do grupo 10
J, com aumento da atividade mitocondrial a organela se mostra mais espraiada; E) imagem das
células do grupo 15 J, mitocdndria ainda ativa; F) imagem das células do grupo 20 J, nesta

energia, as células ja ndo demonstram aumento significativo da atividade mitocondrial.

7.8 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE CELULAR, CULTURA DE CELULAS
TRATADAS APENAS COM LASER, PELO TESTE DE AZUL DE TRIPANO

Nesta avaliacdo, a cultura celular foi exposta a irradiacdo laser, sem qualquer desafio,
com o objetivo de demonstrar a interacdo da SH-SY5Y ao comprimento de onda de 830 nm
dentro dos parametros pré-estabelecidos e, assim, avaliar a ocorréncia de efeitos citotoxicos.

Avaliacdo feita em 24 e 48 horas ap0s a irradiacdo laser (Figura 12).
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Figura 12 - Avaliagdo da citotoxicidade da TLBI em células SH-SY5Y pelo teste Azul de Tripano

%k %k %k
%k %k %k %k
* %k %k %k
|
* %k %k %k
%k %k %k %k 3k 3k %k
—
* * %k %k %k
* %k %k %k %k \
%k %k 3k %k %k 3k %k k | %k %k %k %k
1 1
%k %k %k %k %k %k %k *
| [ |
* %k % %k %k %k ok %k k *k *
3007 |
@
()
3
< 200+
(%]
©
=)
3
© 100+
o
S
O_
N AN
> R
Controle 1) == 5) mm 10) mm 15) mm 20]

mm Morte - 2,5 mM de H,0,

Fonte: do autor

Neste ensaio de citotoxicidade, na avaliacdo de 24 horas, a estatistica foi significativa
guando comparados 0s grupos controle, grupos tratados com TLBI (1, 5, 10, 15 e 20 J) com o
grupo morte positivo, onde p < 0,0001. Na comparagéo entre os grupos tratados com laser e 0

controle ndo houve nenhuma diferenca significativa, onde p = 0,4157.
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Na avaliacdo de 48 horas ap6s a TLBI os resultados estatisticos foram significativos na
comparagao entre o grupo morte e 0s outros grupos tratados e controle, onde p < 0,0001. Na
comparacgao entre o grupo controle e os grupos tratados com 1 J e 5J a diferenca significativa
teve p < 0,0001. Na comparacgdo entre os grupos tratados obtivemos estatistica significativa
entre grupo 1 Je 10 J, onde p = 0,0038; entre grupos 1J e 15 J; 1J e 20 J, onde p < 0,0001; entre
5Je 10 J, onde p <0,0001; entre grupos 5J e 15 J; 5J e 20 J, onde p < 0,0001. Na comparacao

entre os grupos tratados 10, 15 e 20 J ndo houve diferenca estatistica entre eles, onde p = 0,4157.

A interacdo do TLBI ndo promoveu efeitos citotdxicos a célula SH-SY5Y.
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8 DISCUSSAO

No presente estudo, buscou-se elucidar se os processos celulares sofrem alguma
alteracdo quando ha interacdo da energia fornecida pela luz laser com o modelo de células
neurais SH-SY5Y. A hipotese experimental foi se a TLBI promoveria biomodulacdo do modelo
celular de modo a manter a viabilidade e proliferacdo celular, ndo acarretaria efeito citotoxico
resultante desta interacdo e, por fim, se o laser melhora e/ou propicia 0os mecanismos de defesa
da célula quando esta é submetida ao estresse oxidativo pela exposicao ao H202. Os resultados
obtidos na presente experimentacdo demonstraram que houve biomodulacdo da célula SH-
SY5Y frente a irradiacdo laser dentro dos pardmetros pré-estabelecidos previamente, para
algumas das energias depositadas neste ensaio de maneira imediata e, também, & longo prazo.

