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RESUMO

A pele esta constantemente exposta a agressdes externas, tornando-se um alvo para
a geragao excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS), que induzem danos
oxidativos principalmente na regido dérmica. A fotobiomodulagao (FBM) mostra-se
uma terapia eficiente para biomodulagdo de sistemas bioldgicos, capaz de modular
processos oxidativos e inflamatoérios. No presente estudo, buscou-se elucidar o
possivel efeito fotoprotetor in vitro da aplicagao simultdnea da FBM com LED 660 e
850 nm em células fibroblasticas L929 diante do tratamento com perdxido de
hidrogénio como modelo de estresse oxidativo. Os fibroblastos foram pré-irradiados
com LED e em seguida incubados com 200 pM de H20:2 diluido em meio de cultura
pelo periodo de 3 horas. Apos 24 horas dos tratamentos, foram observadas alteragbes
quanto a atividade mitocondrial pelo ensaio colorimétrico Alamar Blue e quanto a
morfologia celular por microscopia invertida. Também foi realizada a marcagao de
mitocdndrias e nucleos em células vivas por fluorescéncia utilizando
Tetrametilrodamina (TMRM) e Tricloridrato de bisbenzimida (HOESCHT), além da
deteccao de ROS por fluorescéncia utilizando CellRox Orange. Os resultados obtidos
indicam que o pré-tratamento com LED promove aumento da atividade mitocondrial,
do potencial da membrana mitocondrial, reducéo da geragao de ROS intracelular e
induz alteragcbes morfoldégicas nas células. Dessa maneira, conclui-se que o
sinergismo entre os LEDs 660 e 850 nm exerce efeito protetor contra a agdo do H20:2
em células fibroblasticas L929, demonstrando que a FBM pode ser utilizada para
auxiliar a prevenir e mitigar danos oxidativos.

Palavras-chave: Fibroblastos; Fotobiomodulagao; Estresse oxidativo.



ABSTRACT

The skin is constantly exposed to external aggressions, becoming a target for the
excessive generation of reactive oxygen species (ROS), which induce oxidative
damage, mainly in the dermal region. Photobiomodulation (PBM) has proven to be an
effective therapy for biomodulating biological systems, capable of modulating oxidative
and inflammatory processes. In the present study, we sought to elucidate the possible
in vitro photoprotective effect of the simultaneous application of PBM with 660 and 850
nm LEDs on L929 fibroblast cells treated with hydrogen peroxide as a model of
oxidative stress. The fibroblasts were pre-irradiated with LED and then incubated with
200 uyM H202 diluted in culture medium for 3 hours. After 24 hours of treatment,
changes in mitochondrial activity were observed using the Alamar Blue colorimetric
assay and in cell morphology using inverted microscopy. Mitochondria and nuclei were
also fluorescently labeled in living cells using tetramethylrhodamine (TMRM) and
bisbenzimide trihydrochloride (HOESCHT), in addition to ROS detection using CellRox
Orange. The results indicate that LED pretreatment promotes increased mitochondrial
activity and membrane potential, reduced intracellular ROS generation, and induced
morphological changes in the cells. Thus, it is concluded that the synergism between
660 and 850 nm LEDs exerts a protective effect against the action of H202 in L929
fibroblast cells, demonstrating that PBM can be used to help prevent and mitigate
oxidative damage.

Keywords: Fibroblast; Photobiomodulation; Oxidative stress.
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1 INTRODUGAO

O estresse oxidativo vem sendo pesquisado ha 40 anos, este decorrente do
desequilibrio entre a producédo e o acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
que acarreta danos celulares e teciduais. As ROS podem ser induzidas por fontes
exdgenas como: poluicdo, tabaco e radiagdo ultravioleta. Sabe-se que os danos
mediados por ROS se acumulam em funcéo da idade e estdo associados a doengas
degenerativas do envelhecimento, senescéncia e carcinogénese (Pizzino et al., 2017,
Sarsour et al., 2009; Sies, 2015).

Por estar constante exposta a agressdes externas, a pele € um alvo para a
geragao ROS (Jaffri, 2023), que induzem danos ao DNA, promovem a peroxidagao de
membranas lipidicas e a sintese e ativagdo de metaloproteinases da matriz (MMPs)
responsaveis pela degradacdo do tecido conjuntivo, dessa maneira, induzindo e
acelerando o processo de envelhecimento da pele (Garg; Sharma; Garg, 2020; Gu et
al., 2020).

Na pele envelhecida tém-se o acumulo de fibroblastos senescentes que
desempenham papel fundamental na exacerbacédo do envelhecimento, bem como na
amplificagdo da inflamacao pela produgao de citocinas, quimiocinas e outros fatores
(ZHANG et al., 2024a). Clinicamente, essa pele ira apresentar hiperpigmentacao,
rugas, flacidez, desidratacéo e despigmentacdo. Podem ainda haver manifestacoes
como cicatrizes, formacédo de fibroses, e neoplasias benignas e malignas (Garg;
Sharma; Garg, 2020).

Tém-se demonstrado que a fotobiomodulagao (FBM), amplamente utilizada
na pratica clinica como uma abordagem ndo invasiva no tratamento de diversas
doencas, pode modular a inflamacao, exercer efeito antioxidante e auxiliar na
reparacgao celular. FBM com LED fornece luz terapéutica em comprimentos de onda
do espectro de luz visivel, como a luz vermelha (RL, 620-700 nm), e além da faixa da
luz visivel, como o infravermelho proximo (NIR, 700-1100 nm) (Couturaud et al., 2023;
Kim; Won, 2022; Yang et al., 2022).

As aplicagdes clinicas da FBM para fotorejuvenescimento da pele entregam
resultados como redugao da profundidade de rugas e linhas de expressao, suavizagao
de discromias, reducdo no diametro dos poros, aumento da densidade dérmica e

regulacéo da oleosidade. A FBM também pode ser aplicada como terapia coadjuvante
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no manejo de outras condi¢gdes dermatoldgicas como acne vulgar, dermatite atopica
e lesdes psoriaticas (Couturaud et al., 2023; Glass, 2021; Zhang; Wu, 2017).

A mitocondria é uma organela chave na FBM, dado que em sua unidade IV da
cadeia respiratéria esta localizada a enzima citocromo ¢ oxidase, que atua como
cromoforo primario para absorcdo da luz (Dompe et al., 2020). A excitagdo do
cromoforo resulta na atividade de varias moléculas como o 6xido nitrico, ATP, ions de
calcio, ROS e moléculas de sinalizagdo, influenciando vias bioquimicas com potencial
de exercer um efeito terapéutico, surgindo assim como uma potencial terapia na
mitigacdo de danos provocados por ROS (Dompe et al., 2020; Kim; Won, 2022;
Rossato et al., 2024; Yang et al., 2022).

Dado que a senescéncia celular dos fibroblastos pode desempenhar um papel
importante no envelhecimento da pele, no envelhecimento do organismo como um
todo e provavelmente em muitas doengas relacionadas ao envelhecimento, os
fibroblastos sdo um 6timo modelo para explorar a relagao entre senescéncia celular,

alteracdes cutaneas e doencgas relacionadas ao envelhecimento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21A PELE

A pele, o maior 6rgado do corpo humano, é dividida em duas regides
sobrepostas: a epiderme e a derme. A derme é formada por tecido conjuntivo, este
constituido principalmente por matriz extracelular (MEC) e uma populagao de células
que podem ser fixas ou migrantes, como: fibroblastos, macréfagos, mastocitos,
plasmacitos, adipécitos e leucécitos. O tecido conjuntivo exerce fungdes importantes
relacionadas a suporte, defesa, modulagcdo, sobrevivéncia, migragdo, fungdo e
direcionamento de atividades mitoticas das células (Gartner; Hiatt, 2003; Junqueira;
Carneiro, 2013).

Os fibroblastos sdo as células em maior quantidade no tecido conjuntivo,
responsaveis pela sintese e secregdo de componentes da MEC como fibras
colagenas, reticulares e elasticas, além das proteoglicanas e glicoproteinas, estando
intimamente envolvidos no processo de cicatrizagcdo de feridas e na produgao de
fatores de crescimento que controlam o crescimento e diferenciagao celular. Em sua
morfologia classica, os fibroblastos apresentam forma alongada, com longos
prolongamentos, nucleo eucromatico e um ou dois nucléolos proeminentes (Gartner;
Hiatt, 2003; Junqueira; Carneiro, 2013; 2014; Reilly; Lozano, 2021).

