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RESUMO

A fotobiomodulag&o (FBM) é uma terapia ndo invasiva que utiliza luz em diferentes
comprimentos de onda para modular processos celulares e estimular a regeneragao
tecidual. Este estudo teve como obijetivo avaliar os efeitos da irradiagcdo com LED em
fibroblastos L929 cultivados in vitro, empregando os comprimentos de onda de 420,
450, 530, 590 e 630 nm, todos aplicados com fluéncia padronizada de 5 J/icm?. As
analises incluiram viabilidade celular (azul de Trypan), atividade metabdlica (ensaio
de MTT), morfologia (Giemsa) e perfil bioquimico (FTIR-ATR), com tratamento
estatistico por ANOVA/Tukey (p < 0,05). Os tempos de irradiagao variaram conforme
o diodo emissor: 420 nm (114 s; 43,7 mW/cm?), 450 nm (149 s; 33,6 mW/cm?), 530
nm (60 s; 83,3 mW/cm?), 590 nm (333 s; 15 mW/cm?) e 630 nm (129 s; 38,6 mW/cm?).
Os resultados indicaram respostas distintas conforme o comprimento de onda. O LED
de 420 nm reduziu discretamente a atividade metabdlica sem comprometer a
viabilidade; 450 nm manteve perfil semelhante ao controle, com alteragdes
bioquimicas sutis; 530 nm promoveu aumento significativo da atividade metabdlica e
padrées compativeis com estimulo ao reparo celular; 590 nm apresentou efeito
inibitério; e 630 nm preservou a viabilidade, com indicios de incremento na sintese
proteica. Conclui-se que a resposta dos fibroblastos a FBM é dependente do
comprimento de onda e da parametrizacido utilizada, reforcando a importancia da
padronizacdo dos parametros de irradiagdo para alcancgar efeitos terapéuticos
desejaveis sem comprometer a integridade celular. Os achados contribuem para o
entendimento dos mecanismos celulares da fotobiomodulagdao e fornecem suporte
para sua aplicacdo segura e eficaz em protocolos clinicos, especialmente na
dermatologia regenerativa

Palavras-chave: fotobiomodulagao; fibroblastos; luz visivel; espectroscopia FTIR.



ABSTRACT

Photobiomodulation (PBM) is a non-invasive therapy that uses light at different
wavelengths to modulate cellular processes and stimulate tissue regeneration. This
study aimed to evaluate the effects of LED irradiation on L929 fibroblasts cultured in
vitro, using wavelengths of 420, 450, 530, 590, and 630 nm, all applied with a
standardized fluence of 5 J/cm? The analyses included cell viability (Trypan blue
exclusion), metabolic activity (MTT assay), morphology (Giemsa staining), and
biochemical profile (FTIR-ATR), with statistical analysis performed by ANOVA/Tukey
(p < 0.05). Irradiation times varied according to the light-emitting diode: 420 nm (114
s; 43.7 mW/cm?), 450 nm (149 s; 33.6 mW/cm?), 530 nm (60 s; 83.3 mW/cm?), 590 nm
(333 s; 15 mW/cm?), and 630 nm (129 s; 38.6 mW/cm?).The results indicated
wavelength-dependent cellular responses. The 420 nm LED slightly reduced metabolic
activity without affecting viability; 450 nm maintained a profile similar to the control,
with subtle biochemical changes; 530 nm produced a significant increase in metabolic
activity and patterns consistent with cellular repair stimulation; 590 nm showed an
inhibitory effect; and 630 nm preserved cell viability, with evidence of enhanced protein
synthesis. These findings demonstrate that fibroblast response to PBM depends on
the wavelength and irradiation parameters, emphasizing the need for standardized
dosimetry to achieve desired therapeutic outcomes without compromising cellular
integrity. The results contribute to a deeper understanding of the cellular mechanisms
involved in PBM and support its safe and effective application in clinical protocols,
particularly in regenerative dermatology.

Keywords: photobiomodulation; fibroblasts; visible light; FTIR spectroscopy.
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1 INTRODUGAO

A pele € o maior 6rgédo do corpo humano e desempenha fungdes fundamentais
de protegao, regulacdo e interagdo com o ambiente externo. Sua integridade, no
entanto, pode ser comprometida por diversos fatores, como envelhecimento, lesdes e
exposicao a agentes externos, especialmente a radiacao ultravioleta. Esses fatores
afetam a matriz extracelular e o funcionamento das células dérmicas, principalmente
os fibroblastos, células essenciais para a manutengao e reparo do tecido conjuntivo,
responsaveis pela produgédo de colageno, elastina e outros componentes estruturais
(Junqueira; Carneiro, 2023).

A fotobiomodulagéo (FBM) é uma abordagem terapéutica ndo invasiva que vem
ganhando espago em diferentes areas da saude. Ela utiliza luz com comprimentos de
onda especificos para estimular processos celulares sem causar danos térmicos. A
interacao da luz com estruturas intracelulares, como a enzima mitocondrial citocromo
c oxidase, pode aumentar a producdo de ATP, modular o estresse oxidativo,
influenciar a liberagdo de calcio e ativar vias de sinalizacdo que favorecem a
proliferacdo celular, a sintese de matriz extracelular e o controle da
inflamacéo(Maghfour et al., 2024).

Estudos mostram que fibroblastos irradiados com parametros controlados
apresentam maior atividade metabdlica e capacidade de regeneragao
(Giannakopoulos et al., 2022). Apesar disso, ainda existem lacunas importantes na
literatura — principalmente relacionadas a padronizacdo dos parametros de
irradiacéo, como fluéncia e tempo de exposig¢ao. Além disso, a maioria das pesquisas
foca nos comprimentos de onda vermelho e infravermelho préoximo, enquanto outras
faixas, como a violeta, azul, verde e ambar, ainda sdo pouco exploradas.

Cada comprimento de onda tem caracteristicas proprias, como profundidade
de penetracao e afinidade por determinados cromoforos, o que pode gerar respostas
celulares diferentes. Entender essas diferencas é essencial para desenvolver
protocolos mais eficazes, individualizados e seguros, principalmente em aplicagdes
estéticas e regenerativas, onde os fibroblastos sdo alvo direto da estimulagdo

luminosa.
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A fotobiomodulacdo € uma modalidade terapéutica nao invasiva que utiliza luz
em faixas especificas do espectro eletromagnético para modular processos
bioldégicos, com aplicacdo crescente nas areas meédica e estética. Essa modulagéo
ocorre por meio da absorgao de fotons por cromdéforos celulares, como a enzima
mitocondrial Citocromo c¢ oxidase, promovendo alteragbes na producdo de ATP,
espécies reativas de oxigénio (ERO), célcio intracelular e ativacdo de vias de
sinalizacgao celular. Tais efeitos estdo associados a respostas fisioldgicas relevantes,
como proliferagcdo celular, sintese de colageno, reparo tecidual e modulagdo
inflamatdria (Maghfour et al., 2024).

Entre as células mais responsivas a FBM estao os fibroblastos, elementos
centrais na manuteng¢do da homeostase dérmica e no processo de cicatrizagao, por
serem 0s principais produtores da matriz extracelular, incluindo colageno, elastina,
fibronectina e glicosaminoglicanos. A funcionalidade dos fibroblastos esta diretamente
ligada a integridade da pele e a eficacia de terapias regenerativas e
antienvelhecimento, justificando seu uso como modelo experimental para estudos
celulares in vitro (Cavalcanti et al., 2011). Embora a FBM ja seja aplicada clinicamente
em tratamentos dermatolégicos para rejuvenescimento, cicatrizacao de feridas,
reducao de inflamacdes e melhora da textura e elasticidade da pele, ha lacunas
importantes na literatura cientifica. Uma delas é a caréncia de padronizagdo dos
parametros de irradiagdo os quais influenciam diretamente a resposta biologica e a
segurancga da técnica (laria et al., 2025). Além disso, estudos disponiveis concentram-
se em comprimentos de onda do espectro vermelho e infravermelho préximo, sendo
escassas as evidéncias cientificas sobre os efeitos de faixas espectrais como a
violeta, azul, verde e ambar. No entanto, cada comprimento de onda possui
propriedades O6pticas distintas, como profundidade de penetragdo nos tecidos e
afinidade por cromoforos especificos, o que pode gerar respostas celulares
singulares.

Compreender essas respostas é essencial para desenvolver aplicagdes
terapéuticas mais eficazes e personalizadas, sobretudo em protocolos estéticos e
regenerativos. Evidéncias recentes indicam que fibroblastos irradiados com
parametros controlados apresentam maior atividade metabdlica, incremento na
sintese de colageno e melhora da resposta regenerativa (Giannakopoulos et al., 2022;
Sanford; Earle; Likely, 1948; Schmidt et al., 2025). No entanto, permanecem desafios
relacionados a padronizagdo dos parametros de irradiagdo, enquanto faixas
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espectrais como a violeta, azul, verde e ambar ainda sao pouco exploradas, apesar
de seu potencial biolégico (Fernandes Neto et al., 2023; Lee et al., 2024).

Diante disso, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da FBM com
LEDs de diferentes comprimentos de onda (420, 450, 530, 590 e 630 nm) sobre
fibroblastos cultivados in vitro. Para tanto, foram realizadas analises de viabilidade
celular, atividade metabdlica, morfologia estrutural e perfil bioquimico por
espectroscopia FTIR-ATR, de modo a oferecer subsidios experimentais que auxiliem
no desenvolvimento de protocolos clinicos mais seguros e eficazes em estética e

medicina regenerativa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pele

A pele é responsavel por atuar como barreira protetora e manter a homeostase
tecidual. Estruturalmente, a derme concentra os fibroblastos, células fundamentais
para a sintese e remodelagdo da matriz extracelular (MEC). Essas células secretam
colageno, elastina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e fibronectina, componentes
essenciais para a manutencdo da integridade e da fungdo da pele (Junqueira;
Carneiro, 2023).

Figura 1: Fotomicrografia de corte de pele (HE. Médio aumento.)
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Fonte: Junqueira; Carneiro, 2023.

A pele constitui a camada mais externa do organismo, com uma area média de
1,8 m?, aproximadamente 4kg, correspondendo a aproximadamente 16% do peso
corporal. Esse 6rgao recobre toda a superficie corporal exercendo diversas fungdes,
dentre elas a protegao fisica do corpo contra 0 meio externo, incluindo o atrito, a
pressao, e regula temperatura corporal como calor e frio (Chambers; Vukmanovic-
Stejic, 2020; Junqueira; Carneiro, 2023; Khavkin; Ellis, 2011).

A pele é composta por duas camadas principais: epiderme e derme. A
hipoderme, ou tecido subcutaneo, embora frequentemente associada a pele, € uma
camada separada que a conecta as estruturas subjacentes, como musculos e 0ssos.

A epiderme saudavel é composta por epitélio escamoso estratificado, cuja

principal célula é o queratindcito, responsavel pela renovagao celular da parte mais
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externa da pele. Além deles a epiderme abriga outras células, em menor quantidade,
como os melandcitos, produtores de melanina, células de Langerhans com fungao
imunologica e células de Merkel associadas a percepgao sensorial (Khavkin; Ellis,
2011).