A terapia a laser de baixa intensidade (TLBI), nos comprimentos de onda dentro do
espectro eletromagnético visivel e infravermelho préximo compreendido entre as bandas de
650 até 1060 nm, é uma ferramenta biomédica em areas da medicina humana e animal
(ESTEVAO, 2009; ROJAS; GONZALEZ-LIMA, 2011; DONG et al., 2015; DA COSTA
FURTADO; ZABEU; DA SILVA, 2021; GHAEMI et al., 2019), alavancada pelo avanco das

pesquisas cientificas nas ciéncias basicas para conhecimento de fotobiologia e bioenergética.

A resposta celular frente a interacdo com laser é determinada pela absorcéo da energia
por moléculas fotoaceptoras — 0os cromoforos presentes nas mitocéndrias, sendo a Citocromo C
Oxidase, presente no complexo IV da cadeira mitocondrial, o principal deles. Durante a
irradiacdo, que converte os fétons em sinais que estimulam os processos celulares, modulando
vias de sinalizacdo, producio de espécies reativas de oxigénio, ATP, Ca?*, NO e outros eventos
metabolicos das celulas (SOMMER, 2019). Efeitos secundarios, tais como sinalizacdo de
estresse oxidativo, proliferacédo e diferenciacdo e a homeostase celular sdo estimulados pela
interacdo do laser com as células (EVANS; ABRAHAMSE, 2009; TSAI; HAMBLIN, 2017).

Tsai e Hamblin (2017) em seu trabalho de revisao esclarecem que a TLBI ndo se trata
de um processo térmico — o que poderia ser prejudicial as células; séo efeitos fotofisicos e
fotoquimicos que promovem efeitos em varias escalas bioldgicas. Diante disso, ja é aceita a
proposicdo pelos autores e outros pesquisadores (ANDERS; LANZAFAME; ARANY, 2015;
SOMMER, 2019) desta terapia fisica, que ela tenha a denominacdo de PBM -
Photobiomodulation theraphy ou Terapia de Fotobiomodulacao.
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Dentre os efeitos fotobiomoduladores destacam-se a estimulagao neural, neuroprotecéo
e neurogénese. A aquisicdo de maiores conhecimentos sobre a terapia fotobiomoduladora no
tecido nervoso trouxe grande avanco ao tratamento de processos neurodegenerativos
(HAMBLIN, 2019).

No presente trabalho, a avaliacdo da viabilidade da célula SH-SY5Y- neuroblastoma
humano, modelo experimental in vitro para estudos de doencas neurodegenerativas
(AGHOLME et al., 2010) — frente a irradiacdo laser aplicada nas energias de 1, 5, 10, 15 e 20
J, possibilitou inferir, pelos resultados encontrados no ensaio colorimétrico de cristal violeta,
gue as células metabolizaram completamente a energia depositada na avaliacdo 24 horas apds
a irradiacéo e que as amostras mantiveram-se inalteradas em relagdo aos resultados iniciais na
avaliacdo de 48 horas ap6s a TLBI. As células testadas tiveram melhor interacdo com a
densidade de energia (DE) de 139.53 J/cm? e energia (E) de 15 Joules, quando comparadas com

0s demais grupos experimentais irradiados, sem qualquer desafio (Figura 5).

Esta hipdtese mostra-se verdadeira e corrobora com achados Zaizar, Gonzalez-Lima e
Telch (2018) que utilizou laser transcranialmente in vivo (1064 nm, 3,4W, DE de 120 J/cm?)
obtendo melhora significativa dos pacientes com transtornos neurolégicos ligados a ansiedade
e panico. Seus resultados mostram, dessa maneira, que a interacdo da irradiacdo da luz com as
células, sendo ela neural ou ndo, apresentam resultados significativos quanto a sua viabilidade

dentro de parametros seguros da terapia com laser de baixa intensidade.