Por estar constantemente exposta a agressdes externas, ao longo dos anos, a
pele sofre alteragbes provocadas pelo envelhecimento intrinseco, ou cronolégico, e o
envelhecimento extrinseco, induzido por fatores ambientais como a luz ultravioleta
(UV), poluigao e tabagismo (ZHANG et al., 2024a). Este processo de envelhecimento
promove alteragdes estruturais dermoepidérmicas, induzindo o surgimento de
caracteristicas clinicas proeminentes do envelhecimento, como aparéncia enrugada e
flacida da pele. Estes sinais estdo diretamente relacionados a perda dos componentes
da MEC e a sintese reduzida e degradagdo aumentada da MEC em fibroblastos
envelhecidos. Sabe-se que aproximadamente 1% da sintese de colageno e elastina é
diminuida por ano (Chaudhary, Khan, Gupta, 2020). Dessa maneira, a espessura, a
qualidade e a capacidade viscoelastica da pele dependem da quantidade de material
presente na derme e de sua organizacao estrutural (Oria et al., 2003; ZHANG et al.,
2024a)
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2.2 ESTRESSE OXIDATIVO

Ao longo dos anos existiram diversas teorias para explicar o envelhecimento.
Entre as teorias propostas para explicar o envelhecimento biolégico, a teoria do
envelhecimento pelo estresse oxidativo foi uma das mais aceitas e estudadas (Simas;
Granzoti; Porsch, 2019).

O conceito de “estresse oxidativo” surgiu em 1985, sendo definido como um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, em que ocorre geracao excessiva de
radicais livres ou reducéo da velocidade de remogao dos mesmos. Este desequilibrio
leva a oxidacado de biomoléculas, com consequente perda de fungdes bioldgicas e/ou
desregulagdo da homeostase (Barbosa et al., 2010; Sies, 2015).

Os mecanismos oxidativos estao ligados as espécies reativas de oxigénio
(ROS), subprodutos de processos metabdlicos que sdo altamente reativos. Durante a
produgao de energia mitocondrial, o oxigénio € parcialmente convertido em espécies
reativas de oxigénio e, quando a producdo de ROS excede a sua degradagéo,
denominamos estresse oxidativo (Simas; Granzoti; Porsch, 2019).

As ROS podem ser divididas em dois grupos: os radicais livres e os compostos
nao radicalares. Enquanto os radicais livres apresentam um ou mais elétrons
desemparelhados em sua ultima camada eletrénica, os compostos n&o radicalares,
como o peroxido de hidrogénio (H202) nao possuem elétrons livres (Martelli; Nunes,
2014).

O H202 é um metabdlito do oxigénio altamente téxico para células, capaz de
atravessar camadas lipidicas de membranas plasmaticas. E utilizado como um
modelo de estresse oxidativo para diversos tipos de células, incluindo linhagens
celulares, células tumorais e células neuronais. E um modelo rapido e apresenta bom
custo-beneficio para avaliar a suscetibilidade celular ao estresse oxidativo,
estimulando a capacidade das células de lidar com um ambiente desfavoravel
(Rossato et al., 2024; Zabeu et al., 2022).

Sao descritos diversos eventos relacionados a ROS, incluindo:
envelhecimento, mutagdes, doengas neuroldgicas, doengas autoimunes e doencgas
metabdlicas (Ferreira; Matsubara, 1997). A nivel celular, ocorre o encurtamento dos
teldbmeros, disfungdo mitocondrial e danos ao DNA, levando a danos permanentes ou
transitorio e parada do ciclo celular (Csekes; Rackova, 2021). Todavia, vale ressaltar

que, embora seja deletério, em baixas concentragdes, o H202 provoca um estresse
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oxidativo leve, controlado e transitério, atuando como um mensageiro intracelular que
ativa diferentes vias metabdlicas (Facchin et al., 2018; Ferreira; Matsubara, 1997).

Além de induzir danos em diversas biomoléculas, as ROS ativam vias de
sinalizagcdo que acarretam o afinamento da epiderme, hiperpigmentacéo, reducéo da
produgao de colageno e elastina, e a sintese e ativagcdo de metaloproteinases da
matriz (MMPs) responsaveis pela degradacéo do tecido conjuntivo, que resultam na
manifestagéo de varios fendtipos de envelhecimento (Gu et al., 2020).

Ainda, o acumulo de ROS induz a liberagdo aumentada do fendtipo secretor
associado a senescéncia (SASP), que consiste em uma secregdao de citocinas
inflamatadrias, quimiocinas, fatores de crescimento e fatores de remodelagdo da matriz
que alteram o microambiente das células e contribuem para a inflamacgao crénica e o
cancer (Ohtani, 2022).

No envelhecimento da pele, tém-se o acumulo de fibroblastos senescentes,
células imunes excessivas e componentes fragmentados da MEC. Os fibroblastos
podem receber sinais de envelhecimento por meio de a¢des paracrinas, como células
vizinhas, como queratindcitos e melanocitos, ou por meio da secrec¢ao autocrina SASP
induzida por fatores intrinsecos e extrinsecos, incluindo o acumulo de ROS. Os
fibroblastos senescentes desempenham um papel fundamental na exacerbagao do
envelhecimento cutadneo, bem como na amplificagao da inflamacgao pela produgao de
citocinas, quimiocinas e outros fatores. Isso atrai e ativa células imunes, levando a
inflamacdo nao apenas na pele, mas também potencialmente em outras partes do
corpo (Figura 1) (ZHANG et al., 2024a).
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Figura 1. Componentes celulares da pele jovem e envelhecida
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Fonte: Zhang et al., 2024a

Diferentes estudos utilizam o H202 para induzir o estresse oxidativo no modelo
celular L929. Chen e Ames (1994) trataram fibroblastos com 200 uM de H20:2 por 2
horas. As células entraram em senescéncia pela perda da capacidade de sintetizar
DNA e reentrar no ciclo celular, que demonstrou ser acumulativa e irreversivel. As
células também nao responderam a uma variedade de fatores de crescimento,
incluindo o fator de crescimento derivado de plaquetas, fator de crescimento
fibroblastico basico e fator de crescimento epidérmico.

Lee et al. (2003) investigaram os efeitos do estresse oxidativo e do mecanismo
apoptético em células L929. O tratamento com 100 uM de H202 induziu apoptose pela
fragmentacao de DNA nas células, ocorrendo de maneira dependente do tempo e da
dose de H20:2 utilizada. Os autores constataram que o tratamento com peréxido de
hidrogénio ativou a via ERK1/2 (mensageiro celular regulador da proliferagéo celular
que pode promover adicionalmente a senescéncia) responsavel por promover

apoptose dos fibroblastos.
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Em estudos mais recentes, Miwa et al. (2022) avaliaram a viabilidade de
fibroblastos L929 tratados com concentragdes variadas de 50 a 100 yM de H202 por
2 horas. Os autores também observaram que a atividade das células diminuiu
gradualmente de acordo com o aumento da concentracdo de H202 e o tempo de
exposicado. H202 induziu uma produgcédo aumentada de malondialdeido (MDA) nas
células L929, um marcador de estresse oxidativo. O aumento de MDA indica que ha
maior producido de ROS, peroxidacgao lipidica da membrana celular e apoptose.

Vieira et al. (2020) observaram as alteracbes na morfologia celular de
fibroblastos gengivais humanos expostos ao H202. As células perderam a sua
morfologia classica, de células alongadas com extensodes filamentosas e passaram a
ter morfologia arredondada e achatada. A predominancia dessas alteragdes também
esteve intimamente ligada ao tempo de exposi¢cdo e concentragéo utilizados, o que
condiz com o efeito citotoxico do H202 nos fibroblastos, que também apresentaram
diminui¢ao da viabilidade celular apds o tratamento.

Furukawa et al. (2015) analisaram os efeitos de um gel clareador com H202 na
citotoxicidade, morfologia celular e expressdo génica de fibroblastos gengivais
humanos. Os autores também observaram que o H202 reduziu significativamente a
viabilidade celular, bem como mudou drasticamente a morfologia das células, que
perderam a sua morfologia classica em fuso e tornaram-se arredondadas, além de
induzir a expressao de genes associados a cascata de citocina pro-inflamatoéria TNF-
alfa. Os autores também demonstraram que a adicdo de vitamina E suprimiu os danos
provocados pelo estresse oxidativo, exercendo efeito antioxidante e anti-inflamatério.