A derme é a camada intermediaria da pele e tem como principal célula o
fibroblasto, responsavel pela producéo de colageno e fibras elasticas. Essa matriz
confere resisténcia a choques mecanicos, e elasticidade, permitindo que a pele
retorne a sua forma original apdés deformagdes. Também sao encontradas
terminagcbes nervosas, responsaveis pela sensagédo de toque, e vasos sanguineos
que nutrem a derme (Khavkin; Ellis, 2011).

Os fibroblastos desempenham um papel essencial no reparo tecidual, sendo
responsaveis pela manutengdo da integridade do tecido conjuntivo por meio da
sintese dos componentes da matriz extracelular (Junqueira; Carneiro, 2023). Além da
producdo de colageno, os fibroblastos também produzem elastina, fibronectina,
glicosaminoglicanos e proteases, substancias essenciais para o desbridamento e
remodelamento fisioldgico dos tecidos (Rorteau et al., 2020).

Estruturalmente, é composta por epiderme e derme. A epiderme contém
predominantemente queratindcitos, responsaveis pela renovacao celular, além de
melanadcitos, células de Langerhans e células de Merkel. A derme, localizada logo
abaixo, é caracterizada pela presenca abundante de fibroblastos, principais células do

tecido conjuntivo cutaneo (Khavkin; Ellis, 2011).
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Figura 2: Camadas da pele
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Fonte: A autora.

Os fibroblastos desempenham papel essencial na homeostase e no reparo
tecidual. Sao responsaveis pela sintese de colageno, elastina, fibronectina e
glicosaminoglicanos, que compdem a matriz extracelular (MEC), conferindo
resisténcia, elasticidade e suporte estrutural a pele (Junqueira; Carneiro, 2023). Além
disso, secretam proteases e fatores de crescimento, regulando processos como
remodelamento, cicatrizagcado e angiogénese (Rorteau et al., 2020).

Com o envelhecimento e a exposi¢ao crbnica a fatores extrinsecos, como
radiacdo ultravioleta, ocorre declinio da atividade fibroblastica, levando a
fragmentacdao do colageno, redugdo da elasticidade e comprometimento da
regeneracao cutanea (Varani et al., 2006; Quan et al., 2015). Essas alteragdes
impactam diretamente a qualidade da pele, sendo alvo central de estratégias
terapéuticas regenerativas.

Nesse contexto, os fibroblastos tornaram-se modelo celular amplamente
utilizado em pesquisas de fotobiomodulagdo. Como células sensiveis a estimulagéo
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luminosa, respondem a diferentes comprimentos de onda com alteragbes em
metabolismo, proliferacao e sintese de MEC, evidenciando seu potencial na reparagao
e rejuvenescimento cutaneo (Karu, 1999; Freitas; Hamblin, 2022; Giannakopoulos et
al., 2022).

2.2 Fotobiomodulagao

A fotobiomodulagao (FBM), também conhecida como terapia com luz de baixa
intensidade, € uma técnica que utiliza a luz para modular processos bioldgicos e
celulares. Essa abordagem promove a entrega controlada e gradual de fétons,
estimulando respostas terapéuticas nos tecidos-alvo (Ferrari, 2021).

A segurancga da aplicagao da luz de baixa intensidade na faixa do vermelho em
tecidos vivos vem sendo estudada ha mais de 50 anos. Diversos experimentos
demonstraram que, embora n&o haja evidéncias de alteragdes cancerigenas
associadas a essa terapia, efeitos benéficos foram observados, como aceleragdo do
crescimento capilar e melhora da cicatrizacdo de feridas. Estudos também
confirmaram que a exposi¢cao a luz vermelha e infravermelha préxima estimula a
multiplicagdo celular (Glass, 2021).

A fotobiomodulagao foi descoberta de forma nao intencional em 1967, pelo
médico hungaro Endre Mester, durante uma tentativa de reproduzir um experimento
publicado por McGuff e colaboradores,1965, em Boston (EUA), que utilizava laser
para tratar células tumorais em animais (MgGuff; Deterling; Gottlieb, 1965). Contudo,
o dispositivo de laser de rubi construido para Mester possuia apenas uma fragao da
poténcia do equipamento utilizado no estudo original. Como resultado, em vez de
curar os tumores experimentais, a radiagdo de baixa intensidade estimulou o
crescimento de pelos e acelerou a cicatrizacdo de feridas em ratos, nos locais onde
os tumores haviam sido implantados. Essa descoberta levou a publicacido de uma
série de artigos, nos quais Mester cunhou o termo “bioestimulagéo a laser”, mais tarde
conhecido como “terapia a laser de baixa intensidade”, LLLT (Mester; Szende;
Gartner, 1968), e posteriormente Fotobiomodulagao (FBM) (Zein; Selting; Hamblin,
2018).

Karu e sua equipe se dedicaram a estudar as alteragdes que ocorriam apos o

uso da terapia com a luz vermelha, entre 1970 e 1990, e descobriram que a ativacao
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da enzima Citocromo ¢ oxidase aumenta a producao de ATP pelas mitocondrias,
resultando em maior atividade metabdlica das células (Glass, 2021; Karu, 1999).

A interacdo da luz com tecidos vivos ocorre por meio dos processos 6pticos de
reflexdo, transmisséo, espalhamento e absorgdo. Esses fenbmenos desencadeiam
reacoes fotoquimicas que podem estimular o reparo tecidual, reduzir a inflamacao e
promover a regeneracao celular (Ferrari, 2021).

A incidéncia da luz sobre tecidos bioldgicos resulta na reflexdo de parte da
radiagdo na interface com o meio. A fragdo que adentra o tecido pode ser subdividida
em luz absorvida, luz espalhada (scatter) e luz transmitida. (Ferrari, 2021).

Quando a luz é absorvida, fornece energia especifica ao tecido e a
profundidade de penetragao da luz, ou seja, a camada do tecido em que a absorgao
ocorrera, pode ser controlada alterando o comprimento de onda da luz incidida,
atingindo no tecido alvo estruturas conhecidas como croméforos (Ferrari, 2021).

Em ordem crescente de frequéncias, as cores do espectro visivel sao:
vermelho, laranja, amarelo, verde, ciano, azul e violeta como ilustra a figura a seguir
(Ferrari, 2021):

Figura 3: Profundidade de permeagéo da luz

Fonte: Ferrari, 2021.

Segundo Ferrari (2021), cada comprimento de onda dentro do espectro visivel
esta associado a uma cor especifica e possui indicacbes terapéuticas distintas,

conforme descrito no Tabela 1.
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Tabela 1: Indicacdes de tratamentos para cada comprimento de onda

Led azul Acne inflamatéria, dermatite perioral,

405 nm eczema facial, psoriase, vitiligo.

Led Amarelo ambar Rejuvenescimento

590 nm

Led Rejuvenescimento, pds-operatdrio, acne

Vermelho inflamatdria, dermatite perioral, eczema

635 nm facial, ulcera cronica

Infravermelho Cicatrizacdo em pos-operatorio, pos

940 nm laser ablativo, pos peeling médio e
profundo, ulceras cronicas,
rejuvenescimento, infec¢des por herpes,
dor, liquen plano, edema.

Fonte: Ferrari, 2021.

Algumas caracteristicas da luz utilizada na fotobiomodulagdo dependem da
fonte emissora. No caso do laser, a luz apresenta propriedades como
monocromaticidade, colimagado e coeréncia, o que permite uma propagagao mais
direcional e com menor divergéncia. Ja fontes ndo coerentes, como os LEDs, também
sao amplamente utilizadas na FBM, emitindo luz com leve variagao espectral e maior
angulo de abertura. Essas caracteristicas favorecem aplicagdes em areas maiores e
com menor risco térmico, mantendo eficacia nos efeitos fotobioldgicos desejados. A
utilidade terapéutica da FBM consiste em emitir uma luz monocromatica que é
seletivamente absorvida por fotorreceptores moleculares chamados de cromoforos.
Enquanto o cromoforo absorve a energia luminosa, as moléculas adjacentes nao
absorvem (Duarte; Buense; Kobata, 2006).

Na area da estética, a fotobiomodulacdo tem sido adotada como uma
alternativa ndo invasiva para promover a produgdo de colageno, reduzir rugas e
melhorar a textura da pele (Cavalcanti et al., 2011).

Com sua natureza nao térmica e efeitos biolégicos positivos, a FBM continua a
despertar interesse para pesquisa em diversas areas da saude, oferecendo uma
abordagem promissora para a promoc¢do da saude e bem-estar (Kuffler, 2016;
Mineroff et al., 2024).
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Nos ultimos anos, a aplicagdo da FBM, tem ganhado destaque entre os
pesquisadores que reconhecem a sua eficacia no tratamento de varias condigoes
dermatoldgicas. Desde acne e cicatrizagdo de feridas até rejuvenescimento da pele
como uma alternativa n&o invasiva e promissora as terapias convencionais
(Hernandez-Bule et al., 2024; Mineroff et al., 2024).

A eficacia da fotobiomodulagdo esta diretamente relacionada a diversos
parametros da luz utilizada, tais como comprimento de onda, fluéncia, densidade de
poténcia, duragdo do tratamento, area, distancia e modo de pulso (Zein; Selting;
Hamblin, 2018).

A quantidade de energia luminosa entregue por unidade de area ao longo de
um periodo, € denominada pela fluéncia (J/cm?). A luz empregada na FBM pode
apresentar diferentes comprimentos de onda, medidos em nanémetros (nm), o que
determina seu posicionamento no espectro eletromagnético e, consequentemente,
suas propriedades terapéuticas especificas (Maghfour et al., 2024).

A densidade de poténcia, também denominada irradiancia € expressa em
miliwatts por centimetro quadrado (mW/cm?) e corresponde a quantidade de energia
entregue por uma unidade de tempo e por unidade de area da superficie da pele
(Maghfour et al., 2024). Em geral fontes de luz utilizadas na FBM geram densidades
de poténcia na faixa de 5 a 100 mW/cm?2.

Outro parametro relevante para a eficacia do tratamento é o periodo de
aplicacao, que inclui tanto o tempo de exposi¢ao (variando de segundos a minutos a
horas) quanto a frequéncia das aplicagdes, que pode ser diaria, semanal ou conforme
o protocolo terapéutico estabelecido.

No presente estudo foram investigados os efeitos terapéuticos de diferentes
comprimentos de onda no espectro visivel: violeta (420 nm), azul (450 nm), &mbar (490
nm), verde (530 nm) e vermelho (630 nm). A seguir, apresenta-se uma breve revisao
de evidéncias cientificas encontradas em cada uma dessas faixas espectros.

Estudos in vitro tém demonstrado que diferentes comprimentos de onda
apresentam efeitos distintos nos fibroblastos. A luz vermelha (600-700 nm)

Em estudos recentes, Crous, Van Rensburg e Abrahamse (2024) compararam
diferentes comprimentos de onda em fibroblastos e observaram que tanto a faixa do
verde quanto a do infravermelho promoveram efeitos positivos no metabolismo

celular, embora por vias distintas. Outros trabalhos confirmam que a resposta celular
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depende nao apenas do comprimento de onda, mas também da fluéncia, da
densidade de poténcia e do tempo de exposigao (Avci et al., 2013; Hamblin, 2018).