Outros estudos demostram que as energias mais baixas depositadas no tecido vivo
apresentam resultados mais efetivos. Alghamdi, Kumar e Moussa (2012) testaram diferentes
culturas celulares quanto a viabilidade celular frente a irradiacdo laser, dentro dos
comprimentos de onda, compreendido no espectro eletromagnético visivel e infravermelho
préximo. Sugerem que o intervalo de densidades de energia (DE) que sdo benéficos para
diferentes modelos de culturas celulares — fibroblastos, células endoteliais, células esqueléticas,
queratindcitos, mioblastos e outros tipos de células — esta entre 0,5 e 4 J/cm?, dependente do
modo de entrega desta energia e de parametros como poténcia do equipamento de entrega destes
fétons, area irradiada ou tamanho do spot laser, podendo alcancar DE mais elevadas ou
menores. Ressaltam que o conhecimento dos parametros fisicos e uso adequado podem tornar

esta terapia fundamental para engenharia e regeneracédo de tecidos em diferentes areas da salde.

A pesquisa desenvolvida por Terena e colaboradores (2020) testou a viabilidade de

células endoteliais da veia umbilical humana frente ao laser vermelho e infravermelho (1V)
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préximo dentro de parametros (ArGaAl; 660 e 780nm; 40 mW; DE de 1,5,10 e 20 J/cm?, modo
continuo, éarea irradiada de 0,04 cm?) similares ao utilizado no presente trabalho e encontrou
resultados positivos de estimulo da viabilidade e proliferacdo celular com a luz vermelha. Ja no
trabalho de Safian et al. (2020) em que foi avaliada a viabilidade celular de células humanas
apos a irradiacdo laser no espectro vermelho e IV proximo (630 e 810 nm, 50mW, DE de 0.6,
1.2 e 2.4 JJcm?, modo continuo, area irradiada de 1,91 cm?) obteve-se resultado positivo quanto

a viabilidade de sua amostra no comprimento de onda IV.

Em nosso estudo foi utilizado o comprimento de onda no espectro infravermelho de 830
nm e parametros seguros de fotobiomodulacéo, em acordo com estudos de Zabeu et al. (2021)
que utilizaram cultura de células 9L/lacZ (830 nm, 40 mW, DE de 0,5 & 3 J/cm?) e obteve

resultados positivos quanto a viabilidade celular.

A divergéncia de resultados encontrados na literatura cientifica apresentada pode estar
relacionada a variabilidade dos parametros laser, utilizado em cada experimento, e do tipo de
célula modelo. De acordo com Huang et al. (2011), a revisdo feita sobre os efeitos bifasicos do
laser no tecido biol6gico envolve basicamente dois parametros muito importantes que sdo o
comprimento de onda e a penetracao da luz no tecido, e isso € bastante variavel entre cada tipo
celular e a complexidade de cada tecido. Assim, a divergéncia entre 0s parametros observados
em diferentes literaturas pode explicar que em um mesmo comprimento de onda, a poténcia de
entrega, as densidades de energia e tamanho de spot possa fornecer resultados incomparaveis
entre si, e nem por isso sao melhores ou piores. 1sso nos leva entdo a inferir que nossos achados
quanto a viabilidade da célula SH-SY5Y frente ao laser, na comparagdo com outros resultados

descritos na literatura, sdo sinalizadores de fotobiomodulagéo positiva deste modelo.

Quando submetemos o modelo celular SH-SY5Y ao estresse oxidativo induzido pelo
peroxido de hidrogénio (H202) e tratamos com TLBI, antes e depois do estresse, temos
resultados que podem elucidar melhor a nossa hipotese de que a fotobiomodulagéo, os fotons
entregues as células SH-SY5Y, promove seus mecanismos protetivos e de manutencdo da

homeostase celular.

O resultado da avaliacdo pelo teste de cristal violeta da viabilidade da célula SH-SY5Y,
tratada previamente com laser e na sequéncia exposta ao H202, mostrou que houve efeito
fotoprotetor promovido pelo laser em todas as energias aplicadas na avaliacdo de 24 horas. Os
resultados sugerem que a dose de 15 J (DE = 139.53 J/cm?) foi a mais efetiva na ativacdo dos