Outras pesquisas relatam nos seus resultados que o tratamento com
compostos antioxidantes pode atenuar os danos provocados pelo H202 em
fibroblastos L929. Chou et al. (2023) analisaram o efeito antioxidante e protetor do
acemanano metacrilado (um polissacarideo presente na Aloe vera) contra o estresse
oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio nos fibroblastos. As células foram pré-
tratadas com de H20:2 e posteriormente com o acemanana. Foi observada acgao
antioxidante do polissacarideo por meio do aumento da viabilidade celular nas células
danificadas (tratadas com perdxido) e saudaveis (tratadas somente com acemanana),
indicando seu efeito benéfico na recuperacgao celular.

Outros experimentos conduzidos por Cui et al. (2023) (que utilizaram o extrato
de Sargassum thunbergii), Ryu et al. (2023) (que utilizaram extrato da flor de

Koelreuteria henry) e Santos (2022) (que utilizou o acido fitico), demonstram em seus
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resultados o reestabelecimento do equilibrio oxidativo em células L929 e atenuagéao

dos danos ao DNA induzidos pelo peroxido de hidrogénio.

2.3FOTOBIOMODULAGAO

A fotobiomodulagao (FBM) é um recurso terapéutico amplamente utilizado na
pratica clinica para o tratamento da dor, inflamacéo, lesbes e para estimulo e
regeneracgao de tecidos lesionados.

Consiste na aplicacado de fontes de luz nao ionizantes, como lasers de baixa
intensidade (LLL) e diodos emissores de luz (LED) em tecidos bioldgicos vivos,
produzindo diversos efeitos fisiologicos por meio da interagdo com fotorreceptores
celulares chamados cromoforos (Soares, 2024).

As reacoes bioldgicas decorrentes da FBM sao classificadas como primarias e
secundarias. Enquanto as primarias sao observadas em poucos segundos ou minutos
apos a irradiacao da luz, derivando da interacéo entre os fétons e os fotorreceptores,
as reagoes secundarias sao os efeitos que ocorrem em resposta as reagdes primarias,
em horas ou dias apds o procedimento (Chaves et al., 2014).

A FBM utiliza feixes de luz em comprimentos de onda que incluem a luz
vermelha (620—-700 nm) ou infravermelho préximo (700-1440 nm) (Ferraresi; Huang;
Hamblin, 2016; Hernandez-Bule et al., 2024). Nestas faixas espectrais, o principal
cromoforo ativado pela FBM é a enzima citocromo C oxidase, presente nas cadeias
respiratérias mitocondriais. A absor¢cdo da Iluz influencia as caracteristicas
bioenergéticas das mitocdndrias, resultando na regulagédo positiva do metabolismo
celular pelo aumento de adenosina trifosfato (ATP), espécies reativas de oxigénio
(ROS) e 6xido nitrico (NO) (Maghfour et al., 2024; Ravera et al., 2021; Karu; Kolyakov,
2005).

A alteracao do estado redox celular provocado pela FBM induz a regulacao de
diversos fatores de transcricao que promovem a sintese proteica e esta, por sua vez,
desencadeia aumento na proliferagédo e migragao celular, na oxigenacao dos tecidos
e promove regulacido dos niveis de citocinas, fatores de crescimento e mediadores
inflamatérios (Chung et al., 2012).

O LED apresenta sistema condutor composto por camadas (n-p-n). Quando a
energia elétrica é depositada, ocorre um processo de recombinagao dos elétrons da

camada “n” com a camada “p”, liberando energia na forma de luz (Bueno; Cristofolinli,
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2014). Os dispositivos de LED podem ter diferentes comprimentos de onda, como
400- 470 nm (luz azul), 470-550 nm (luz verde), 630-700 nm (luz vermelha) e 700-
1200 nm (infravermelho) (Lima, 2023).

Em comparagédo ao laser, o LED é uma luz ndo coerente e ndo colimada,
todavia, o seu custo por mW poténcia optica € aproximadamente 100 vezes menor
(Zhao et al., 2022). Sendo assim, além de ser considerada uma fonte de luz barata,
possibilita cobrir uma maior area de tratamento. O equipamento é mais leve, facil de
operar e menor. Por outro lado, a quantidade de estudos disponiveis sobre o uso de
LED como fonte para terapia de fotobiomodulagdo é consideravelmente menor em
comparagao as pesquisas realizadas com laser.

Assim como diversas outras terapias, a FBM apresenta relacdo entre a
dosimetria e a resposta fisiologica. Com base na Lei de Arndt-Schultz, a densidade de
energia empregada, ou seja, a quantidade de energia entregue aos tecidos (medida
em Joules/cm?), pode produzir um efeito benéfico as células ou até mesmo inibir o
crescimento celular. Enquanto exposi¢cdes mais altas podem apresentar efeito
inibitério na viabilidade celular, exposicdes mais baixas podem aumentar a atividade
metabdlica das células. Todavia estes efeitos também estdo ligados ao estado
fisiolégico das células e numero de ciclos realizados (Dos Santos, 2020).

Outro parametro que deve ser levado em consideragao para a definicao de
protocolos de tratamento é o comprimento de onda, uma vez que, na pele, por
exemplo, os cromoéforos presentes tém coeficientes de dispersado e absorgcédo que sao
altamente dependentes desse parametro. Ao aumentar o comprimento de onda,
havera um aumento correspondente na profundidade de penetragao da luz (Ash et al.,
2017). Em tecidos bioldgicos, a janela éptica esta entre 600nm e 1300nm. Nessas
faixas ha uma menor absorcao e dispersdo da luz pelos principais componentes do
tecido (como hemoproteinas, melanina, agua, colageno), o que permite uma

penetragdo mais eficiente e profunda no tecido (Yadav; Gupta, 2017).



20

Figura 2. Nivel de penetragado da luz de acordo com seu comprimento de onda.
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Fonte: Couturaud et al. (2023)

Enquanto o espectro vermelho promove alteracbes fotoquimicas nos
cromoforos no interior das mitocondrias, aumentando a sintese de ATP, modulando o
metabolismo celular e transmitindo efeitos fotobioldgicos para outras partes da célula,
a radiacao infra-vermelha exerce efeitos fotofisicos sobre a membrana celular, o que
leva ao equilibrio i6nico celular e a manutencéo da polaridade da membrana celular
por meio da bomba de sodio/potassio e canais de calcio, promovendo a modulacao
de processos celulares (Lago, 2021).

Diferentes estudos demonstram que a FBM apresenta efeito bioestimulador na
reparagao tecidual, aumentando o metabolismo celular e promovendo a proliferacao,
sobrevivéncia e migragao de células como os fibroblastos, desencadeando uma maior
sintese de proteinas como colageno e elastina, além de acelerar o reparo tecidual e 0
fechamento de feridas (Etemadi, 2021; Hernandez-Bule et al., 2024; Mokoena et al.,
2020; Vinck et al., 2003; Zhao et al., 2022).

Wang e Kim (2020) investigaram os efeitos da FBM (660 nm) na cicatrizacédo
de feridas infectadas por estafilococos em ratos. Os autores observaram que o grupo

que recebeu a irradiagdo apresentou um melhor processo de cicatrizagdo quando
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comparados aos grupos controle e sem irradiagdo. A FBM induziu um aumento no
numero de células epiteliais, na formagdo do tecido de granulagdo e de vasos
sanguineos, além de induzir uma maior producdo de colageno, promovendo a
proliferacao celular e potencializando o reparo tecidual.

Além dos efeitos isolados descritos na literatura, a FBM também pode
intensificar os efeitos de outras terapias quando aplicadas em um tratamento
combinado. Amorim et al. (2023) investigaram os efeitos da associagdo da
fotobiomodulagcdo e da membrana amnidtica no tratamento de queimaduras em ratos.
Os autores observaram que a combinagao das terapias foi mais efetiva quando
comparada com o uso isolado de cada uma. Uma vez que a membrana amnidtica
funcionaria como substrato biologico, ela teria sua agao potencializada a partir do
microambiente propicio a oxigenagéo, crescimento e modulagéo celular gerados pela
FBM.

Para estudos envolvendo FBM e culturas de células, Ren et al. (2016)
destacaram que a irradiacao do laser nos comprimentos de onda na faixa do vermelho
e infravermelho proximo (660-940 nm) exibem efeitos benéficos na proliferagao celular
e na modulagdo da inflamagao, sendo a dosagem de energia de 2-10 J/cm?indicada
para promover bioestimulagao.

Lee et al. (2023) trataram fibroblastos com LED utilizando diferentes
comprimentos de onda (470, 525, 590, 630 e 850 nm) em uma densidade de energia
de 10 J/cm? a fim de comparar os seus efeitos na viabilidade celular. Os autores
observaram que os comprimentos de onda de 630 e 850 nm aumentaram a viabilidade
das células quando comparadas aos outros grupos, indicando que os efeitos
bioestimuladores podem ser esperados quando utilizados os comprimentos de onda
vermelho e infravermelho.