Assim, a literatura evidencia que a PBM é capaz de modular respostas
biolégicas em fibroblastos, favorecendo processos de reparo, regeneragdao e
homeostase cutanea. Entretanto, os resultados variam de acordo com os paréametros
adotados, o que reforga a necessidade de investigagdes adicionais com diferentes
comprimentos de onda e protocolos padronizados para fundamentar a pratica clinica

Os estudos sobre o efeito da fotobiomodulagao utilizando luz violeta com
comprimento de onda em 420 nm ainda sao limitados. Zein, Selting e Hamblin (2018),
em experimentos in vitro observaram a eficiéncia na diferenciagao de células-tronco
derivadas de tecido adiposo humano em osteoblastos, promovendo a formacéao
0ssea, na dosimetria 3 J/cm? utilizando 16 mW/cm? (Zein; Selting; Hamblin, 2018).
Outro estudo demonstrou os efeitos antibacterianos e antiproliferativos desse
comprimento de onda, com dosimetria de 20 J/cm? por 10 min, utilizada em
fibroblastos dérmicos humano, in vitro, demonstrando a reduc¢ao de ATP e inibicdo da
proliferagdo celular, sem toxicidade significativa, sendo potencialmente util no
tratamento de cicatrizes hipertréficas e condigdes fibroticas (BRUNING et al, 2023).
Chen e Chang em seus estudos utilizando a irradiacdo 420 nm, in vitro, utilizaram a
dosimetria de 10 J/cm? em células epiteliais da cornea, observando aceleracio na
formagdo de jungdes celulares sem induzir morte celular, porém com efeitos
semelhantes observados apds 9 dias de cultivo celular sem a irradiagao de luz (Chen;
Chang, 2024). Kam e colaboradores (2021), demonstraram que aplicando 40 mW/cm?
por 15 minutos diarios, por 1 semana, nesse mesmo comprimento de onda, houve
reducao da atividade metabdlica e aumento da permeabilidade de membrana com
recuperacao parcial de ATP apds 72 horas (Kam et al., 2021).

A luz azul, no comprimento de onda 450 nm € uma das faixas mais investigadas
na fotobiomodulagdo, com um numero crescente de publicagdes cientificas. Uma de
suas principais aplicagdes identificadas € a inibigdo bacteriana. Adamskaya et al.,
2011, obtiveram resultado positivo na cicatrizacéo de feridas em modelo animal (Ratos
Sprague Dawley), com redugéo da ferida em 50% no sétimo dia pos-operatorio, além
de aumentar a epitelizacido e alteragdo na expressdo de mRNA de queratina,
utilizando uma poténcia de 50 mW/cm?, por 10 minutos em cada sesséao, por cinco
dias consecutivos (ADAMSKAYA et al., 2011). Sousa e colaboradores identificaram
gue uma unica irradiacao nas fluéncias de 6, 12, 18 e 24 J/cm?, promoveu inibicao de
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Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, com efeito mantido por até 48
horas ap0s a irradiagédo. A bactéria Escherichia coli também apresentou inibicao nas
fluéncias 3, 6, 12, 18 J/cm? houve sucesso na inibicdo bacteriana mesmo sem
fotossensibilizador. Para S. aureus e P. aeruginosa, a inibigao significativa se deu nas
fluéncias acima de 6 J/cm?. E. coli, foi inibida em todas as fluéncias, exceto 24 J/cm?
(Sousa et al, 2015). Outro estudo registrou a supressdo total (100%) de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em culturas plancténicas com
fluéncia de 7,6 J/lcm?, e densidade de poténcia de 3 mW/cm?, aplicadas trés vezes
com intervalos de 30 minutos (Bumah et al., 2015).

A luz verde, 530 nm, tem ganhado destaque recente nos estudos da FBM, de
2021 a 2024, apresentando resultados promissores para a ciéncia. Silva, Crous e
Abrahamse (2024), demonstraram que a irradiagdo com luz verde promoveu
diferenciagdo osteogénica de células tronco mesenquimais derivadas de tecido
adiposo, visando a terapia regenerativa no reparo de lesbes Osseas. A luz verde
promoveu a diferenciacdo osteogénica inicial, com aumento significativo
demarcadores osteogénicos como RUNX2 (3.0 vezes) e BGLAP (2.5 vezes) apos 24
horas de tratamento. Apos 7 dias, houve progressao para maturagédo da matriz, com
aumento de marcadores como BGN (3.0 vezes) e SOST (2.8 vezes), indicando
diferenciacdo avangada para osteoblastos e ostedcitos, e morfologia das células
mudou para uma forma cuboidal, tipica de osteoblastos maduros utilizando a fluéncia
de 5 J/cm?, na densidade de poténcia de 57,47 mW/cm?, por 87 segundos (Silva;
Crous; Abrahamse, 2024). Em outro estudo, Crous, Van Rensburg e Abrahamse
(2022) relataram a proliferacao e diferenciacao celular, apds irradiagcdo com fluéncia
de 5 Jicm?, densidade de poténcia de 574 mW/cm?, e tempo de irradiacdo de 83
segundos. Os resultados mostraram um aumento significativo na proliferacéo celular
apods 48 horas até 7 dias de tratamento, com aumento da producao de ATP, indicando
maior atividade metabdlica. Também foi observado aumento na produgcao de ERO
intracelulares, essenciais para o processo de diferenciacdo celular (Crous; Van
Rensburg; Abrahamse, 2022). Tamimi et al. (2022), verificaram aumento na
proliferagdo celular no quinto dia apds a irradiagao, seguido por redugcédo no sétimo
dia, indicando um efeito dependente do tempo. Além disso, foi evidenciado um
potencial anti-inflamatdério, utilizando uma fluéncia de 44 J/cm?, poténcia de 50 mW,
densidade de poténcia de 6 mW/cm? e tempo de irradiagdo de 7 segundos a cada dois
dias (Tamimi et al., 2022).
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A luz @mbar, com comprimento de onda 590 nm, tem se mostrado promissora
em estudos recentes de FBM, especialmente em aplicagbes dermatoldgicas e
imunomoduladoras. Dai et al. (2022) observaram melhora significativa na
hiperpigmentacao e no eritema facial, reduzindo do indice MASI (Melasma Area and
Severity Index) de 17 para 13 na 8% semana, com manutenc¢ao da melhora até a 202
semana, sem relatos de piora ou efeitos adversos. Também foi observada a redugao
significativa na migracéo celular, com diminuicdo da expressao de VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular), na fluéncia de 20 J/cm?, densidade de poténcia 20
mW/cm? irradiada 1 vez por semana, durante 8 semanas (Dai et al., 2022). Souza et
al. (2024) relataram modulagao significativa das citocinas pré-inflamatérias (IL-6, IL-
10 e TNF-a), e observou-se aumentou a produgao de IL-10 em mondcitos e linfocitos
para o fendtipo pré inflamatério, com densidade de poténcia de 23 mW/cm?, e fluéncia
de 1,4 J/lcm?. (Sousa et al, 2024). Lan et al. (2015) observaram redugdo dos niveis de
ERO e aumento da expressao da enzima catalase, promovendo maior capacidade
antioxidante, e redugao da expressao de MMP-1 (metaloproteinase-1), associada ao
fotoenvelhecimento (Lan et al., 2015). Mota e colaboradores (2023) relataram reducgao
de rugas perioculares (pés de galinha) em pacientes com diabetes ou tendéncia a
queloides, onde procedimentos altamente inflamatérios ndo sdo recomendados. Foi
observado uma redugéo de 29,9% no volume das rugas perioculares apds o
tratamento com luz ambar (590 nm). O volume médio das rugas reduziu de 187 mm?
para 131 mm?3, a dosimetria utilizada foi de 3,8 J/cm?, durante 10 minutos. Foram
realizadas 10 sessdes, de 2-3 vezes por semana durante 4 semanas, em contato
direto com a pele (Mota et al., 2023).

Em relacdo a luz vermelha (630 nm), Zein, Selting e Hamblin (2018)
destacaram em revisao de literatura, par@metros para dosimetria e os beneficios do
aumento da producao de ATP, por meio do estimulo mitocondrial e regulagéo de ERO,
fornecendo melhora na regeneracao e reparo tecidual, com a faixa ideal para
estimulagdo metabdlica, na fluéncia de 3—10 J/cm? (Zein; Selting; Hamblin, 2018). Gao
et al. (2022) verificaram aumento da expressao de miR-877-3p, promovendo a
proliferacdo de cardiomidcitos neonatais para reparo miocardico, na densidade de
poténcia: 2,5 mW/cm?, por 10 min, com dados coletados apés 24h da irradiagao (Gao
et al., 2022). Zhang e Ji (2023) em seus estudos em um modelo experimental de
osteoartrite em camundongos, obtiveram dados de controle da dor e modulagédo de
mediadores inflamatérios, com preservacao da cartilagem articular, na densidade de
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poténcia de 10 mW/cm?, e fluéncia de 36 J/cm?, uma vez ao dia por 4 semanas
(Zhang; Ji, 2023). Couturaud e colaboradores (2023), evidenciaram a reversao de
sinais de envelhecimento da pele, como rugas, flacidez, densidade dérmica reduzida,
aspereza e poros dilatados, com fluéncia de 15,6 J/cm?, durante 12 minutos por
sessdo, duas vezes por semana, durante 3 meses (Couturaud et al., 2023). Lee e
colaboradores (2024), observaram os efeitos da FBM no rejuvenescimento cutédneo e
na cicatrizagao de feridas em modelo animal, resultando em aumento da expressao
de colageno e fatores de crescimento, com redugdo da expressao de
metaloproteinases (MMP-1 e MMP-2), e aumento da densidade de fibras colagenas
na derme e redugao de rugas, na densidade de poténcia de 4,6 mW/cm?, e fluéncia
variavel entre 1,5 e 20 J/cm? (Lee et al., 2024). Schmidt e colaboradores (2025),
demonstraram aceleracdo da cicatrizacdo de feridas cutaneas e modulacdo da
inflamagédo, com aumento da viabilidade de queratinécitos, avaliando a redugao de
marcadores inflamatorios (IL-1, IL-10 e TNF-a), aumento da atividade antioxidante
(niveis de GSH) e reducao do estresse oxidativo, na densidade de poténcia de 2,7
mW/cm?, por 7 minutos (Schmidt et al., 2025).

O Quadro 1 apresenta os dados coletados, com os respectivos comprimentos

de onda, dosimetria, indicacdes e referéncias.
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Quadro 1: Comprimento de onda, dosimetria, indicacdes e referéncias.

Comprimento de Onda

Dosimetria

Indicagdo

Referéncia {Autores)

Violeta (420 nm)

3 Jiem?, 16 mi/icm?

Fomacéo ossea

Zein et al. (2018a)

Violeta (420 nm)

20 J/cm?, 10 min

Efeitos antibacterianos e antiproliferativos

Briining et al. (2023)

Violeta (420 nm)

10 Jicm?

Aceleracéo de jungbes celulares, sem induzir
morte celular

Chenet al. (2024)

Violeta (420 nm)

40 mW/cm?, 15 min diarios

Reducéo da atividade mitocondrial e aumento
da pemeabilidade de membrana

Kaam et al. (2021)

Azul (450 nm)

50 mW/cm?2, 10 min por 5 dias

Cicatrizacédo de feridas

Adamskayaetal. 2011)

Azul (450 nm)

6-24 J/icm?