mecanismos antioxidantes.
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Em acordo com nossos resultados ha o estudo de De Oliveira et al. (2018) que submeteu
ratos Wistar a exercicios resistidos de alta intensidade, tratando-os antes e depois do exercicio
com LBI (830 nm, 144 J/cm?, 4 J/ponto, 100 mW) e avaliou 0 estresse oxidativo do tecido
muscular, tendo como resultado que a TLBI reduziu o estresse oxidativo, evitou a reducdo da
ativacdo e agdo dos antioxidantes celulares, bem como aumentou seus niveis circulantes nestes
tecidos. Migliario et al. (2018) trataram cultura de neutréfilos que foram irradiados (980 nm,
1W, DE de 3.25, 6.5, 16.23, 32.47 e 48,7 J/cm?) e comprovando que mesmo fazendo a inibicao
dos mecanismos antioxidantes da cultura apés a terapia laser as células responderam
positivamente quanto a viabilidade, pois a energia depositada estimulou os mecanismos
antioxidantes anteriormente suprimidos. Estes resultados também corroboram com os achados
do presente experimento.

Quando o modelo celular SH-SY5Y foi submetido ao estresse induzido pelo H202 e
depois recebeu o tratamento com laser os resultados também foram significativos e positivos
quanto a biomodulacdo dos mecanismos antioxidantes celulares. Este resultado pode estar

relacionado com a efetiva acdo do perdxido de hidrogénio na cultura celular.

O H20:2 isoladamente é indcuo e estavel quando adicionado diretamente ao meio de
cultura simples, contudo na presenga de células a concentracdo de H20: decai de modo
dependente da concentracéo celular. O H20: difunde-se com facilidade no citoplasma celular,
sendo a catalase a enzima responsavel pelo mecanismo de detox, e a efetividade desta enzima
inversamente proporcional aos danos citotoxicos (GILLE; JOENJE, 1992). Os efeitos
deletérios e citotoxicos provocados nas células pela exposi¢do ao H202, tal como a peroxidacao
lipidica e os danos ao DNA, decorrem da formacdo de radicais OH" catalisados pelos metais
presentes nas cromatinas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Outros compostos
citotoxicos, tais como o oxido nitrico (NO) e peroxionitrito (ONOQO), formados a partir do
peréxido de hidrogénio e dos superdxidos levam a oxidacdo lipidica e danos as proteinas
celulares, sendo estes efeitos altamente deletérios para as células neurais que resultando em
morte por apoptose e necrose (KLEIN; ACKERMAN, 2003).

Zabeu et al. (2022) testaram células SH-SY5Y frente a exposi¢cdo em diferentes
concentragOes de H202 e observaram que a partir da concentragéo de 0,2 mM, no tempo de 2
horas, ha uma diminuicdo significativa no numero de células em relacdo ao grupo controle,
sendo assim, com o aumento das demais concentragfes em relagcdo ao tempo, ocorrem mais
danos celulares. A diminuicdo da viabilidade celular quando SH-SY5Y é exposta ao peréxido

de hidrogénio e diretamente proporcional a concentracdo e ao tempo de exposi¢cdo. Em
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concentracOes superiores, a partir de 0,5 mM, as células evoluiram para morte em funcéo do
tempo de exposi¢do. Seus achados experimentais mostram que na menor concentragdo e no
menor tempo de exposicao (0,2 mM em 2 horas) é possivel promover o estresse oxidativo no
modelo celular de neuroblastoma humano e assim estabelecer como protocolo de avaliagéo in
vitro para diferentes tratamentos e estudos dos mecanismos antioxidantes.

Diante deste exposto sobre o perdxido de hidrogénio, nossa hipétese testada foi que a
exposicdo da célula SH-SY5Y ao H202 no periodo de 04 horas tenha promovido o estresse
oxidativo e o que o tratamento com TLBI biomodulou os mecanismos antioxidantes da célula
de modo imediato. Como observado no ensaio de viabilidade pelo teste de cristal violeta, as
células tratadas ap0s o estresse, na avaliacdo de 04 horas pds-exposicdo ao peroxido, as doses
compreendidas entre 5 e 15 J foram biomoduladoras, sendo a dose de 15 J mais efetiva em
relacdo as demais energias depositadas na cultura de células SH-SY5Y. Na avaliacdo mais
tardia, de 24 horas apds a exposicao as energias de 1 e 5 J foram mais eficientes, destacando-se
adosedellJ.