Foi demonstrado por Zhang et al. (2003) que a FBM com LED a 628 nm regulou
positivamente mais de 100 genes associados ao crescimento celular em fibroblastos.
A FBM modulou a expressdo de genes relacionados a proliferagdo celular, genes
relacionados a mecanismos antioxidantes, relacionados a apoptose ou resposta ao
estresse, ao metabolismo celular, a sintese e reparo do DNA, as interagbes célula-
célula e a componentes celulares como o citoesqueleto. Esses achados também
enfatizam os efeitos da FBM no crescimento celular, produgdo de colageno,

capacidade antiapoptose e efeito antioxidante.
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2.4 FOTOBIOMODULAGAO EM MODELO DE ESTRESSE OXIDATIVO

Como dito anteriormente, os efeitos da FBM também estéo atrelados ao estado
fisiologico das células. Estudos indicam que a resposta da FBM esta diretamente
relacionada as condigdes de estresse, estando ausente quando aplicada a um tecido
saudavel. Ou seja, a melhor aplicagao da FBM in vitro, aquela em que ira intensificar
as fungdes celulares, ocorre quando as ceélulas estiverem estimuladas a alguma
condigao de estresse (Almeida-Lopes et al., 2001).

Volpato et al. (2011) avaliaram a viabilidade celular de fibroblastos cultivados
sob estresse nutricional irradiados com laser vermelho, laser infravermelho e led
vermelho. O estudo indicou que a fotobiomodulagdo com diferentes fontes de luz
induziu maior proliferagdo celular nas células cultivadas sob estresse, com melhor
resposta no comprimento de onda de 780 nm.

Em um estudo similiar, Dos Santos (2020) analisou os efeitos da FBM nos
comprimentos de onda vermelho e infravermelho (660nm e 808nm) em fibroblastos
gengivais cultivados sob estresse nutricional, mas com o objetivo de investigar
diferencgas entre os efeitos da irradiagao consecutiva, simultanea e isolada no estresse
oxidativo. A autora observou que as irradiagdes consecutiva e simultanea acarretaram
um maior aumento na viabilidade celular. Embora a irradiagédo consecutiva tenha
gerado menor estresse oxidativo, a simultanea acarretou maior produgéo de ROS. Os
achados indicaram um efeito sinérgico e complementar dos dois comprimentos de
onda no interior das células, dito que os espectros vermelho e infravermelho provocam
efeitos celulares distintos.

Zabeu (2022) estudou o efeito fotoprotetor do laser de baixa intensidade em
células SH-SY5Y induzidas ao estresse oxidativo com H202. Foi demonstrado que a
fotobiomodulagao apresentou efeito fotoprotetor diante do estresse oxidativo quando
realizada previamente ao tratamento com H202, aumentando a atividade mitocondrial
24 horas apods o tratamento.

Zuo et al. (2022) irradiaram osteoblastos tratados com H20:2., observando que
o grupo tratado com a fotobiomodulagao apresentou melhora significativa na atividade
celular em comparagao ao grupo tratado somente com H202, indicando que a FBM
pode promover a sobrevivéncia celular, inibir os danos gerados pelo estresse oxidativo
por meio da diminuicdo da expressdo de ROS e consequentemente inibir a apoptose

induzida pelo H20:2.
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Nasuk (2023) investigou os feitos da FBM no estresse oxidativo em células
endoteliais de veia umbilical humana submetidas a hipoxia. O autor constatou que o
pré-tratamento com laser em 660nm e 1,5J/cm? promoveu aumento da viabilidade
celular, aumentou a expressdo de RNAn de enzimas antioxidantes como CAT e SOD,
diminuiu a expressado de marcadores de estresse celular e de ROS, o que indica que
a FBM protegeu as células contra os danos celulares.

Com o objetivo de investigar os efeitos da FBM em fibroblastos cultivados com
alto teor de glicose (diabéticos), Chen et al. (2020) demonstraram que o laser de 635
nm, além de aumentar a proliferagcao celular, inibiu a apoptose pelo aumento do
potencial de membrana mitocondrial, e aumentou a capacidade antioxidante total das
células pelo aumento de SOD e reducao de ROS. A exposigao a luz vermelha também
diminuiu a secregéo de fatores inflamatorios, sendo os melhores efeitos encontrados
na exposigdo de 3J/cm?.

Uma vez que a fotobiomodulagdo (FBM) é um recurso terapéutico capaz de
modular processos oxidativos e inflamatérios, a FBM surge como uma abordagem

promissora para a redu¢ao de danos celulares decorrentes do estresse oxidativo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho busca elucidar o possivel efeito fotoprotetor in vitro da
fotobiomodulacao pela associagdo dos LEDs 660 e 850 nm em células L929 diante

do tratamento com H202 como modelo de estresse oxidativo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o \Verificar alteragbes na atividade metabdlica celular frente a exposicdo da
irradiacdo com LED ou do H20z;
¢ Analisar alteragdes morfolégicas nas células submetidas aos tratamentos;

e Analisar a producéo de espécies reativas de oxigénio frente aos tratamentos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LINHAGEM CELULAR L929

A linhagem celular L929 é uma linhagem continua de fibroblastos de
camundongo que tem sido modelo em testes de citotoxicidade/viabilidade celular
segundo a ISSO 10993. A mesma foi adquirida do Laboratério de Cultura de Células
do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP, Brasil. Para o cultivo da linhagem celular L929,
as células foram mantidas em garrafas de cultura 75cm? com meio Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM - Gibco) suplementado com 10% de SFB (Gibco® —
Life Technologies) e 1% antibidtico/antimicético (Gibco® — Life Technologies) e
incubadas em estufa a 37°C e presséo de 5% de CO2 (Forma Scientific CO2 Water
Jacketed incubator — Instrucom Ltda). O crescimento celular foi acompanhado por
meio de observagdes diarias em microscopio invertido Olympus CK40 e o meio
trocado a cada dois dias.

As células foram desprendidas das garrafas de cultura por tripsinizagéo, foram
coletadas e adicionadas em tubo de 15 mL contendo 6 mL de meio de cultura que
seguiu para centrifugacdo a 5.000 RPM por 5 minutos. O pellet de células da
centrifugacao foi suspendido em 1 mL de meio de cultura e foram retirados 25 ul da
solucdo para a quantificacdo do numero de células no equipamento Tali
(ThermoFisher) e, assim, definir o numero de células a ser adicionado por pogo da
placa de cultura. As células foram distribuidas em placas de 24 pocos, sendo utilizadas
1x10* células/mL em cada pogo. Apos plaqueadas, as células foram incubadas em
estufa a 37°C e 5% de COz2 por 24 horas.

4.2INDUGAO AO ESTRESSE OXIDATIVO

As células L929 foram incubadas com Peréxido de Hidrogénio 35% (Molekular
Quimica, Rio de Janeiro, Brasil) diluido em meio de cultura, na concentragao
padronizada por Rossato et al. (2025) de 200 uM de H20..

Conforme o resultado obtido no ensaio piloto para avaliacdo da atividade
mitocondrial em diferentes tempos de incubagdo com o H202 (Fig. 5), as células L929

permaneceram incubadas com o agente oxidante pelo periodo de 3 horas. Apds esse
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periodo, foi feita a troca do meio de cultura e as células foram incubadas em estufa a
37°C e 5% de COz2 por 24 horas.

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram definidos 4 grupos experimentais:

1. Controle (Sem tratamento);

2. LED (Irradiagdo simultdnea com LED a 660nm e 850nm);

3. H202 (Incubagao com 200 uM de H202 em meio de cultura por 3 horas);

4. LED + H202 (Pré irradiagao simultdnea com LED 660 e 850 nm, seguida da

incubagdo com 200 uM de H202 em meio de cultura por 3 horas).

Os grupos foram plaqueados em placas separadas e de forma intercalada por
conta da evaporagao do H20:2.

Apos os respectivos tratamentos, as células permaneceram incubadas em
estufa a 37°C e 5% de CO:2 por 24 horas e, posteriormente, as analises foram

realizadas.
4.4 IRRADIA(;AO

Foi utilizado um dispositivo de LED Sportllux Ultra (fabricante Cosmedical®
Every Eletroeletrénica Imp. Exp. Ltda, Maua, Sao Paulo, Brasil) de 660nm/850nm (em
formato de manta), com poténcia total de 672 mW (8 mW de poténcia por LED X 84
LEDs).