Inibicdo de bactérias Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli

De Sousa et al. (2015)

Azul (450 nm)

7,6 J/icm?, 3x com intervalos de 30 min

Supresséo total de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA)

Bumah et al. (2015)

Verde (525 nm)

5 Jicm?, 57 47 mWicm?, 87 s

Diferencia¢édo osteogénica inicial e avancada

Da Silva et al. (2024)

Verde (525 nm)

5 Jicm?, 574 mW, 59 .66 miW/cm? 83 s

Aumento de ATP, proliferacéo celular e
producéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS)

Crous et al. (2022)

Verde (525 nm)

44 mJ/cm?, 50 m\V, 7 s a cada 2 dias

Efeito anti-inflamatério e aumento da
proliferacéo celular no guinto dia

Tamimi et al. (2022)

Ambar (590 nm)

20 J/cm?, 20 mW/cm?, 8 semanas

Melhora de hiperpigmentacéo e reducéo de
eritema facial

Dal et al. (2022)

Ambar (590 nm)

14 Jicm?, 23 mW/icm?

Modulagéo de citocinas pro-inflamatorias (IL-
6.1L-10 e TNF-a)

De Brito Sousa et al. (2024)

Ambar (590 nm)

3,8 J/icm?, 6.4 mW/ecm2, 10 min

Redugéo de rugas perioculares (pés de
qalinha)

Mota et al. (2023)

Vemelho (630 nm)

3-10 J/cm?

Aumento da producéo de ATP e estimulo
mitocondrial

Zein et al. (2018a)

Vemelho (630 nm)

2,5 mW/cm?2, 10 min

Proliferacédo de cardiomiocitos neonatais para
reparo miocardico

Gao et al. (2022)

Vemelho (630 nm)

36 Jicm?, 10 mWW/cm?

Controle da dor e modulagédo de mediadores
inflamatorios em osteoartrite

Zhang et al. (2023)

Vemelho (630 nm)

15,6 Jicm?, 12 min/sesséo

Reverséo de sinais de envelhecimento da pele

Couturaud et al. (2023)

Vemelho (630 nm)

1,5-20 J/cm?

Rejuvenescimento da pele, cicatrizagdo de
feridas

Lee et al. (2024)

Vemelho (630 nm)

2,7 mW/icm?2, 7 min

Aceleracéo de cicatrizacéo de feridas
cutaneas e modulacéo da inflamacéo

Fonte: a autora.

2.3 Interagao Luz X Tecido

Schmidt et al. (2025)

Um conceito importante na fotobiomodulagdo € a “janela optica” ou “janela

terapéutica” de um tecido. Essa janela corresponde a uma faixa espectral onde os

tecidos apresentam baixa absor¢ao de luz, permitindo que a radiagdo penetre com

maior profundidade, atingindo o croméforo alvo. Quanto menor a absorgao da luz pelo

tecido biolégico, maior sera sua profundidade de penetragédo. Portanto a escolha do

cromoforo alvo que recebera essa luz, esta relacionada com a profundidade em que

ele se encontra (Veloso; Fonseca; Santos, 2022).

Os cromoéforos sao moléculas, que possuem espectros especificos capazes de

absorver luz ultravioleta ou visivel (Honigsmann, 2001). Os cromdéforos amplamente

estudados sao acidos nucleicos,

acido urocanico,
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(proteinas), citocromo, opsinas, flavinas, hemoglobina, desoxihemoglobina e
derivados da heme como as porfirinas, melaninas e seus precursores (Austin et al.,
2021; Salehpour et al., 2018; Young, 1997).

As radiacdes emitidas por lasers e LEDs de baixa poténcia situam-se dentro da
chamada janela Optica dos tecidos biolégicos, que abrange o intervalo espectral que
vai do final da faixa do ultravioleta A (UV-A) até o infravermelho préximo,
correspondendo aproximadamente aos comprimentos de onda entre 390 e 1.200 nm
(Karu, 1999).

Os diferentes comprimentos de onda da luz tém diferentes graus de absorgéo,
disperséo e reflexdo por meios bioldgicos e tecidos. Geralmente, os tecidos bioldgicos
contém uma variedade de cromdéforos, como &gua, oxihemoglobina (HbO2),
desoxihemoglobina (Hb), mioglobina, melanina, citocromos e flavinas (Salehpour et
al., 2018).

O principal fotorreceptor intracelular identificado como responsavel pela
interacdo com a luz vermelha e infravermelha proxima € a enzima COX, localizada na
cadeia transportadora de elétrons das mitocdndrias. Essa organela tem sido
amplamente estudada no contexto da FBM, uma vez que desempenha papel central
na geragdo de energia celular. Na matriz mitocondrial, s&o encontrados
fotorreceptores que sob exposigdo da luz sdo potenciais absorvedores de energia.
Sua principal fungéo € atuar como “usina de energia” da célula, gerando ATP, que é
a principal fonte de energia para a atividade e o metabolismo celular, realizando a
respiracao celular, mantendo as células vivas e funcionantes. A COX, € uma enzima
encontrada nas mitocéndrias, que ao absorver a luz promove uma regulagao positiva
no metabolismo celular com aumento da sintese de adenosina trifosfato (ATP),
aumento das ERO, e do 6xido nitrico (NO) e calcio (Ca?*) (Hamblin, 2018).

Ao regular os niveis de calcio intracelular (Maghfour et al., 2024; Mohamad et
al., 2021), outras vias de sinalizagdo sao ativadas, como a enzima Adenil ciclase, que
aumenta o metabolismo das células como mastocitos e fibroblastos (Maghfour et al.,
2024; Matuz-Mares et al., 2022; Stutzmann; Mattson, 2011).
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Figura 4: Proposta do mecanismo de agédo da FBM da luz vermelha e infra vermelho préximo

Luz Vermelha (625 a 700 nm)
Luz Infra-vermelho préximo (700 - 1440 nm)
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1 - Penetragéo ideal para os comprimentos de onda no vermelho e infravermelho, dentro da “janela 6ptica”. 2 - A luz vermelha e
infravermelha proxima, estimulam a COX, levando a regulacdo positiva da cadeia de transporte de elétrons (ETC). Essa
regulagédo promove o aumento da adenosina trifosfato mitocondrial (ATP), a geragdo de ERRO e aumento dos niveis de calcio
(Ca?*). 3 - O aumento dos niveis de ATP, ERO e (Ca?*) ativa fatores de transcrigdo que respondem ao equilibrio entre oxidagao
e redugdo dentro da célula. Um desses fatores é o fator nuclear kappa B (NF-kB), que regula genes ligados a inflamagédo e ao
estresse celular. Outro é o fator induzivel por hipodxia (HIF), que age quando ha pouco oxigénio disponivel. Essa ativagao leva a
transcri¢cdo de genes importantes para a adaptacéo celular 4 - A ativagéo dessas vias de sinalizagdo em cascatas contribui para
processos bioldgicos essenciais, como a proliferagdo, migragao e diferenciagado celular, influenciando diretamente a resposta

celular ao ambiente e promovendo adaptagdes metabdlicas e funcionais.

Fonte Maghfour et al., 2024: adaptado pelo autor

O tecido biolégico é constituido em maior percentual por agua, portanto, se faz
necessario considerar o potencial de absorcdo dessa molécula, que ocorre
principalmente nos espectros infravermelho, acima de 1.200 nm e no ultravioleta
abaixo de 200 nm (Veloso; Fonseca; Santos, 2022).

A radiacao correspondente as faixas do vermelho ao infravermelho proximo
situa-se entre os comprimentos de onda 650 e 1.200 nm, sendo que nessa faixa a
absorcao de radiagao pela agua e moléculas organicas é baixa, e tem como resposta
um alto grau de penetracado da radiagao, atingindo tecidos mais profundos (Veloso;
Fonseca; Santos, 2022).

A enzima mitocondrial Citocromo c¢ oxidase, é o fotorreceptor primario mais
estudado pelos pesquisadores. Ela esta localizada na membrana interna da

mitocondria e atua na transferéncia de elétrons do citocromo mitocondrial para o
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oxigénio molecular, promovendo aumento sintese de ATP, e consequentemente, a
sintese de DNA e RNA (Wu et al., 2014). Além disso, Dungel e colaboradores
demonstraram que a dissociagdo do 6xido nitrico (NO) da COX, promovida pela
interacdo com a luz em determinados comprimentos de onda, a respiragao
mitocondrial foi normalizada, trazendo assim beneficios terapéuticos (Dungel et al.,
2008).

A estimulacdo da sintese de ATP, gera ERO, que em niveis moderados tem
efeitos benéficos, promovendo proliferagcao celular e sintese de colageno (Di Meo et
al., 2018). Porém, niveis elevados de ERO podem acarretar danos celulares, como
disfungao mitocondrial e morte celular (Korge et al., 2011; Veloso; Fonseca; Santos,
2022).

As ERO, produzidas pelo aumento de ATP, também sdo mediadoras da
ativagao de um fator nuclear importante, conhecido como kappa B (NF-kB), que ao
ser estimulado, promove efeitos como sintese de colageno, proliferagao celular e
regulagao de citocinas inflamatérias, que contribuem para uma fotobiomodulagao
positiva (Chen; Chang, 2024).

O aumento de calcio (Ca2+) nos niveis intracelulares induzido pela FBM,
demonstra que a irradiagdo com a luz vermelha e infravermelha préxima promove o
aumento benéfico nos niveis intracelulares de calcio (Ca2+). Essa elevagao moderada
de Ca2+ intracelular pode estimular processos como a proliferagao celular e apoptose
de células cancerigenas (Levchenko et al., 2019).

De forma particular foi observado que a FBM também regula os niveis de Ca2+
nos neurdnios ativando vias de sinalizagdo neuroprotetoras prevenindo efeitos
destrutivos como a excitotoxicidade, sendo util no tratamento de condi¢cdes
patolégicas, como doengas neurodegenerativas e lesdes cerebrais (Golovynska et al.,
2021; Johnstone et al., 2016).

Em resumo quando a FBM é aplicada em baixas doses, a luz interage com os
cromoforos que estdo dentro das células, principalmente nas mitocondrias. Esses
croméforos absorvem a energia luminosa e desencadeiam processos bioldgicos. O
principal alvo dentro das mitocondrias € a enzima Citocromo ¢ oxidase, que vai
estimular a produgcdo de ATP (a energia da célula), aumentando o consumo de
oxigénio. Esse processo pode alterar os niveis de 6xido nitrico (NO), ativando vias de
sinalizagao celular e estimulando a producédo de fatores de crescimento, que irdo
auxiliar na regeneracao dos tecidos. Esse nivel de energia é suficiente para ativar a
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célula, mas ndo causa aquecimento excessivo nem danos fotoquimicos. Isso faz com
que o FBM tenha efeitos terapéuticos sem comprometer a integridade celular (Zein;
Selting; Hamblin, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Comparar os efeitos da luz em diferentes comprimentos de onda em

fibroblastos in vitro.
3.2 Objetivo Especifico

- Avaliar, in vitro, o efeito da fotobiomodulacdo em diferentes comprimentos de
onda sobre a viabilidade celular dos fibroblastos por meio do teste de exclusdao com
azul de Trypan.

- Analisar a atividade metabdlica dos fibroblastos submetidos a
fotobiomodulacao, utilizando ensaio de sensibilidade celular 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélio brometo.- Investigar, por meio da espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), as alteragdes bioquimicas nos
fibroblastos apés a FBM, com foco em modificagdes em proteinas, lipideos e acidos
nucleicos.