Volpato et al. (2011) submeteram cultura de fibroblastos ao estresse nutricional e
trataram com laser vermelho (660 nm, 40 mW, 4 e 8 J), laser IV (780 nm, 50 mw, 5e 10 J) e
com LED (637 nm, 40 mW, 4 e 8J) observando que a fototerapia estimulou a viabilidade de
fibroblastos em déficit nutricional. Este estudo corrobora com o presente resultado, uma vez
que Volpato et al. (2011) observaram maior eficiéncia nos comprimentos de onda de 780 nm.
De Souza da Fonseca et al. (2021) em sua revisao de literatura, afirmaram que as células
eucariontes e procariontes frente a exposi¢éo de radiagcdes emitidas por fontes de baixa poténcia
podem responder positivamente em condigdes estressantes de sobrevivéncia, sendo esta uma
base da fotobiomodulacéo clinica, uma vez que nos tecidos lesionados e infectados as células

encontram-se em condicOes de estresse.

No ensaio de MTT realizado no presente experimento, os resultados observados véo de
encontro com os achados nos resultados de viabilidade celular. Neste ensaio em que as células
SH-SY5Y foram submetidas apenas a TLBI, na avaliagdo de 24 horas ndo houve ativacao
mitocondrial em nenhuma das doses de energias depositadas. J& na avaliagdo de 48 horas —
avaliacdo mais tardia — os resultados foram estatisticamente significativos, demonstrando a
interacdo das células em todos os grupos de energias depositadas, com destaque para a
biomodulacdo que ocorreu na dose de energia de 1 J. Quanto a ativacdo mitocondrial. Hamblin
(2017), em sua revisdo, verificou a fotobiomodulagdo tem efeito estimulante sobre o

metabolismo celular pelo aumento do ATP e eleva a producéo de espécies reativas de oxigénio
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(ERO) em células normais. Isso explica os resultados encontrados no presente estudo na
avaliacdo de viabilidade e atividade mitocondrial. Entretanto, em células estressadas ha
diminuicdo, fotobiomodulacdo regula os mecanismos antioxidantes e consequentemente as

manifestacdes de estresse oxidativo.

No ensaio em que aplicamos TLBI pré e pds a inducdo ao estresse oxidativo por H202
no modelo celular SH-SY5Y e avaliamos a atividade mitocondrial pelo teste MTT, nossa
hipotese era se o laser promoveria um aumento exagerado desta organela, de tal modo a levar
a um efeito inibitdrio. Nossos resultados demonstraram que, quando ofertamos TLBI antes do
estresse oxidativo as células, na avaliacdo inicial apds 04 horas da exposicdo ao perdxido,
observou-se resposta positiva ao efeito fotoprotetor, mas ndo houve ativacdo mitocondrial
significativa. Ja na avaliacdo de 24 horas, as doses de energia menores, 1 e 5 J, foram mais
efetivas na promocao da atividade mitocondrial e, embora, as doses mais altas (10, 15 e 20 J)
ndo foram diferentes estatisticamente também néo foi observado qualquer efeito inibitério da
atividade mitocondrial. De acordo com os resultados de viabilidade, ja discutidos nesta
experimentacdo, as células metabolizaram a energia entregue, transformando os fotons

recebidos em sinais intracelulares de maneira positiva.