O dispositivo consiste em 84 LEDs, cada LED individual tem 8 mW de poténcia,
emitindo em 660£20 nm (42 LEDs) e 850+20 nm (42 LEDs), e cobrindo uma area (A)
de 120 cm? com LEDs intercalados em cada comprimento de onda. O tratamento por
irradiagdo com os dois comprimentos de onda é simultdneo, ndo havendo
possibilidade de irradiagdo somente com um deles (vermelho ou infravermelho).

A densidade de poténcia e fluéncia foram calculados de acordo com a férmula:
densidade de poténcia - (8 mW de poténcia por LED X 84 LEDs) / area de irradiagao
= 5,6 mW/cm?; fluéncia - (5,06 mW/cm? X tempo) = 5,6 X t(s) = 5,6 X 600 = 3,4 J/lcm?

(Lima; Pacheco-Soares, Silva; 2022).
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Figura 3. Dispositivo para irradiagao LED Sportllux Ultra (Cosmedical®)

Fonte: Sportllux (2025).

A irradiacdo das células ocorreu 24 horas apds seu plagqueamento, em
ambiente escuro a fim de evitar a interferéncia de outras fontes luminosas. Ao final da
irradiacao, cada placa levada para estufa a 37° C, em atmosfera de 5% de COz2, por
24 horas.

Figura 4. Irradiac&o da placa de cultura celular

Fonte: Autores
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4.5 ENSAIO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL

Para realizagéo do ensaio de atividade mitocondrial, foi utilizado o reagente
Alamar Blue (Thermo Fisher Scientific, Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA). O
Alamar Blue é composto por Resazurina, um ativo permeavel as células de coloragao
azulada. Ao entrar nas células vivas, a resazurina é reduzida a resorufina, um
composto de coloracdo avermelhada. Ou seja, quando adicionado as células, o
reagente de atividade mitocondrial Alamar Blue € modificado pelo ambiente redutor
de células vivas e ha alteragao na coloragédo. Essa mudancga de cor pode ser detectada
usando absorbancia (detectada a 570 e 600 nm).

Para realizacido do ensaio, o Alamar Blue foi diluido em meio de cultura, sendo
90% meio de cultura e 10% Alamar Blue. As placas permaneceram com o reagente
por 2 horas em estufa longe da luz e a absorbancia foi lida usando um
espectrofotdmetro (SpectraCount, modelo BS10000, Packard, EUA) a 570 nm.

4.6 MORFOLOGIA CELULAR

Apés as 24 horas de incubagdo em estufa a 37° C, em atmosfera de 5% de
COg2, as placas foram levadas ao microscopio invertido (Model DM IL, Leica) para
observagdo de possiveis alteragbes morfolégicas frente aos tratamentos
apresentados, sendo as células analisadas e fotografadas utilizado-se camera digital
(Model DFC 300FX, Leica).

4.7 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

4.71 NUCLEO E MITOCONDRIAS CELULARES

Para a marcagao do nucleo celular foi utilizado o marcador Hoechst (Thermo
Fisher Scientific, Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA). O Hoechst € uma coloragao
de DNA permeavel a células que se liga preferencialmente as regides de adenina-
timina (A-T) do DNA. E excitada por luz ultravioleta e emite fluorescéncia azul a 460-
490 nm, sendo utilizado para coloragao especifica de nucleos. O Hoechst foi diluido
em meio de cultura na propor¢céo de 3:10.000. Em seguida, a placa de cultivo foi

incubada por 10 minutos em estufa longe da luz. Apds o periodo, os pogos foram
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lavados com PBS para retirar o excesso de corante. Para a realizagdo das fotografias
foi utilizado o microscépio confocal LSM 700 Zeiss.

Para a marcac&o das mitocondrias foi utilizado o Tetramethylrhodamine, Methyl
Ester, Perchlorate (TMRM) - (Thermo Fisher Scientific, Gibco, Waltham,
Massachusetts, EUA). O TMRM é um corante permeavel as células que se acumula
em mitocOndrias ativas com potenciais de membrana intactos. Quando as células
estdo saudaveis e tém mitocdndrias funcionais, o sinal é brilhante. O TMRM foi diluido
em meio de cultura na proporgdo de 1:1.000. Em seguida, a placa de cultivo foi
incubada por 30 minutos em estufa longe da luz. Apds o periodo, os pogos foram
lavados com PBS para retirada do excesso de corante. Para a obtengao das

fotomicrografias foi utilizado o microscépio confocal LSM 700 Zeiss.

4.7.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Para medir o estresse oxidativo nas células foi utilizado o CellROX™ Orange -
(Thermo Fisher Scientific, Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA). O CellROX™ & um
corante permeavel a célula que exibe fluorescéncia laranja brilhante apds oxidagao
por espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo utilizada para medir o estresse
oxidativo em células vivas. As células foram incubadas com o CellROX™ (5uL diluido
em meio DMEM) durante 30 minutos em estufa longe da luz. Apés o periodo, 0s pogos
foram lavados com PBS para retirada do excesso de corante. Para a obtencao das

fotomicrografias foi utilizado o microscépio confocal LSM 700 Zeiss.
4.8 ANALISE ESTATISTICA
Para a realizagao dos graficos, utilizou-se o programa GraphPad Prism. As médias

dos dados foram comparadas pelo teste ANOVA seguido por Tukey, estabelecendo o

nivel de significancia de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1ENSAIO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL - H202

Sabendo-se da atividade citotoxica do H202, o primeiro experimento deste
estudo teve como objetivo estabelecer o tempo de exposi¢ao ao H202, de forma que
induzisse o estresse oxidativo nas células L929, mas sem acarretar a morte celular
extensa, e que, portanto, pudesse ser posteriormente utilizado para avaliagao do
efeito protetor do LED. Dessa forma, foi realizado o ensaio de atividade mitocondrial
com o reagente Alamar Blue, sendo as células L929 incubadas com 200 yM de H20:2
por 1 e 3 horas para avaliacdo da citotoxicidade.

Os resultados do ensaio de atividade mitocondrial em resposta ao tratamento com

H202 podem ser visualizados na Figura 5.

Figura 5. Porcentagem de atividade mitocondrial das células L929 apds diferentes
tempos de incubacao com H;O,. Grupo H20; 1H incubado com 200 uM de H»O2 de por 1
hora e grupo H>O, 3H incubado com 200 uM de H;O: por 3 horas. *p<0,05
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Fonte: Autores
Conforme demonstrado na Figura 5, observa-se que apds 1 hora de incubagao

com o H202, as células L929 apresentaram pouca redug¢ao na atividade mitocondrial,

estando proximas ao nivel do grupo controle. Entretanto, para o tempo de incubagao
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de 3 horas, foi possivel observar uma diminuic¢ao significativa na atividade mitocondrial
quando comparado ao controle (p<0,05), ainda apresentando células com atividade

metabdlica. Diante disso, o tempo de incubacao de 3 horas foi definido para realizagao
dos experimentos posteriores.

5.2 ENSAIO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL - LED E H202

Os resultados do ensaio de atividade mitocondrial podem ser visualizados na
Figura 6.

Figura 6. Porcentagem de atividade mitocondrial das células L929 apds os
tratamentos com LED e/ou H;O.. Grupo controle (sem tratamento), grupo LED irradiado
simultaneamente em 660 e 850 nm, grupo LED + H>O, pré-irradiado simultaneamente em
660 e 850 nm e incubado com 200 uM de H2O- por 3 horas e grupo H2O2 incubado com 200
MM de H2O; por 3 horas. *p=0,001
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Fonte: Autores

Os resultados demonstram que, ndo houve diferenga significativa quando os
grupos LED e LED+H202, foram comparados com o grupo Controle (sem tratamento),
ocorrendo diferenga estatistica somente quando comparado ao grupo H202(p=0,001).
Na comparagdo entre os grupos LED e LED+H202com o grupo H202 ambos
apresentaram diferenga estatistica (p=0,001).
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5.3MORFOLOGIA CELULAR

Na Figura 7 sdo mostradas as imagens dos fibroblastos L929, sendo:
A — Controle; B — LED; C — H202; D —-LED+H202, sendo possivel verificar que

ocorreram modificagdes na morfologia das células frente aos diferentes tratamentos.