- Caracterizar a morfologia celular dos fibroblastos por meio da coloragao de

Giemsa, verificando alteragdes em nucleo e citoplasma.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultivo celular dos Fibroblastos

Para este estudo foram utilizadas células de fibroblastos L929 (NCTC clone
929), derivadas de tecido subcutaneo de camundongo C3H/An. Essa linhagem foi
estabelecida em 1948 a partir da linhagem parental Strain L, sendo considerada um
dos primeiros clones mantidos em cultura continua. Atualmente, € amplamente
empregada em ensaios de toxicidade, estudos de metabolismo celular e como
hospedeiro de transfeccéo (Banco de Células do Rio de Janeiro, 2025; Sanford; Earle;
Likely, 1948). As células foram cultivadas em meio DMEM (Gibco), suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina, e mantidas em incubadora
a 37 °C com 5% de CO,.

4.2 Parametros de Irradiagao

As células foram irradiadas 24 horas apds a semeadura, utilizando dois
dispositivos distintos a base de LED. Os comprimentos de onda de 420 nm (43,7
mW/cm?), 450 nm (33,6 mW/cm?), 530 nm (83,3 mW/cm?) e 630 nm (38,6 mW/cm?)
foram aplicados por meio do sistema Biotables Photobios. A irradiagdo em 590 nm
(150,0 mW/cm?) foi realizada com o equipamento Vénus (MMOptics). A energia
fornecida foi padronizada entre todos os grupos, com uma fluéncia uniforme de 5 J/cm?
aplicada.

As analises de viabilidade celular, atividade mitocondrial, morfologia e
espectroscopia no infravermelho médio (FTIR-ATR) foram realizadas 24 horas apos a

irradiacao.

4.3 Analise da viabilidade celular dos fibroblastos pelo do método de exclusao

com Azul de Trypan:

Para os experimentos de viabilidade celular as células foram semeadas em
placas de 96 pogos na densidade de 1x10° de células/pogo e mantidas por 24 horas
antes da irradiacdo. O teste de viabilidade celular pelo método de exclusao com Azul
de Tripan baseia-se no principio de que células viaveis possuem membranas intactas,
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impedindo a entrada do corante, enquanto células ndo viaveis permitem sua
penetragao, resultando em coloragao azul.

A viabilidade celular foi avaliada 24 horas apos a irradiacdo com diferentes
comprimentos de onda, utilizando a solugéo de Azul de Tripano a 0,2% e incubagao
por cinco minutos. Em seguida, a solugdo foi removida e as células foram lavadas com
PBS. Para cada pogo, foram capturadas imagens de 15 campos aleatérios em um
microscopio invertido Zeiss Axio Vert A1, e o numero de células vivas e mortas foi
contabilizado. Os ensaios foram realizados em quintuplicata em um unico experimento
para os comprimentos de onda de 420 nm, 450 nm, 530 nm, 590 nm e 630 nm. A

porcentagem de células viaveis foi determinada por meio da equacéo 1.

Equacao 1: Viabilidade celular de fibroblastos
% viabilidade celular = (total de células vivas x 100)

total de células contadas

4.4 Determinacao da atividade metabdlica pelo teste de MTT

Para os experimentos de atividade metabdlica as células foram semeadas em
placas de 96 pogos na densidade de 1x10° de células/pogo e mantidas por 24 horas
antes da irradiacdo. A atividade metabdlica dos fibroblastos foi avaliada pelo teste de
MTT, um ensaio baseado na conversdo do sal [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio brometo] em cristais de formazana pelas células viaveis. O
experimento foi realizado em seis placas de 96 pocgos, sendo uma utilizada como
controle e as demais para avaliagao dos diferentes comprimentos de onda, conforme
descrito no protocolo experimental.

ApOs a interagdo com os fibroblastos e a irradiagao, foram adicionados 50 pL
de MTT diluido em PBS (5 mg/mL) a cada pogo. As placas foram suavemente agitadas
e incubadas por mais 4 horas a 37 °C, em ambiente umido e protegido da luz.

Ao final da incubacéo, a solugao de MTT nao metabolizada foi removida, e 150
ML de DMSO foram adicionados a cada pocgo para solubilizar os cristais de formazana.
Em seguida, as placas foram agitadas vigorosamente, e a densidade éptica foi medida
em um espectrofotbmetro, no comprimneto de onda de 570 nm.Os valores de
absorbancia obtidos foram expressos em porcentagem de atividade metabdlica em

relagdo ao controle, utilizando a equacgao 2:
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Equacgao 2: Atividade Metabdlica

% atividade metabdlica = (abs células tratadas — abs branco) x100

(abs controle — abs branco)

Essa equacdo expressa a atividade metabodlica das células tratadas em
comparagao com o grupo controle. Como o MTT é reduzido a formazana apenas por
células metabolicamente ativas, a absorbancia medida no espectrofotdmetro reflete a
viabilidade celular. Quanto maior a absorbancia, maior a atividade metabdlica e,
consequentemente, maior o numero de células viaveis. Ja valores mais baixos podem

indicar efeito citotoxico das irradiagdes testadas.

4.5 Avaliagao da Morfologia Celular Apés Irradiacao por Coloragao de May—

Grunwald-Giemsa

Para a analise morfologica qualitativa por coloracdo de May-Griinwald—
Giemsa, os fibroblastos foram cultivados em placas de 24 pocos contendo laminas de
vidro no fundo, na densidade de 1 x 108 células por pogo, sob condigdes padrao de
incubacdo. Vinte e quatro horas apds os tratamentos descritos no procedimento
experimental, o meio de cultivo foi removido e as laminas foram deixadas para secar
a temperatura ambiente (22 °C) por 24 horas. Em seguida, foi realizada a coloragao
para avaliar possiveis alteracdes morfologicas celulares apdés a exposicdo aos
diferentes comprimentos de onda. O corante May-Grunwald foi adicionado em cada
pocgo por 1 minuto, seguido pela adigdo de agua destilada por mais 1 minuto, sendo
esta posteriormente descartada. A coloragdo com Giemsa foi entdo aplicada,
permanecendo em contato com as células por 20 minutos. Apds a secagem, as
ldminas foram montadas permanentemente, com a colocagdo de laminulas sobre
cada amostra utilizando o meio de montagem sintético Entellan® (Merck), com o
objetivo de preservar a coloragéo e viabilizar a observagéo microscopica.

As células coradas foram examinadas em microscépio éptico (Leica DM2500),
sendo capturadas imagens de seis campos aleatérios por condigdo experimental,

armazenadas no formato TIFF.
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4.6 Analise espectroscopica por FTIR-ATR

Neste estudo, as amostras foram analisadas utilizando a técnica de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com refletédncia total
atenuada (FTIR-ATR), associada a analise estatistica multivariada. Os espectros de
absorgdo no infravermelho foram obtidos na faixa de 4000 a 450 cm™', com resolugao
de 4 cm™', no modo refletancia, utilizando 32 varreduras e temperatura controlada de
20°C. Cada amostra teve seu espectro registrado 15 vezes, gerando um total de 90
espectros infravermelhos. As analises foram realizadas em um espectrofotdmetro
Spectrum Two FTIR-ATR (PerkinElmer).

Para a obtencdo dos espectros, as células foram removidas dos frascos
utilizando um raspador celular, centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos em solugao
salina estéril (NaCl a 0,9%) para remogao do meio de cultura e, posteriormente,
depositadas em laminas de vidro. As amostras foram, entdo, secas em estufa a 37°C
por aproximadamente 2 horas antes da analise espectroscopica. Apos a secagem, as
amostras foram posicionadas no cristal de Diamante/ZnSe do FTIR-ATR, onde os
espectros infravermelhos foram adquiridos.

Os espectros obtidos, tanto em transmitancia quanto em absorbancia, foram
processados no software Spectrum 10.6.0 (PerkinEImer), com aplicagao de corregao
de linha de base, suavizagao espectral por nove pontos do algoritmo Savitzky-Golay
e normalizacao dos dados.

Os espectros obtidos foram analisados qualitativa e quantitativamente. Para
analise qualitativa uma inspecao visual dos espectros médios das amostras,
inicialmente separadas e depois sobrepostas, foi realizada, para que se pudesse
verificar possiveis diferencas espectrais significativas.

Para a analise quantitativa dos espectros, os softwares OriginPro (versao 8.5)
e Minitab (versao 17) foram utilizados para realizar a analise de variancia (ANOVA),
assim como, a analise estatistica multivariada, como a analise hierarquica de
agrupamento (HCA), com o objetivo de determinar os niveis de similaridade e se ha
alguma diferenga estatisticamente significativa entre os espectros infravermelhos
obtidos.

Av. Shishima Hifumi, 2911 - 12244-000 - Sao José dos Campos — SP
www.univap.br


http://www.univap.br/

Uik , N

Universidade do Vale do Paraiba

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da viabilidade celular pelo método de exclusdo com Azul de Tripan
permitiu determinar a proporgao de células viaveis apds a irradiagao, fornecendo
dados sobre possiveis efeitos citotdxicos ou proliferativos associados a cada
comprimento de onda testado.

Ensaios de viabilidade, como o teste de exclusdo com Azul de Tripan e o ensaio
de MTT, indicam que doses de luz moderadas, como 5 J/cm?, sdo indicadas para
manter a viabilidade celular (Rossi et al., 2021), corroborando com nossa escolha

experimental.

Figura 5: Ensaio de Viabilidade Celular por exclusdo de Azul Tripan
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Nota. * Fluéncia: 5 J/cm?
Fonte: a autora.

A determinacgao da atividade metabdlica dos fibroblastos pelo ensaio de MTT
forneceu informagdes sobre a funcionalidade mitocondrial, indicando se a FBM
promove estimulo ou inibicdo da atividade mitocondrial nos diferentes comprimentos
de onda avaliados.

A escolha de 5 J/cm? foi baseada em evidéncias que demonstram sua eficacia
na promog¢ao da viabilidade e atividade metabdlica dos fibroblastos, especialmente na
luz vermelha, que é amplamente estudada na literatura cientifica. Este parametro se

mostrou seguro e eficiente para os testes propostos. Em estudos in vitro, fibroblastos
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tratados com 5 J/cm? apresentaram aumento significativo na divisdo celular e
migracdo. Ja em fluéncias mais altas, como 14,4 J/cm?, reduziram a viabilidade
celular, sendo 5 J/cm? considerado ideal para a proliferacdo dos fibroblastos, enquanto
doses superiores a 10 J/cm? poderiam inibir esse processo (Maghfour et al., 2024;
Zein; Selting; Hamblin, 2018). Feridas tratadas com 5 J/cm? apresentaram a cobertura
completa mais rapida por fibroblastos, em comparacdo com fluéncias mais altas, que
retardaram a cicatrizagdo (Zein; Selting; Hamblin, 2018). Além disso, essa fluéncia
regula os niveis de ERO nos fibroblastos, mantendo-os em niveis fisioldgicos que
favorecem a viabilidade e atividade metabdlica celular, sem induzir estresse oxidativo
(Schmidt et al., 2025).

Estudos indicam que doses baixas de luz na regiao do azul, como 3,43 J/cm? e
6,87 J/cm?, estimulam o metabolismo e a proliferacao de fibroblastos, enquanto doses
de luz superiores a 20,6 J/cm? tém efeitos inibitérios. Doses de luz na faixa de 5 J/cm?
sao eficazes para promover a viabilidade celular sem induzir efeitos citotdxicos, sendo
também eficazes em cicatrizacdo de feridas, melhorando a proliferacao celular e a
resposta inflamatéria (Schmidt et al., 2025).