Quando induzimos, primeiramente, 0 estresse oxidativo nas células SH-SY5Y, seguido
do tratamento com laser, os resultados obtidos foram estatisticamente significativos nas doses
de energia mais elevadas (10, 15 e 20 J) na avaliacdo de 04 horas apds o LBI, sugerindo assim
serem estas as doses mais eficientes durante a fase mais aguda da oxidacéo celular. Na avaliacdo
de 24 horas os resultados ndo mostraram qualquer diferenca, sugerindo que neste periodo as
células ndo estavam mais sob a¢do do H202, em acordo com o observado por Zabeu et al. (2022)
e com o estudo de Ruffels, Griffin e Dickenson (2003) onde observaram que no estresse
oxidativo h& aumento significativo, inicialmente, da fosforilacdo das quinases seguidos de
decréscimo da concentracdo destas proteinas para os niveis basais. Este resultado encontrado
também esta de acordo com o de Giuliani et al. (2009) que estaram o modelo celular PC12 —
feocromocitoma de rato submetido ao estresse oxidativo com H20: e irradiaram a amostra no
espectro vermelho (670 nm, 3 mW, DE de 0.45 mJ/cm?, modo continuo e pulsado), observou
aumento da atividade mitocondrial e alongamento dos neuritos proporcional a viabilidade

celular.

Embora nossos resultados demostrem, inicialmente, que na avaliacdo de 04 horas as

doses mais elevadas apresentaram efeitos mais significativos e, em concordancia com estudo
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realizado por Sharma et al. (2001) — que em seu trabalho submeteu neurdnios corticais
primarios a TLBI (810 nm, DE de 0.03, 0.3,3,10 e 30 J/cm2) e demonstrou que altas doses
aumentam EROs significativamente e diminuem a atividade mitocondrial de modo impactante
para viabilidade celular, levando a citotoxicidade — quando a avaliamos as mitocéndrias das
células SH-SY5Y induzidas ao estresse oxidativo e tratadas com TLBI, através de marcagédo de
fluorescéncia (teste Mitotracker), foi possivel observar que ndo ocorreram alteragdes estruturais
nesta organela. O que se observou foi um aumento na atividade das mitocondrias apos a TLBI,
as quais se apresentam na microscopia de fluorescéncia, mais alongadas e filamentosas,
mantendo o nucleo celular integro na comparag¢do com o grupo controle (Figura 11 C, D e E).
No grupo controle, que ndo recebeu qualquer irradiacdo, as mitocondrias se apresentam com
aspecto granular (Figura 11, A). Esta observacao estrutural das mitocondrias, quando sua
atividade esta elevada, corrobora com o estudo de Bortoletto et al. (2004) que irradiou cultura
celular de carcinoma de traquea humana (Hep 2) (635 nm, DE de 10 mJ/cm?, nos tempos de
irradiacdo de 100, 150 e 200 segundos) e obteve em seus resultados de avaliagdo da atividade
mitocondrial 0 mesmo que observamos em nosso experimento nas doses mais altas da TLBI,
10 J (DE 93,02 J/cm?) e 15 J (DE 139, 53 J/cm?).

Em Silveira et al. (2019) que avaliou a atividade mitocondrial apos a irradiagédo laser
(660 nm, 30 mW, DE de 10, 30 e 60 J/cm?) em amostras de mitocondrias extraidas de cultura
celular de musculo esquelético e cérebro de ratos, observou que a TLBI nas mitocondrias
isoladamente induz altera¢6es na transcricdo e traducdo mitocondrial, aumento de reacGes em
cascata de varios componentes da cadeia respiratdria, como os citocromos dos complexos | e
I1, principalmente nas mitocondrias do tecido de cérebro de rato. A enzima Citocromo C
Oxidase do complexo IV da cadeia respiratoria mitocondrial, tanto de células do madsculo
esquelético como do cérebro de ratos, foram as mais ativadas nas dosagens mais elevadas (60
Jicm?) observado no estudo de Silveira et al. (2019), corroborando com os resultados

encontrados no presente estudo.

Este estimulo mitocondrial se reflete em aumento da sintese de ATP, reducdo na
liberacdo de EROs, aumento da atividade da creatina quinase e hexoquinase, e elevacdo da
producdo de antioxidantes, como mostrou Avni et al. (2005) em seu trabalho, in vivo, irradiando
musculo gastrocnémio de ratos (810 nm, 400 mW, DP de 1.4, 2.8 e 4.5 mW/cm?) e avaliaram
a elevacdo de proteina creatina fosfoquinase e antioxidantes totais no tecido irradiado. Seu
resultado demonstrou, em todas as densidades de poténcia aplicadas, evidéncia no aumento da

atividade enzimatica de creatina quinase na amostra de musculo irradiado em comparagéo ao
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ndo irradiado (controle), bem como aumento nos niveis de antioxidantes totais em até 5 vezes

na comparagdo com o grupo controle.