Figura 7. Visualizagdo das células por microscopia invertida. O grupo controle (A) e o
grupo LED (B) apresentaram células com formato fusiforme (setas pretas) e células
arredondadas (setas brancas). O grupo C apresenta restos celulares (estrelas pretas) ao
fundo da fotomicrografia.
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Fonte: Autores

Em relagdo ao grupo controle (A), pode-se observar que a grande maioria das
células apresentou morfologia classica, com formato fusiforme (seta preta) e
citoplasma abundante com prolongamentos. Em algumas células é possivel visualizar
0s nucleos, que estao integros, grandes e com morfologia arredondada. Algumas
células menores e arredondadas (seta branca) podem ser visualizadas, o que

provavelmente represente células em divisdo que estdo desprendidas do fundo do
poco da placa de cultura.
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Em relagdo ao grupo Led (B), pode-se observar que as células também
apresentaram morfologia classica, com formato fusiforme e citoplasma abundante
com prolongamentos (seta preta). Os nucleos estdo integros e com morfologia
arredondada. Uma quantidade maior de células desprendidas pode ser visualizada
(seta branca), o que novamente, provavelmente, represente células em divisdo que
estdo desprendidas do fundo do poco da placa de cultura. E possivel observar que a
FBM com o LED n&o apresentou efeito citotoxico para as células, uma vez que a
morfologia celular e a populacéo de células se mantiveram preservadas.

Diferentemente, o grupo que foi induzido ao estresse oxidativo com peréxido
de hidrogénio (C) apresentou uma evidente alteragdo na morfologia celular. As células
L929 perderam completamente a sua morfologia classica, adquirindo morfologia
irregular, arredondada e sem prolongamentos. E possivel observar que houve uma
diminuicao significativa na populacao celular, principalmente em comparagdo com os
grupos Controle e LED. Ainda, foi observada presenca de restos celulares (estrelas
pretas), provavelmente das células que tiveram as suas membranas rompidas apds o
tratamento. Tais observagdes indicam que o peroxido de hidrogénio apresentou efeito
citotoxico para as células, que sofreram morte celular apés o tratamento.

Em relagéo ao grupo LED+H202(D), quando em comparagéo ao grupo controle,
também é possivel observar que as células perderam a sua morfologia classica
compativel a resposta frente ao estresse oxidativo induzido pelo peréxido de
hidrogénio. Todavia, € possivel observar que, em comparagéo grupo H202, a
populacao celular se manteve significativamente maior, o que indica que o LED
exerceu efeito protetor as células, aliviando os danos produzidos pelo estresse

oxidativo e induzindo a recuperagao celular.
5.4MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA
5.41 NUCLEO E MITOCONDRIA
Na Figura 8 sdo mostradas as imagens dos fibroblastos L929 com marcacao

para visualizagcdo dos nucleos e mitocdndrias, sendo:
A — Controle; B — LED; C — H202; D-LED+H20:2.
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Figura 8. Avaliacao das mitocéndrias e nucleo celular por meio da marcacao de
fluorescéncia. Algumas células do grupo controle (A), grupo LED (B) e grupo LED+H>0O2(D)
apresentaram pontos de condensacao da cromatina (setas brancas). O grupo LED+H20- (D)
apresentou células no processo de divisdo celular (seta amarela).

A - CONTROLE

B - LED

C = HzOz

D - LED + H,0;

Fonte: Autores
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Nas fotomicrografias do grupo controle pode-se observar que as células L929
apresentaram nucleos integros, arredondados e uniformes. Também é possivel
observar pontos de condensagdo da cromatina (seta branca). As mitocéndrias
apresentaram distribuicdo normal ao redor do nucleo e por todo o citoplasma,
indicando uma distribuicdo homogénea do corante e alto potencial de membrana
mitocondrial, relevando intensa atividade mitocondrial. Essas observagdes sao
esperadas, uma vez que as células deste grupo ndo estiveram sob nenhum tipo de
tratamento, apresentando caracteristicas tipicas e homogeneidade celular.

Nas fotomicrografias do grupo irradiado pode-se observar que as células
apresentaram diferengas na morfologia dos nucleos, em que alguns se apresentaram
irregulares e com deslocamento no citoplasma quando comparados ao controle.
Também foi possivel observar pontos de condensagdo da cromatina (seta branca).
Por outro lado, pode-se visualizar um alto potencial de membrana mitocondrial,
distribuicao normal das mitocéndrias por todo o citoplasma, além de um maior numero
de células quando comparado ao grupo controle. Um achado interessante no grupo
irradiado foi demonstrado na Figura 9, em que é possivel observar o desenvolvimento
de mitocéndrias gigantes de aspecto globular (seta).

Nas fotomicrografias do grupo induzido ao estresse oxidativo com H202, as
células apresentaram comprometimento na morfologia celular e alteragdes na
morfologia do nucleo, como reducdo de tamanho e perda de formato. A populagao
celular também se apresentou reduzida e o potencial de membrana mitocondrial foi
reduzido, relevando baixa atividade mitocondrial, o que indica citotoxicidade e dano
celular induzido pelo estresse oxidativo.

Ja nas fotomicrografias do grupo que recebeu o pré-tratamento com LED antes
da indugao ao estresse oxidativo com H202, pode-se observar que as células estao
mais espraiadas, com grande diferenca no potencial de membrana mitocondrial, que
esta elevado por todo o citoplasma em comparagao ao grupo tratado somente com
H202 e semelhante ao grupo controle. E possivel observar que alguns nacleos tendem
a apresentar morfologia mais regular e pontos de condensacédo da cromatina (seta
branca) quando comparados ao grupo de estresse oxidativo. Também €& possivel
observar o processo de divisao celular (seta amarela). Esses achados indicam que o

LED pode exercer efeito protetor para as células, induzindo a recuperacgao celular.
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Figura 9. Visualizagdo de mitocéndrias gigantes por meio da marcagao de
fluorescéncia no grupo LED (B).

Fonte: Autores

5.4.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Na Figura 10 sdo mostradas as imagens dos fibroblastos L929 marcados com
o Cellrox para a deteccado de ROS, sendo:

A - Controle; B — LED; C — H202; D-LED+H20:..
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Figura 10. Avaliacdo de ROS por meio da marcagao de fluorescéncia. Algumas
células do grupo LED (B) e grupo LED+H202 (D) apresentaram morfologia espraiada e
alongada (setas brancas). O grupo H20: (C) apresentou alta emissdo de fluorescéncia (seta
laranja).

A - CONTROLE
B-LED
C-H)0,

D -LED + H,0;

Fonte: Autores
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Nas fotomicrografias do grupo controle pode-se observar que as células L929
apresentaram a fluorescéncia verde (espécies reativas de oxigénio) de forma pontual
em algumas células. A marcagdo com Hoechst 33342 demonstrou que os nucleos
celulares estavam integros e morfologicamente preservados.

No grupo tratado com LED (Fig. 10B), ha uma maior intensidade de
fluorescéncia por todo o citoplasma celular, indicando maior produgao de ROS. Ainda,
€ possivel observar alteragdes na morfologia celular apos o tratamento, uma vez que
as células se apresentaram mais espraiadas e alongadas (setas brancas) em
comparacgao ao grupo controle (Fig. 10B).

Em relacdo ao grupo tratado com H202, é possivel observar uma alta
intensidade de fluorescéncia, principalmente ao redor dos nucleos (seta laranja),
indicando uma alta producdo de ROS (Fig. 10C). Ainda, as células se apresentaram
arredondadas e com sinais de fragmentagcdo devido dano celular decorrente do
estresse oxidativo.

Nas fotomicrografias do grupo que recebeu o pré-tratamento com LED antes
da inducdo ao estresse oxidativo, os niveis de fluorescéncia estdo menores quando
comparados ao grupo H202 e ao grupo LED isoladamente, sendo possivel observar
que as células recuperaram parcialmente sua morfologia, estando espraiadas e
alongadas (setas brancas) (Fig. 10D), sugerindo efeito protetor do pré-tratamento com

LED contra o estresse oxidativo.
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, numerosos estudos tém buscado investigar terapias que
exibem um papel protetor contra os danos do estresse oxidativo (Baeck; Lee, 2016;
Chen et al., 2021; Cui et al., 2023; LI et al., 2018; Michalak, 2022; Ryu et al., 2023;
Dos Santos, 2022). Paralelamente, diversos estudos tém comprovado a eficiéncia da
FBM como uma ferramenta de biomodulagado em sistemas bioldgicos (Etemadi, 2021;
Hernandez-Bule et al., 2024; Karu; Kolyakov, 2005; Maghfour et al., 2024; Mokoena
et al., 2020; Vinck et al., 2003; Zhao et al., 2022). No presente estudo, buscou-se
elucidar se o pré-tratamento com LED exerceria efeito citoprotetor em fibroblastos
L929 quando estes sao submetidos ao estresse oxidativo pela exposicdo ao H202. Os
resultados obtidos em nosso estudo demonstraram que houve biomodulacdo das
células L929 frente a FBM, onde ocorreu um estimulo dos mecanismos de defesa que
regulam a homeostase celular diante do estresse oxidativo.