Neste estudo avaliou-se o efeito dos diferentes comprimentos de onda na
atividade metabdlica dos fibroblastos L929, utilizando como padrdo a fluéncia
constante de 5 J/cm?2. O grupo controle foi considerado com 100% de viabilidade. No
comprimento de onda 420 nm houve aumento para 20,14%, em 450 nm para 28,69%,
em 530 nm para 83,36%, e 630 nm para 16,16%, somente no comprimento de onda

de 590 nm houve um decréscimo na atividade metabdlica para 16,05 %.
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Figura 6: Resposta Celular a Fotobiomodulagéo em diferentes comprimentos de onda
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Fonte: a autora.

A irradiagdo com comprimento de onda vermelho, 630 nm resultou em um
aumento da atividade metabdlica de 16,16% em relacdo ao grupo controle,
parametrizado na fluéncia de 5 J/cm?, durante 129 s. Esses achados corroboram com
estudos de Zhao et al. (2022) que demostraram os efeitos bioestimuladores na
cicatrizacdo de feridas, com proliferacdo celular apds irradiagdes durante periodos
entre 100s e 500s, com densidade de poténcia de 10mW/cm?, por 500 s para J/cm?
(Zhao et al., 2022). Chaudary et al. (2020) observaram aumento de 7% em
comparagado ao grupo controle nos niveis de ATP mitocondrial em fibroblastos
submetidos a FBM com 635 nm e 5 J/cm? sob condi¢gdes de hipdxia/reoxigenagao
(Chaudary et al., 2020). Topaloglu, Ozdemir e Cevik (2021) obtiveram o apice de
proliferagao celular em seus estudos da FBM em fibroblastos, com aumento de 16%,
no comprimento de onda 655 nm, na fluéncia de 5 J/cm? (Topaloglu; Ozdemir; Cevik,
2021). Nos estudos de Flores Luna et al. (2020), diferentes grupos de fibroblastos
foram irradiados e comparados ao grupo controle. O maior indice de proliferagéo
celular foi observado 24 horas apods a irradiagao no comprimento de onda de 660 nm,
com aumento de 12% em relagéo ao controle, utilizando a fluéncia de 5,8 J/cm? (Flores
Luna et al.,, 2020). Os resultados observados sao compativeis com os efeitos
esperados no aumento da atividade metabdlica por fotobiomodulagao.

No presente estudo a irradiagdo com comprimento de onda azul, 450 nm,

resultou em aumento da viabilidade celular em 28,69%, em relag&o ao grupo controle,
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parametrizado na fluéncia de 5 J/cm?, durante 149 s. Galo, Prado e Santos (2022),
demonstraram, em sua pesquisa, que a exposi¢ao a luz azul, 470 nm, na fluéncia de
284,90 J/cm? e densidade de poténcia de 13,19 mW/cm? totalizando 6 horas, foi capaz
de inibir em até 75%, o crescimento das bactérias Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, com dados obtidos apos 24h (Galo; Prado;
Santos, 2022). Frequentemente sao reportados efeitos inibitérios bacterianos em
estudos que utilizam fluéncias e tempos de exposi¢ao mais elevados. Por outro lado,
parametros com doses de energia mais baixas e tempo de exposi¢cao reduzido podem
induzir efeitos biomoduladores, como estimulagao celular e modulagdo metabdlica. No
estudo de Serrage et al. (2021), a irradiagdo com luz azul em 400 nm induziu aumento
de 14% na atividade metabdlica dos fibroblastos, dado importante para modular
processos inflamatoérios e prevenir respostas exacerbadas (Serrage et al., 2021).
Outro estudo realizado em modelo animal concluiu que uma dose unica de irradiagéo
na fluéncia de 5 J/cm?, promove cicatrizagao de ferida e estimula atividade metabdlica
sem causar dano celular (Hawkins; Houreld; Abrahamse, 2005). Em fluéncias mais
baixas, a luz azul também pode ser empregada com seguranga em condutas clinicas,
oferecendo possibilidades terapéuticas sem comprometer a viabilidade celular. Esses
achados reforgam a versatilidade da FBM com luz azul, tanto em protocolos
antimicrobianos quanto em aplicagdes dermatoldgicas seguras.

No presente estudo, a irradiagdo com luz violeta (420 nm), na fluéncia de 5
J/icm? durante 114 segundos, promoveu um aumento de 20,14% na atividade
metabdlica dos fibroblastos em comparagéo ao grupo controle. Esse achado sugere
um possivel efeito bioestimulador em condi¢gdes de baixa energia. Este resultado
indica um possivel efeito bioestimulador em condicdes de baixa energia. Em
contraste, no estudo de Brlning et al., doses mais altas, 10 e 20 J/cm? de luz violeta
nao demonstraram toxicidade significativa sobre fibroblastos, mas resultaram em
reducédo de aproximadamente 50% na concentragao intracelular de ATP uma hora
apos a irradiagdo, quando comparadas ao grupo nao irradiado. Nesse mesmo
experimento, a atividade metabdlica avaliada pelo ensaio de resarzurina apresentou
reducdo de cerca de 30% nas células irradiadas, em relagdo as células controle
(Brining et al., 2023). Esses achados sugerem que, enquanto doses de luz elevadas
podem comprometer temporariamente o metabolismo celular, a utilizagdo de energias
mais baixas, como a adotada neste trabalho, pode favorecer respostas
bioestimuladoras. Assim, os dados obtidos reforcam a hipétese de que a FBM com
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luz violeta, em parametros cuidadosamente ajustados, pode ser aplicada de forma
segura e eficaz para estimular a atividade celular.

A luz verde, 530 nm, aplicada com fluéncia de 5 J/cm? durante 60s, promoveu
um aumento de 83,36% na atividade metabdlica dos fibroblastos em relagao ao grupo
controle. Nos estudos de Crous, Van Rensburg e Abrahamse (2024), foi observado
que a FBM no infravermelho préximo (NIR) exerce um efeito positivo sobre o
metabolismo de células-tronco mesenquimais derivadas (Silva; Crous; Abrahamse,
2024). Anwer et al. (2012), demonstrou um aumento significativo na proliferagéo
celular das células derivadas do tecido adiposo, utilizando a fluéncia de 5 J/cm?, apos
48 horas, no comprimento de onda de 532 nm (Anwer et al., 2012). Apesar de ainda
haver poucos estudos, com a luz verde, os achados citados corroboram o aumento
da atividade metabdlica promovido por essa faixa espectral, quando aplicada em baixa
energia, como evidenciado neste trabalho.

Por fim, a irradiacdo do comprimento de onda ambar, 590 nm, resultou em um
decréscimo da atividade metabdlica em 16,05% em relagdo ao grupo controle,
parametrizado na fluéncia de 5 J/cm?, durante 33 s. Embora existam poucos estudos
qgue investiguem os efeitos especificos desse comprimento de onda em fibroblastos,
dados recentes apontam para um potencial efeito modulador da luz ambar sobre
células do sistema imune, promovendo alteragdes na produgao de citocinas pro e anti-
inflamatdrias (Bruning et al., 2023).

Um estudo conduzido por Lan et al. (2015), demonstrou a redug¢ao na sintese
de proteinas proé-inflamatérias (IL-6 e TNF-a), e na produgéo de IL-10 em mondcitos
e linfocitos, essas redugdes indicando uma atividade moduladora imunolégica da FBM
em nivel celular (Lan et al., 2015). A fluéncia especifica de 5 J/cm? ndo é mencionada
diretamente no texto fornecido. No entanto, a redugdao nos niveis de ERO em
fibroblastos pode ser considerada como um resultado indireto relacionado a menor
atividade metabdlica ou a diminuigdo de estresse oxidativo sob os parametros de 5
J/cm?. Esses achados, ainda que preliminares, sugerem que a luz ambar pode exercer
um papel regulador, em vez de bioestimulador direto, nos fibroblastos, especialmente
quando aplicada em determinadas condi¢cdes de dose de luz e tempo de irradiagao.
Portanto, a observacdo de uma leve inibicdo metabdlica abre espaco para novas
hipoteses experimentais, como seu possivel uso clinico para controle de processos

hiperproliferativos ou inflamatérios, desde que parametrizada corretamente.
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A avaliacdo da morfologia celular apds irradiagdo pela coloragdo de Giemsa
possibilita a observacdo de possiveis modificagdes estruturais nos fibroblastos,
incluindo alteragdes no formato celular, organizagao citoplasmatica e adesao celular,
aspectos que podem refletir efeitos diretos da fotobiomodulagéo sobre a dindmica
celular.

A analise morfolégica com coloragéo de Giemsa mostrou que os fibroblastos
irradiados com os diferentes comprimentos de onda mantiveram sua estrutura
preservada, proxima a observada no grupo controle. As células seguiram com o
formato fusiforme, nucleo bem definido e prolongamentos citoplasmaticos intactos,
sem sinais de retragao ou estresse visivel. Isso mostra que, mesmo apds a exposi¢ao
a luz, elas continuaram estaveis, sem alteragées que sugerissem dano. Quando o
fibroblasto mantém sua morfologia caracteristica, isso indica que a célula esta
metabolicamente ativa, produzindo colageno, comunicando-se com outras células e
participando da migragdo necessaria para o processo de regeneragao tecidual. A
preservagdao dessa estrutura € fundamental para que o fibroblasto desempenhe
adequadamente suas fungdes bioldgicas. Estudos anteriores dao suporte a essa
observacao. Medrado et al. (2003) mostraram que a irradiagdo com laser de baixa
intensidade mantém os contornos celulares e estimula sua atividade funcional,
enquanto Rola et al. (2022) observaram que mesmo apos exposicoes repetidas a luz,
nao houve sinais de dano ao DNA (Medrado et al., 2003; Rola et al., 2022).
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Figura 7: Micrografias obtidas por microscopia de campo claro para analise de morfologia celular
apos irradiagao pela coloragdo de Giemsa dos grupos Controle (A), 420 nm (B), 450 nm (C), 530 nm
(D), 590 nm (E) e 630 nm (F).
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Fonte: a autora.

5.1 Analise qualitativa dos espectros infravermelhos obtidos

Primeiramente, a partir deste ponto, todas amostras irradiadas foram divididas

em grupos, de acordo com as informagdes descritas no Quadro 2.

Quadro 2: Nomenclatura para os grupos dos fibroblastos irradiados.

Comprimento de onda utilizado para a

) o . Grupo

irradiagéo dos fibroblastos (nm)
420 Violeta
450 Azul
530 Verde
590 Ambar
630 Vermelho

Fontes: A Autora.
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Para iniciar o estudo dos espectros infravermelhos, os espectros médios do
grupo controle e de todos os grupos irradiados, foram obtidos e apresentados, em
absorbancia, na Figura 8, com objetivo de analisar e comparar visualmente cada
espectro, em busca de detectar variagdes nos picos e/ou nas bandas presentes nos
espectros.

Figura 8: Espectros médios de todos os grupos de Fibroblastos analisados, na regido de 4000 a 450

cm™.
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Fontes: A Autora.

Apo6s comparar visualmente os espectros do grupo controle e dos grupos
irradiados (Figura 8), pode-se notar que os espectros de todas as amostras de
fibroblastos irradiados possuem numeros de picos e contornos de bandas
semelhantes, porém, observam-se algumas diferengas, como por exemplo, alteragdes
nas alturas de picos, em grupos irradiados, em relagao ao grupo controle.