Todos estes resultados sdo compativeis com a avaliacdo de citotoxicidade feita neste
experimento, pelo teste de exclusdo por azul de tripano. A hipotese avaliada foi se o LBI
aumentaria a atividade mitocondrial e a viabilidade celular de tal forma a levar as células SH-
SY5Y a efeitos citotoxicos em algum dos parametros pré-estabelecidos. Os resultados obtidos
demonstraram que ndo houve diminuicdo da viabilidade celular ou efeitos citotoxicos para este
modelo experimental, associados a ativacdo mitocondrial. Esta observacdo corrobora com os
resultados publicados na literatura cientifica sobre efeitos secundarios (KARU, 1999) e
biomoduladores do metabolismo em diferentes tipos celulares e sdo contrarios a manifestacao
de citotoxicidade (AGRAWAL et al., 2014; ANDERS et al., 2010; ANDERS et al., 2015;
BARBOZA et al., 2014; GIULIANI et al., 2014; HUANG et al., 2011; 2013; 2014;
HAMBLIN, 2017).

As doencas neurodegenerativas, tal como Alzheimer (DA) em humanos e Doenca
Cognitiva Canina (DCC) em cdes, sdo caracterizadas pelo envelhecimento e estase funcional
das células do tecido neural, levando a morte celular. As manifestacdes clinicas dessas doengas
sdo evidenciadas pela perda de memoria recente, diminuicdo da cognicdo e outros eventos
organicos mediados pelo SNC. Na neurodegeneracdo o funcionamento anormal da usina
energética, que sdo as mitocondrias, acarreta um disturbio bioenergético e isquémico do tecido
neural, que é determinante para o adequado funcionamento do sistema nervoso. A deméncia
causada nos quadros de neurodegeneracdo, onde ha uma progressao da perda da memoria esta
associada a diminuicdo do aporte energético na célula neural e consequente perda da
homeostase sinaptica e integridade da rede neuronal (KNOPMAN et al., 2021; LEI; AYTON,;
BUSH, 2021). Ha atrofia cortical difusa do tecido nervoso, degeneracao neurovascular perdas
de sistemas neurotransmissores, presenca de placas senis extravasculares, compostas por
agregados de proteina B-amiloide (AP) e massas neurofibrilares de proteina Tau (DE PAULA,;
GUIMARAES; FORLENZA, 2009; FALCO et al., 2016). A homeostase celular fica
desequilibrada, os processos oxidativos, e 0s sistemas protetivos antioxidantes estdo em mau
funcionamento — reflexo da diminuicio do metabolismo celular - evoluindo,
consequentemente, para morte por mecanismos apoptoticos, seguido de necrose celular
(SINGH et al., 2019).
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Assim como no DA ou DCC, doenca de Huntington, esclerose lateral amiotréfica
disturbios agudos do SNC, tal como traumas cranio encefalicos, acidente vascular cerebral,
também sdo caracterizados pela hipoxia do tecido nervoso, que resultam no aumento do estresse
oxidativo (ANDRADE et al., 2009). Em funcéo do alto consumo de oxigénio pelos neurdnios,
0 sistema antioxidante juntamente com alto teor lipidico que o tecido nervoso apresenta, torna-
0 mais propenso a oxidacdo quando o equilibrio de oxi-reducdo esta perturbado (KLEIN;
ACKERMAN, 2003).