O ensaio de atividade mitocondrial possibilitou inferir que a exposicéo ao H20:2
induz citotoxicidade no modelo celular L929, sendo este efeito dependente do tempo
de exposicao ao agente oxidante, visto que a exposicdo por um periodo maior (3
horas) induziu maior reducao da atividade metabdlica das células quando comparado
com um menor tempo de incubacgao (1 hora) (Fig. 5). Este resultado esta de acordo
com o de Lang et al. (2024), que avaliaram os efeitos do estresse oxidativo com H20:2
em fibroblastos L929, relatando que a exposicdo a 264,4 uM de H202 por 2 horas
resultou em uma reducao de 50% da viabilidade celular, e 0 aumento da concentragao
e do tempo de exposicdo diminuiu gradualmente a atividade metabdlica dos
fibroblastos.

Em outro estudo, Cui et al. (2023) trataram células L929 com diferentes
concentragbes de H202 (0-500uM) pelo periodo de 3 horas, a fim de avaliar a
viabilidade celular diante da indugcao ao estresse oxidativo. A aplicagcdo do H20:2
reduziu a viabilidade das células de maneira dependente da concentragao, sendo que
200pM de H202 diminuiu a atividade mitocondrial das células L929 em
aproximadamente 50%, o que também esta de acordo com o resultado que obtivemos
em nosso experimento. Dessa maneira, quando comparamos o resultado de nosso
estudo com outros achados na literatura, pode-se concluir que os efeitos deletérios do
H202 em linhagens celulares sdo dependentes do tempo de exposigdo, bem como da

dosagem utilizada durante o tratamento (Miwa et al., 2022; Vieira et al., 2020).
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Dado que as mitocdndrias sdo o principal local de produ¢cdo de ROS e o seu
excesso pode danifica-las, a disfungdo mitocondrial esta intimamente ligada ao
estresse oxidativo (Rossato et al., 2024). A diminuicdo na capacidade respiratéria da
mitocdndria, bem como alteragdes em sua morfologia estdo associados ndo s6 ao
envelhecimento, mas também a outras condi¢des patologicas associadas a ele, como
o cancer, doengas neurodegenerativas, doencas metabdlicas, dentre outras (Miwa et
al., 2022).

Sendo assim, apds selecionar o tempo de incubagcdo com o H202, o
experimento seguinte consistiu em uma avaliagao intergrupos do metabolismo celular,
com o objetivo de comparar os efeitos dos grupos controle, H202 LED e LED+H202a
fim de verificar se a FBM exerceria efeitos bioestimulatérios e/ou protetores as células
diante do estresse oxidativo. Como mostrado na Figura 6, o efeito do LED foi avaliado
tanto de maneira isolada quanto como pré-tratamento nas células induzidas ao
estresse oxidativo.

Em relagdo a aplicagéo isolada da FBM, os resultados demonstraram que a
FBM sozinha n&o alterou significantemente o metabolismo celular, dado que os niveis
de células ativas do grupo irradiado e controle se mantiveram préximos. Ja em relagao
ao grupoLED+H202, os resultados do ensaio de metabolismo celular demonstraram
que o pré-tratamento com a luz vermelha e infravermelha protegeu as células dos
danos ocasionados pelo H202, uma vez que houve aumento significativo na atividade
mitocondrial quando em comparagao ao grupo H202, indicando que a FBM pode
aumentar a sobrevivéncia celular em um ambiente de estresse. Vale ressaltar ainda
que, apesar de nao haver significancia estatistica, o grupo LED+H202apresentou
viabilidade celular superior ao grupo controle (Fig. 6).

Segundo Karu (1989), a magnitude dos efeitos bioestimuladores da FBM séo
também dependentes do estado fisioldgico das células. Os efeitos s&o evidenciados
em células em déficit nutricional, desordem funcional ou injuria, pois essas condi¢des
funcionam como um gatilho para a agéo da luz na tentativa de melhorar e normalizar
a atividade celular. Em um tecido saudavel ndo ha estimulos para que a acao do laser
seja iniciada, por isso o efeito sera fraco ou ainda nenhum efeito terapéutico sera
observado. Isso explica o porqué do efeito da bioestimulagcdo nem sempre ser
possivel, como ocorreu quando a FBM foi aplicada de maneira isolada nas células
L929 (E Silva, 2014).
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Laffitte et al. (2024), demonstrou que a FBM com laser de diodo em
comprimentos de onda de 660 nm e 790 nm afetou positivamente a viabilidade de
células pré-osteoblasticas cultivadas sob déficit nutricional, com efeitos mais positivos
quando em comparacao com a células cultivadas em condi¢cdes nutricionais normais.

Aplicando os mesmos parametros utilizados no presente estudo, Lima,
Pacheco-Soares e Silva (2022) irradiaram células musculares C2C12 com LED a 660
e 850 nm, simultaneamente, com fluéncia de 3,4 J/cm?, demonstrando que o
sinergismo entre os dois comprimentos de onda induz a proliferagéo celular. As células
C2C12 foram divididas em dois grupos: controle (ndo irradiado) e grupo de tratamento
(irradiado). O tratamento com LED promoveu aumento na atividade mitocondrial das
células em 32% quando em comparagdo com o grupo controle. Os autores também
observaram que a fotobiomodulagdo nas células promoveu uma maior organizagao
do citoesqueleto, o que pode ajudar na for¢a de contragao das células musculares.

Assim como demonstrado por Lima, Pacheco-Soares e Silva (2022), os
resultados do ensaio de atividade mitocondrial do presente estudo indicaram que a
exposicao combinada a diferentes comprimentos de onda pode levar a respostas
aditivas ou sinérgicas.

Enquanto os ensaios de atividade mitocondrial analisam o estado fisioldgico
das células, por meio de fotomicrografias & possivel verificar a ocorréncia de
modificacdes na morfologia celular frente aos diferentes tratamentos. Como
demonstrado na Figura 7, a visualizagdo das células do grupo H20:2 indicou que o
estresse oxidativo reduziu a densidade celular e induziu perda morfolégica quando em
comparacgao as células do grupo controle e LED, confirmando os resultados do ensaio
de atividade mitocondrial em que o H202 apresentou efeito citotdxico para as células
e ativou vias de morte celular (apoptose e/ou necrose), visto que com o excesso de
ROS a célula perde a capacidade de defesa e de reparo.

No presente estudo, com a analise da fotomicrografia do grupo LED+H202,
onde as células foram submetidas ao pré-tratamento com LED previamente a indugao
ao estresse oxidativo induzido pelo perdxido de hidrogénio, em comparagao ao grupo
H202, observa-se que a populagao celular se apresentou significativamente maior (Fig.
7), 0 que condiz com o aumento da atividade mitocondrial apresentado pelo Alamar
Blue. Esses resultados podem elucidar melhor a nossa hipétese de que a
fotobiomodulagao exerce efeito protetivo e de manutengcdo da homeostase celular nas
células L929.
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Nessas condigdes, a agao citoprotetora da FBM se da pela ativagao do sistema
antioxidante celular. A FBM suprime a superproducédo de ROS, visto que a energia
entregue as células aumenta o potencial de membrana mitocondrial e a geragéo de
ROS pela mitocéndria é diminuida, aliviando o estresse oxidativo. Estudos
demonstram que a FBM ativa diferentes mecanismos de defesa contra a producgéao
H202, como o aumento da expressdo génica de enzimas antioxidantes, como
superoéxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase (Dos Santos et al., 2017; Heo
et al., 2019; Huang et al., 2012; Macedo et al., 2016).

A microscopia de fluorescéncia realizada com os marcadores TMRM e Hoechst
coram as mitocdndrias e o nucleo em células vivas. E possivel observar na Figura 8
que o H202 ocasionou mudangas na morfologia dos nucleos celulares, que se
apresentaram menores e irregulares. Segundo estudos, a difusdo direta de H202 nas
células pode contribuir para o alto ROS intracelular, que tem sido associado a
alteragdes na organizacado da cromatina e na transcricao genética (Juan et al., 2021;
Lennicke et al., 2015; Ransy et al., 2020). O H202 que entra nas células pode ser
metabolizado em OH-, e sabe-se que este radical induz lesées ao DNA. ROS
extracelulares promovem alteragcdes na morfometria nuclear, como o tamanho e/ou
forma do nucleo, o que esta presente na senescéncia e em disturbios de
diferenciagdo, incluindo cancer e neurodegeneragdo. Isso ocorre em vista que
estresse oxidativo afeta a funcdo da lamina A por oxidacdo, uma estrutura da
membrana nuclear interna fundamental na manutencao da forma nuclear. Defeitos nas
laminas causam alteracbes na forma nuclear, levam a senescéncia e afetam a
sinalizagcao e o reparo de danos ao DNA (Barascu et al., 2012; Chittiboyina; Bai;
Leliévre, 2018).