Portanto, torna-se dificil discutir as semelhancas e variagdes entre o espectro
do grupo controle e os dos grupos irradiados, utilizando apenas uma comparagao
visual, sendo necessario recorrer a calculos matematicos e estatisticos, como a
analise estatistica multivariada (como a HCA), para que se possa discutir o grau de
similaridade e determinar se ha realmente alguma diferenga significativa, entre os

espectros analisados.
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5.2 Uso da analise hierarquica de agrupamento (HCA) em todos os espectros

infravermelhos obtidos

Para determinar se as diferencas observadas na Figura 8, sao estatisticamente
significativas entre o grupo controle e os grupos irradiados, a HCA foi utilizada para
analisar todos os espectros infravermelhos obtidos, na regido de 4000 a 450 cm™".

Considerando que, os resultados de uma HCA sao apresentados na forma de
um grafico conhecido como dendrograma, e que em um dendrograma, quanto mais
proximo uma linha horizontal estiver do eixo horizontal, maior sera o grau de
semelhancga entre os espectros ou grupos conectados por essa linha, e que, um grau
negativo de similaridade indica falta de semelhanga entre dois grupos ou espectros.
Os resultados da HCA realizada neste estudo estdo apresentados, na forma de um

dendrograma, na Figura 9.

Figura 9: Dendrograma dos espectros obtidos dos Fibroblastos, na regido de 4000 a 450 cm"’
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Fontes: a Autora.

Com base nos resultados do dendrograma da Figura 9, pode-se observar que,
ha uma separacao perfeita, ndo sé entre o grupo controle e todos os grupos irradiados,
mas também, entre todos os grupos estudados, o que torna possivel sugerir que todas
as irradiagdes, independentemente do comprimento de onda utilizado, geraram
diferengcas expressivas que resultaram em uma discriminagao perfeita entre os
espectros do grupo controle e cada um dos grupos irradiados estudados, assim como,

entre todos os grupos irradiados.
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Além disso, também é possivel observar que, entre todos os grupos analisados,
o grupo Azul € o grupo com a menor homogeneidade entre seus espectros
infravermelhos, isto €, possui as amostras menos homogéneas de todos os grupos
irradiados analisados.

Portanto, os resultados apresentados no dendrograma da Figura 9, sugerem
que todas as irradiagdes utilizadas, foram capazes de gerar diferengas significativas
nos espectros infravermelhos, e consequentemente, nas biomoléculas dos

fibroblastos analisados.

5.3 Atribuicdao aproximada de bandas dos espectros infravermelhos dos

fibroblastos

Para possibilitar uma analise mais detalhada dos efeitos, que cada
comprimento de onda utilizado para as irradiacbes das amostras obtidas teve nos
lipidios, nas proteinas e nos acidos nucléicos dos fibroblastos, os seguintes picos, e
suas respectivas bandas, foram selecionados (Figura 10) e, em seguida, tiveram suas

atribuicbes aproximadas realizadas e apresentadas no Quadro 3.

Figura 10: Espectros médios de todos os grupos dos Fibroblastos, nas regides de 3700 a 2500 cm™ e
1775 a 1185 cm!, com os picos atribuidos destacados.
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Fontes: A Autora.
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Quadro 3: Numero de onda e suas atribuicdes aproximadas.

) Numero de Principais
Pico onda . 2 s o2 .
biomoléculas Atribuigdes aproximadas
S
(cm-) associadas
1 ~3280 Proteinas Amida A: Estiramento da ligacdo N-H
) Estiramento assimétrico da ligagdo C-H em
2 ~ 2960 Lipideos
-CHs
] Estiramento assimétrico da ligagdo C-H em
3 ~ 2923 Lipideos
-CH2- e -CHjs
o . Estiramento simétrico da ligagdo C-H em -
4 ~ 2855 Lipideos e proteinas
CHs
Amida |: Estiramento das ligagbes de C=0 e
5 ~ 1645 Proteinas C-N, e deformagéao angular simétrica no plano
da ligagdo N-H.
Amida II: Estiramento da ligagdo C-N e
6 ~ 1537 Proteinas
deformacé&o angular da ligagdo N-H.
7 ~ 1454 Lipideos e proteinas Deformacgédo angular em -CHs e em -CH:-
8 ~ 1397 Proteinas Estiramento simétrico em COO-
9 ~1234 Acidos nucleicos Estiramento assimétrico de ligagdo POz

45

Fontes: Acikgoz et al., 2019, Al-Kelani; Buthelezi, 2024, Banhara et al., 2022, Barth, 2007, Mateus et
al., 2021, Susigan et al., 2025.

Uma vez que a atribuicdo aproximada das bandas foi concluida, tornou-se

possivel iniciar a analise quantitativa das biomoléculas selecionadas para este estudo.

5.4 Analise quantitativa de lipideos, proteinas e acidos nucleicos nos espectros

infravermelhos obtidos

Para analisar quantitativamente os efeitos que cada comprimento de onda

utilizado gerou em lipideos, proteinas e acidos nucléicos dos fibroblastos, foram

selecionados os picos localizados em, aproximadamente 2923, 1537 e 1234 cm™,
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respectivamente. Apds concluir a selecao de todos os picos, cada um dos picos teve
sua altura média obtida e analisada, utilizando a analise de varidncia (ANOVA), com

um nivel de significancia de 0,05 (p<0,05).

5.4.1 Lipideos

Para iniciar a analise das alteracdes nos lipideos dos fibroblastos irradiados, as
alturas médias do pico localizado, aproximadamente, em 2923 cm-', foram calculadas
e apresentadas na Figura 11, juntamente a um histograma, que demonstra os
resultados do teste ANOVA.

Figura 11: Valores e histograma das alturas médias, com desvio padrao, do pico localizado,
aproximadamente, em 2923 cm™'.
0,46 1

[ Controle
044 Il Vermelho
o Desvio ' = ot
Grupo Altura média . 042 B Verde
padrao : [ Ambar
© 0,404
Controle 0,3698 +0,0023 g
00,38+
[*]
Vermelho 0,3948 +0,0026 2 03
Violeta 0,3652 +0,0038 0,34 1
Azul 0,3996 +0,0009 "
0,30 L
Verde 0,4262 + 0,0097 2023
Numero de onda (cm™')
Ambar 0,3645 +0,0042

Nota. % — grupos que apresentaram uma diferenga estatisticamente significante, quando comparados ao
grupo controle, utilizando um nivel de significancia (p) de p<0,05.
Fontes: A Autora.

Pode-se observar na Figura 11, que os grupos Vermelho, Azul e Verde
apresentaram um aumento estatisticamente significativo (p<0,05), em relagdo ao
grupo controle, na altura média do pico localizado em 2923 cm-!, que é associado ao
estiramento assimétrico da ligacdo C-H em -CH2- e -CHs, em lipidios (Quadro 2).
Sendo que, o grupo Verde demonstrou o maior aumento, de todos os grupos
estudados. Além disso, vale notar que somente o grupo Ambar gerou uma diminuigéo
estatisticamente significativa nesse pico e, que o grupo Violeta ndo apresentou uma

alteracéo significativa.
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5.4.2 Proteinas

Para avaliar as alteragbes geradas nas proteinas dos fibroblastos irradiados,
as alturas médias do pico localizado, aproximadamente, em 1537 cm-!, foram
calculadas e apresentadas na Figura 12, juntamente a um histograma, que demonstra
os resultados da ANOVA.

Figura 12: Valores e histograma das alturas médias, com desvio padréo, do pico localizado,
aproximadamente, em 1537 cm™'.
0,90 4

[ Controle
=V§rmelho
DESViO 0,85 Violeta
Grupo Altura média . =C§‘,‘(',e
padrao 0,80 * [ Ambar
(] * * *
Controle 0,7347 +0,0012 g 0751
Vermelho 0,7633 £0,0012 | 50
Violeta 0,7685 +0,0013 081
0,60 4
Azul 0,7140 +0,0029
0,55 |
Verde 0,7652 +0,0012 1537
Namero de onda (cm™")
Ambar 0,7888 +0,0013

Nota. % — grupos que apresentaram uma diferencga estatisticamente significante, quando comparados ao
grupo controle, utilizando um nivel de significancia (p) de p<0,05.
Fontes: A Autora.

E possivel observar na Figura 12, que os grupos Vermelho, Violeta, Verde e
Ambar apresentaram um aumento estatisticamente significativo (p<0,05), em relagéo
ao grupo controle, na altura do pico localizado em 1537 cm™' (da banda conhecida
como Amida Il), que é associado ao estiramento da ligagao C-N, a deformagao angular
da ligacdo N-H (Quadro 2) (Stuart, 2004; Susigan et al., 2025). E importante notar que
o grupo Ambar demonstrou o maior aumento, em comparacdo aos outros grupos.
Além disso, somente o grupo Azul apresentou uma diminuigdo estatisticamente

significativa na altura do pico da Amida Il.
5.4.3 Acidos nucleicos

Por fim, para analisar as alteragbes presentes nos acidos nucleicos dos

fibroblastos irradiados, as alturas médias do pico localizado, aproximadamente, em
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1234 cm', foram calculadas e apresentadas na Figura 13, juntamente a um

histograma, que demonstra os resultados da ANOVA.

Figura 13: Valores e histograma das alturas médias, com desvio padrao, do pico localizado,

aproximadamente, em 1234 cm™'.
044 -

[ Controle
=Vermelho
Desvio 0421 e
Grupo Altura média . =CZ,(',e
padrao 040 [ Ambar
@
Controle 0,3942 +0,0017 2o
o
o
Vermelho 0,3915 +0,0015 3 0.361
Violeta 0,3947 +0,0017 ¥
0,324
Azul 0,3531 +0,0016
0,30 S
Verde 0,3975 +0,0022 1234
Numero de onda (cm™)
Ambar 0,4102 +0,0010

Nota. % — grupos que apresentaram uma diferenca estatisticamente significante, quando comparados ao
grupo controle, utilizando um nivel de significancia (p) de p<0,05.
Fontes: A autora.

Utilizando as informacgdes apresentadas na Figura 13, é possivel observar que
os grupos Verde e Ambar possuem um aumento estatisticamente significativo
(p<0,05), em relacdo ao grupo controle, na altura do pico localizado,
aproximadamente, em 1234 cm', que é associado ao estiramento assimétrico de
ligacdo PO2 dos acidos nucleicos presentes nos fibroblastos (Quadro 4), sendo que,
o grupo Ambar, apresentou o maior aumento entre todos os grupos. Além disso, os
grupos Vermelho e Azul demonstraram uma diminuicao estatisticamente significativa
na altura deste pico, sendo que, o grupo Azul possui a diminuicdo mais acentuada.