As mitocondrias exercem papel fundamental na cascata de eventos mediados a partir do
fornecimento de ATP as células. Reacdes de reducdo sdo catalisadas por enzimas que ocorrem
na via de fosforilagdo oxidativa. Quando ha uma disfuncdo mitocondrial, esta via de
fosforilacdo fica inativa e hd um aumento na producdo de EROs, o que leva ao desequilibrio
metabolico e causa danos as macromoléculas de DNA, lipideos e proteinas. A producao
aumentada das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), promove a morte celular programada

da célula (apoptose) e em casos mais avangados a morte por necrose (SINGH et al., 2019).

A busca é incessante pela comunidade cientifica de farmacos, terapias e tratamentos
para doengas neurodegenerativas, de diferentes etiologias. Dentre as terapias ja comprovadas
guanto aos mecanismos que impactam beneficamente nos quadros degenerativos o Laser de
Baixa Intensidade (LBI) vém se destacando de modo promissor. O sitio principal de atuacéo do
LBI € a Citocromo C Oxidase do complexo IV da cadeia respiratoria mitocondrial e esta
também é a organela que exerce papel de ponto inicial da fisiopatologia das doencas
neurodegenerativas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; GONZALEZ-LIMA; BARKSDALE;
ROJAS, 2014; ELFAWY; DAS, 2019).

Diante disso, é vasto o nimero de estudos acerca da interacdo do LBI em células do
sistema nervoso (in vitro) e sua aplicagéo diretamente nos seres vivos (HASHMI et al., 2011,
WANG et al., 2015; LAPCHACK; DE TABOADA, 2010; ABE et al., 1993). Em Dos Santos
Cardoso, Gonzalez-Lima e Da Silva (2021) sugerem, em seu trabalho de revisdo, que o LBI
melhora o aporte energético, o metabolismo hemodinamico, reduz os niveis de substancias
inflamatdrias e oxidativas, e regula o processo apoptético das células nervosas e, em

consequéncia disso, melhora os quadros neurodegenerativos.

Ainda assim, ndo ha um consenso pela comunidade académica acerca da dose ideal de
energia a ser depositada e da frequéncia de aplicacdo da terapia neste tecido nobre, que é o

sistema nervoso. Ha uma variedade de parametros, tipos de equipamentos e modo de entrega
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dos fétons, o que se sabe é que estas células respondem bem dentro da janela Optica que esta
compreendida dentro do espectro eletromagnético vermelho e infravermelho préximo (650 —
1060 nm) (HAMBLIN, 2019; GUTIERREZ-MENEDEZ et al., 2020). Além disso, ndo ha
evidéncias na literatura de que o LBI afete a atividade cerebral de modo adverso, mesmo em
pacientes saudaveis (DOS SANTOS CARDOSO; GONZALEZ-LIMA; DA SILVA, 2021).
Baseado nestes resultados académicos, equipamentos destinados para esta terapia
fotobiomoduladora ja estdo disponiveis no mercado para aplicagéo transcraniana nao invasiva,
mas ainda é premente a necessidade de estudos constantes que implicam na reconsideracdo das
propriedades fisicas do laser, de modo a melhorar a aplicacdo deste equipamento biomédico no
tratamento de doencas neurodegenerativas (HAMBLIN, 2019; SALEHPOUR et al., 2018).
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9 CONCLUSAO

Sendo a SH-SY5Y um modelo celular para estudos in vitro de doencas
neurodegenerativas, pode-se admitir que os resultados encontrados no presente trabalho,
respondeu a hipotese proposta quanto aos efeitos biomodulatérios da acdo do LBI no modelo
celular, ndo impactando na viabilidade, demonstrando que as células metabolizam a energia
entregue e que ndo evoluiram para morte por efeitos citotoxicos. Os resultados demonstraram
que a fototerapia foi efetiva na pré e pos-exposicao das células ao agente oxidante e promove a
ativagdo mitocondrial, e sugerindo assim que, em consequéncia, 0s mecanismos protetivos e

antioxidantes foram efetivos para manutencdo da viabilidade celular e mitocondrial.

Os resultados também mostram que, dentro das condi¢cdes experimentais e dos
parametros pré-estabelecidos para o LBI, as doses de energia entregues ao modelo celular SH-

SY5Y que tiveram melhor interacdo foram 5, 10 e 15 J.
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