Em relagcdo as mitocdndrias, pode-se observar que, enquanto as células do
grupo controle exibem alta emissao de fluorescéncia de TMRM, como esperado, as
células do grupo H202 mostraram baixa emissao de fluorescéncia, indicando pouca
atividade mitocondrial como consequéncia da alta producao de ROS (Fig. 8).

O potencial de membrana mitocondrial € um sinal de saude celular, pois fornece
o gradiente de carga necessario para a producao de ATP e regula a produgao de ROS.
A perda do potencial de membrana mitocondrial € um sinal de estresse e pode resultar
na liberagdo de fatores apoptéticos que levam a morte celular (Barascu et al., 2012;
Chittiboyina; Bai; Leliévre, 2018). Segundo Miwa et al. (2022), as mitocondrias em

fibroblastos podem ser coradas com o TMRM, que se acumula nas mitocdndrias de
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forma dependente do potencial de membrana. Em fibroblastos senescentes, seu
potencial de membrana é menor (conforme indicado pela coloragao fraca e irregular
de TMRM), sendo a disfungdo mitocondrial e a producdo de ROS associada
encontradas na senescéncia induzida por estresse oxidativo.

Estudos indicam que a incubagdo com H20:2 induz fragmentacdo da rede
mitocondrial e afeta diretamente o potencial de membrana mitocondrial (MMP),
fazendo com que as células apresentem menor capacidade de reserva para
respiracdo. A morte celular induzida pelo estresse oxidativo nas células pode ocorrer
via apoptose, bem como necrose, estando associada ao colapso de MMP (Fan;
Hussien; Brooks, 2010; Park, 2013).

Por outro lado, o tratamento com a FBM, tanto no grupo LED quanto no grupo
LED+H202, induziu uma maior emissao de fluorescéncia de TMRM (Fig. 8), indicando
que a irradiagao promoveu maior capacidade energética da membrana mitocondrial e
potencialmente maior sintese de ATP. A morfologia das células do grupo LED+H202
também foi alterada, pois elas estiveram espraiadas, sendo possivel observar o
processo de divisdo celular (seta amarela), condizente com o estado metabdlico da
célula (Fig. 8).

Um achado interessante foi demonstrado no grupo LED, em que foi possivel
observar o desenvolvimento de mitocbndrias gigantes (Fig. 9, seta). Segundo
Manteifel, Bakeeva e Karu (1997), o surgimento dessas mitocOndrias ocorre
possivelmente pela fusdo de varias mitocéndrias pequenas. As mitocondrias gigantes
fornecem maiores niveis de respiracao e renovagao energética em células irradiadas,
0 que condiz com o fato de a FBM induzir aumento do ATP celular.

A marcagao com o corante Cellrox foi utilizada para a deteccao de ROS. Na
figura 10 observa-se que o grupo tratado com LED apresentou maior intensidade de
fluorescéncia por todo o citoplasma celular, indicando maior producao de ROS. Ainda,
€ possivel observar que as células se apresentaram mais espraiadas e alongadas em
comparagao ao grupo controle. Essa diferenga nos niveis de ROS no grupo LED se
da pela absor¢ao da luz pelo fotorreceptor, que resulta na atividade de varias
moléculas, incluindo espécies reativas de oxigénio e estas, posteriormente, atuam
como um mensageiro secundario, resultando na ativacao e estimulacao de varias vias,
incluindo sintese de proteinas, migragao celular, proliferagcdo celular e enzimas

antioxidantes (Dompe et al., 2020).
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Ja no grupo tratado com H202, também é possivel observar uma alta
intensidade de fluorescéncia pelo corante Cellrox, principalmente ao redor dos
nucleos, indicando uma alta produgdo de ROS (Fig. 10). Todavia, as células
apresentaram menor densidade, perderam a sua morfologia e apresentaram sinais de
fragmentacao devido ao dano celular decorrente do estresse oxidativo. Liu et al.
(2024) utilizaram o H202 para induzir o estresse oxidativo em uma linhagem celular de
fibroblastos da pele humana. As células apresentaram menor densidade celular e se
tornaram menos alongadas, mais largas e menos fusiformes em comparagédo as
células de controle. A geracdo de ROS intracelular foi detectada usando o reagente
CellROX, onde foi constatado que o H202 aumentou os niveis de ROS, indicativo de
estresse oxidativo nas células expostas. As células foram expostas a concentragcoes
crescentes de H202 (100, 200, 400, 800 e 1.200 uM) por 3 h, sendo as alteragées mais
perceptiveis de acordo com o aumento da dosagem.

Quando comparamos os resultados do presente estudo com os achados de
Xin, Gongo e Hong (2022), pode-se concluir que o estresse oxidativo provocado pelo
H202 reduz o potencial de membrana mitocondrial e leva ao acumulo de ROS, este
por sua vez sobrecarrega a capacidade antioxidante intrinseca, resultando em
estresse oxidativo e danos celulares, o que também pode ser observado por meio de
alteragdes na configuragcdo/morfologia celular. A superproducédo de ROS promove
efeitos deletérios nas biomoléculas celulares e mitocéndrias, acarretando assim, na
reducdo da atividade mitocondrial.

Em contrapartida, as células do grupo que recebeu o pré-tratamento com LED
antes da indugao ao estresse oxidativo apresentaram nivel de fluorescéncia mais
baixo quando comparadas as células do grupo H202 e do grupo LED isoladamente
(Fig. 10). Quando em comparacdo ao grupo H202, a FBM induziu as células a
recuperarem a sua morfologia, retornando a forma espraiada e alongada. Ainda, é
possivel observar aumento da populagao celular (Fig. 10), confirmando os resultados
obtidos no ensaio de atividade mitocondrial.

Rossato et al. (2025) utilizaram o LED a 660 nm como pré-tratamento em
células SH-SY5Y incubadas com H202, observando o efeito neuroprotetor da FBM,
que, por meio do aumento de ATP e da reducao de ROS, preservou a atividade
mitocondrial e a viabilidade celular, aumentando assim a sobrevivéncia e a
proliferacao celular diante do estresse oxidativo, promovendo defesas antioxidantes e

melhorando a fungao mitocondrial.
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Nossos resultados demonstram que o tratamento com H202 induz danos
oxidativos em fibroblastos L929, pela elevagao dos niveis de ROS intracelular, bem
como diminuigao da atividade mitocondrial, do potencial de membrana mitocondrial e
pela perda da morfologia das células. Estes achados corroboram com estudos
anteriores que destacam o uso do H202 como um indutor de senescéncia prematura
e estresse oxidativo em linhagens celulares (Chou et al., 2023; Cui et al., 2023; Lang
et al., 2024; Miwa et al., 2022; Ransy et al., 2020; Tsai et al., 2020; Vieira et al., 2020;
Vilema-enriquez et al., 2016; Zhang et al., 2024Db).

Por meio dos ensaios realizados, péde-se comparar metabolicamente e
morfologicamente o comportamento das células diante do estresse oxidativo quando
pré-tratadas com LED ou na auséncia dele. Assim, somando com os resultados
obtidos pelo ensaio de atividade mitocondrial, observou-se que o uso do LED induziu
melhoras nas caracteristicas morfoldgicas das células e promoveu manutencéo da
homeostase celular nas células L929, sugerindo um papel antioxidante. Estes
achados corroboram estudos anteriores que demonstram que a FBM pode auxiliar na
recuperacao celular e reduzir o estresse oxidativo (Asgari et al., 2024; Chen et al.,
2020; De Marchi et al., 2011; Luo et al., 2013; Rossato et al., 2025; Zabeu, 2022; Yang
et al., 2020).
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que o pré-tratamento com a irradiacdo simultanea do LED 660 e 850
nm exerce efeito protetor contra a acdo do H202 em células fibroblasticas L929, por
meio da manutencao da viabilidade celular, da atividade mitocondrial, diminuicdo da
producao de ROS e preservagao da morfologia celular. Desta forma, a FBM pode ser
utilizada para auxiliar a prevenir e mitigar danos oxidativos, com possiveis aplicagbes

em contextos clinicos e terapéuticos.
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