As analises quantitativas dos picos localizados em, aproximadamente, 2923,
1537 e 1234 cm', que foram atribuidos a modos vibracionais de ligagdes quimicas
presentes em lipideos, proteinas e acidos nucléicos, respectivamente (Quadro 4),
demonstraram que todos os grupos irradiados, com excecdo do grupo Violeta,
apresentaram uma variagao significativa nas trés biomoléculas analisadas (Figuras
11, 12 e 13), sendo que, somente o comprimento de onda utilizado no grupo Violeta
(420 nm), afetou apenas uma das biomoléculas analisadas, que foram as proteinas

presentes nos fibroblastos (Figura 12).
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A partir das alturas médias dos picos atribuidos a lipideos (~2923 cm™),
proteinas (~1537 cm™) e acidos nucleicos (~1234 cm™), foi possivel observar que
diferentes comprimentos de onda geraram efeitos distintos sobre os principais
constituintes biomoleculares dos fibroblastos. O grupo Verde (530 nm) demonstrou o
maior aumento na banda dos lipideos, sugerindo uma possivel reorganizagdo ou
aumento na fluidez das membranas celulares. A modulacédo dessas estruturas pode
estar associada ao estimulo fotobiolégico de membranas plasmaticas, favorecendo
mecanismos de sinalizacgao intracelular (Acikgoz et al., 2019; Barth, 2007).

Em relag&o as proteinas, o grupo irradiado com luz ambar (590 nm) apresentou
0 maior aumento na banda relacionada a Amida Il, seguida pelos grupos Verde,
Violeta e Vermelho. Esse resultado sugere mudangas na estrutura das proteinas ou
maior atividade das células na producao de proteinas. Estudos anteriores mostram
que FBM nas faixas ambar e vermelha podem estimular a producédo de proteinas
importantes para a cicatrizacdo e regeneragédo da pele (Al-Kelani; Buthelezi, 2024;
Mateus et al., 2021).

Para os acidos nucleicos, o grupo irradiado com luz ambar (590 nm) apresentou
0 maior aumento na banda de ~1234 cm™, associada aos fosfatos presentes no DNA
e RNA. Esse achado pode indicar maior atividade de produgéo ou replicagdo do
material genético. J& o grupo Azul (450 nm) demonstrou a maior redugdo nessa
mesma faixa, o que pode refletir uma diminuicao na sintese de RNA ou DNA, ou uma
desaceleragdo do ciclo celular. Esse tipo de efeito inibitorio da luz azul ja foi descrito
na literatura, especialmente quando sao utilizadas fluéncias mais elevadas. No
entanto, vale destacar que a resposta celular pode variar bastante conforme o tipo de
célula e o tempo de exposicao a luz (Barth, 2007; Susigan et al., 2025).

A irradiagao com luz violeta (420 nm) induziu aumento moderado na atividade
mitocondrial dos fibroblastos, sem alterar significativamente a viabilidade celular,
confirmado pela coloracdo com Azul de Tripan. O FTIR demonstrou aumento de
proteinas (~1537 cm™), leve redugao nos lipideos (~2923 cm™) e estabilidade nos
acidos nucleicos (~1234 cm™), sugerindo um processo de bioestimulacdo leve,
associado a reorganizagao celular e sintese de proteinas moderada. A redugao
lipidica pode indicar modulagdo da membrana ou consumo de energia. Estudos
apontam que baixas fluéncias de luz violeta favorecem respostas de reparo tecidual
sem efeitos citotoxicos, podendo ser uteis no pos-procedimento, como recuperacao

apos “peelings” ou microagulhamento. Brining et al. (2023) confirmaram que fluéncias
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altas reduzem ATP intracelular, enquanto as baixas intensificam a atividade
mitocondrial e preservam a fungao celular. E possivel inferir entdo uma regeneracéo
discreta, ideal para manutencéo da integridade da pele, pos-procedimentos leves ou
peles sensibilizadas (Brlining et al., 2023).
A luz azul (450 nm) promoveu aumento acentuado na atividade metabdlica,
com viabilidade preservada. No entanto, houve reducgéo significativa nos lipideos e
acidos nucleicos, com discreta queda de proteinas. Serrage et al. (2021) relataram
que a luz azul estimula o metabolismo dos fibroblastos € modula a resposta
inflamatdria, sendo indicada para condigbes como acne inflamatéria e reparo tecidual
controlado (Serrage et al., 2019). Além disso, Hawkins, Houreld e Abrahamse (2005)
demonstraram que luz azul em baixa fluéncia promove cicatrizacdo sem dano celular
(Hawkins; Houreld; Abrahamse, 2005). A redugao observada nas bandas de proteinas
e acidos nucleicos no FTIR indicam um possivel consumo ativo dessas biomoléculas,
0 que esta associado a estados de maior atividade funcional. Durante processos de
reparo e remodelacao, os fibroblastos utilizam aminoacidos e material genético para
a produgdo de proteinas estruturais e sinalizadoras, o que justifica a redugao
detectada. Em particular, essa resposta pode envolver ativagao ribossomal e estimulo
a remodelagcdo da matriz extracelular. Segundo Rossi et al. (2021), a exposi¢cao de
fibroblastos a luz azul estimula genes relacionados ao metabolismo celular e a
biossintese de proteinas, sugerindo que essa faixa do espectro atua como
moduladora de vias de tradugao e remodelagao tecidual (Rossi et al., 2021). Esses
achados reforcam a hipotese de que a redugao nos niveis dessas biomoléculas esta
mais associada ao seu uso intensificado pela célula do que a sua perda por dano.
Portanto dentro da aplicagao clinica sera possivel gerenciar um processo inflamatorio
e reparo moderado, ideal para acne, lesdes inflamatoérias e recuperagao de barreira
cutanea.
A luz verde apresentou o maior aumento de atividade mitocondrial entre todos
0s grupos, com elevagéao significativa nos trés biomarcadores: lipideos, proteinas e
acidos nucleicos. Isso sugere um perfil altamente proliferativo e anabdlico, compativel
com aceleracgao do ciclo celular, formacado de membranas e sintese ativa de colageno.
Esse pico lipidico pode estar relacionado a expansdo da membrana celular e a sua
capacidade de comunicagao e resposta aos estimulos. Anwer et al. (2012) relataram
que luz verde (532 nm) aumentou significativamente a proliferacdo de células do
tecido adiposo (Anwer et al., 2012). Assim, pode ser aplicada em protocolos que
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demandam regeneragao intensa, como pds-procedimentos ablativos ou cicatrizagéo
acelerada apés microagulhamento por exemplo, pos-laser fracionado, apds peeling
meédio/profundo.

Diferente dos outros comprimentos, a luz ambar (590 nm) foi a unica que
mostrou leve redugéo na atividade metabdlica, embora a viabilidade celular tenha sido
mantida. No FTIR houve aumento nas proteinas e nos acidos nucleicos, mesmo com
a queda dos lipideos. Isso sugere que essa luz pode ter uma agédo reguladora,
controlando o metabolismo global da célula, mas mantendo ativa a capacidade de
resposta, como em casos de modulagéo inflamatoria ou controle de hiperproliferagao.
Na pratica estética, esse perfil faz muito sentido para peles que nao toleram estimulos
exagerados como em casos de peles hipersensibilizadas, altamente reativas como no
caso de melasma e rosacea. Lan et al. (2015) mostraram que a luz ambar reduz
citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e TNF-a, o que reforca sua acao
imunomoduladora (Lan et al., 2015). Ou seja, € uma luz que pode ajudar a “acalmar”
a pele por dentro, sem paralisar a regeneragao.

A luz vermelha (630 nm) promoveu aumento da atividade metabdlica com
elevacao nos trés biomarcadores, padrao tipico de bioestimulacao intensa. A literatura
€ ampla nesse comprimento, reforgcando sua agdo na sintese de colageno, ATP
mitocondrial e proliferacdo celular. Chaudary et al. (2020) observaram aumento de
ATP mitocondrial em fibroblastos irradiados com luz vermelha sob hipdxia (Chaudary
et al., 2020). Topaloglu, Ozdemir e Cevik (2021) descreveram aumento de 16% na
proliferagcdo com 655 nm (Topaloglu; Ozdemir; Cevik, 2021). Assim, é a escolha
classica para protocolos de rejuvenescimento, pds-cirurgia, reparo dérmico profundo

e estimulo regenerativo em “peelings” e microagulhamento.
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Quadro 4: Aplicacdo Clinica por Comprimento de Onda

Comprimento Perfil Celular Observado Referéncias Aplicacdes Clinicas Sugeridas
de Onda
420 nm Bioestimulagao leve, aumento Pdés-procedimentos leves,
(Violeta) de proteinas, redugao de . peles sensibilizadas,

. Brining et al., 2023 _

lipideos, sem alteragéo nos manutengéo de barreira

acidos nucleicos. cutanea.
450 nm Ativacao metabdlica com Acne inflamatéria, reparo sem

i . Serrage et al., 2021; ) )
(Azul) consumo de biomoléculas proliferagéo excessiva, controle
) Hawkins et al., 2005; )
(redugao de proteinas, lipideos ) de inflamagéo.
. ) Hwang; Chien, 2022

e acidos nucleicos).

530 nm Estimulo proliferativo intenso Pdés-microagulhamento, pos-
o Anwer et al., 2012; . o
(Verde) com aumento de lipideos, peeling médio/profundo,
) ] Barth, 2007 _

proteinas e acidos nucleicos. regeneracao acelerada.
590 nm Redugao da atividade Melasma inflamatorio, rosacea,
(Ambar) metabdlica com aumento de pos-procedimentos em peles

] o ) Lan et al., 2015 .

proteinas e acidos nucleicos, e reativas.

reducao de lipideos.
630 nm Bioestimulagao classica com Chaudary et al., 2020; Rejuvenescimento, flacidez,
(Vermelho) aumento em todas as Topaloglu, Ozdemir e estimulo de colageno, reparo

biomoléculas avaliadas. Cevik, 2021 dérmico.

Fonte: A autora.

Dessa forma, os resultados obtidos com o uso da técnica de FTIR-ATR,

associados a analise estatistica (ANOVA e HCA), permitiram identificar de maneira
clara como diferentes comprimentos de onda da luz visivel interferem nas principais
biomoléculas dos fibroblastos sendo elas lipideos, proteinas e acidos nucleicos. As
alteracdes observadas nos picos vibracionais foram estatisticamente significativas e
variaram conforme a faixa de luz utilizada, indicando que a fotobiomodulagédo tem
potencial para modular seletivamente estruturas celulares fundamentais.

Essa abordagem contribui para melhor compreensdo dos efeitos
biomoleculares induzidos pela luz, e reforga a aplicabilidade do FTIR-ATR como
ferramenta sensivel para investigar mudangas estruturais em nivel celular. Os
achados deste estudo podem auxiliar na construcdo de protocolos mais
personalizados e eficazes dentro da estética regenerativa e da biomedicina foténica,

respeitando as especificidades de resposta de cada tecido a luz.
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6 CONCLUSAO

A fotobiomodulacdo com LEDs, aplicada com fluéncia de 5 J/cm?, demonstrou
ser segura para fibroblastos in vitro, sem comprometer a morfologia ou a viabilidade
celular. Os efeitos observados foram dependentes do comprimento de onda, com
destaque para a luz verde (530 nm), que promoveu o maior estimulo metabdlico,
seguida pelas luzes azul (450 nm) e violeta (420 nm). Ja a luz ambar (590 nm)
apresentou uma discreta reducado da atividade metabdlica, sugerindo um possivel
efeito modulador. Mesmo sem alteragdes morfoldgicas evidentes, foram detectadas
modificagdes bioquimicas em todas as faixas testadas. Esses achados reforcam a
importancia da escolha criteriosa dos parametros de irradiacdo em protocolos
terapéuticos e oferecem subsidios experimentais relevantes para a padronizagao e
seguranga da aplicacao clinica da fotobiomodulagdo em contextos estéticos e

regenerativos.
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