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RESUMO

Atualmente, a fotobiomodulacdo € uma das terapias ndo invasivas mais utilizadas, e
seus beneficios na cicatrizacdo de feridas sdo bem descritos na literatura. No entanto, 0s
parametros dosimétricos da fotobiomodulagdo como a direcdo de polarizagdo, coeréncia e
regime de funcionamento raramente sdo considerados. Embora a radiacdo emitida por um
laser seja do tipo eletromagnética e, por sua vez, haja um campo elétrico a ela associado, a
intensidade do campo elétrico e a sua direcdo de propagacdo ndo sdo apropriadamente
discutidas. Os objetivos desta pesquisa foram desenvolver um dispositivo capaz de criar um
campo elétrico de mesma intensidade daquele criado por um laser vermelho polarizado;
comparar a migracdo e o alinhamento celular de fibroblastos humanos produzidos pela
fotobiomodulacdo linearmente polarizada aqueles desencadeados por campo elétrico de
mesma intensidade utilizando o dispositivo criado. As células foram semeadas em laminulas e
submetidas ao ensaio de ferida, em seguida foram divididas em cinco grupos experimentais de
acordo com os tratamentos recebidos: Controle (C), campo elétrico paralelo (E/f) e
perpendicular (Epp) a ferida, laser polarizado paralelamente (L//) e perpendicularmente (Lpp)
a ferida. Todos os grupos, exceto o grupo controle, foram submetidos ao campo elétrico de
intensidade 2V/cm durante 100s por meio do laser polarizado (A= 660 nm) ou por fonte ndo
eletromagnética. A migragao foi avaliada apds 12h dos tratamentos e o alinhamento ap6s 6 e
12h. Todos os tratamentos foram eficazes quanto a migracdo celular, com o grupo L//
apresentando a melhor taxa. Quanto ao alinhamento, ap6s 6h da aplicacdo do campo elétrico o
grupo controle foi 0 menos alinhado e o L/ foi o Unico alinhado paralelamente em relagdo ao
campo incidente, aléem do mais alinhado em relacdo aos demais (p < 0,05). Ap6s 12h da
aplicacdo do campo elétrico ndo houve grupo alinhado paralelamente em relacdo ao campo
incidente e o grupo controle somente ndo foi diferente do E//. O grupo mais alinhado, Epp,
embora perpendicularmente em relacdo ao campo elétrico incidente, somente nao foi diferente
do grupo Lpp. a direcdo de vibragdo do campo elétrico do laser quando paralela ao longo eixo
da ferida provocada em cultura de fibroblastos, mostra-se promissora quanto a migracdo apos
12h, mas nesse mesmo periodo o melhor alinhamento celular foi verificado com a direcdo
perpendicular do campo elétrico do dispositivo nédo-laser.

Palavras-chave: Campo elétrico, Laser polarizado, Fotobiomodulacéo, Ensaio de ferida,
Fibroblastos humanos.



ABSTRACT

Currently, photobiomodulation is one of the most commonly used non-invasive
therapies, and its benefits in wound healing are well described by literature. However, the
dosimetric parameters of photobiomodulation, such as direction of polarization, coherence
and regime of operation, are rarely considered. Although the radiation emitted by a laser is
electromagnetic and, in turn, there is an associated electric field, the intensity of the electric
field and its direction of propagation are not properly discussed. The objectives of this
research were: developing a device capable of creating an electric field of the same intensity
as that created by a polarized red laser; comparing cell migration and alignment of human
fibroblasts produced by linearly polarized photobiomodulation to migration and alignment
triggered by an electric field of the same intensity using the created device. The cells were
sown in cover slots and submitted to the wound test, then divided into five experimental
groups according to the received treatment. Control (C), parallel electric field (E //) and
perpendicular electric field (Epp) in relation to the wound, laser polarized parallel to the
wound (L //) and perpendicularly (Lpp) to the wound. All groups, except for the control
group, were submitted to the electric field of 2V / cm intensity for 100 seconds by means of
the polarized laser (A = 660 nm) or a non-electromagnetic source. Migration was evaluated
after 12 hours of treatment and alignment after 6 and 12 hours. All the treatments were
effective in cell migration, with the L // group presenting the best rate. As for the alignment, 6
hours after the application of the electric field the control group was the least aligned and the
L // was the only one aligned parallel to the incident field, in addition to being more aligned in
relation to the others (p <0.05). 12 hours after the application of the electric field there was no
group aligned parallel to the incident field and the control group was not different from E //.
The most aligned group, Epp, although perpendicular to the incident electric field, was no
different from the Lpp group. The direction of vibration of the electric field of the laser, when
parallel to the long axis of the wound provoked in a culture of fibroblasts, looks promising for
migration after 12 hours, but in that same period the best cellular alignment was verified with

the perpendicular direction of the electric field of the non-laser device.

Keywords: Electrical field, Polarized laser, Photobiomodulation, Wound assay, Human
fibroblasts.



RIASSUNTO

Attualmente, la fotobiomodulazione &€ una delle terapie non invasive piu comunemente
utilizzate e i suoi benefici nella guarigione delle ferite sono ben descritti in letteratura. Tuttavia, i
parametri dosimetrici della fotobiomodulazione come direzione della polarizzazione, della coerenza e
del regime di funzionamento sono raramente considerati. Sebbene la radiazione emessa da un laser sia
di tipo elettromagnetico e, a sua volta, vi sia un campo elettrico associato, lintensitd del campo
elettrico e la sua direzione di propagazione non sono adeguatamente discusse. Gli obiettivi della
ricercar sono sviluppare un dispositivo in grado di creare un campo elettrico della stessa intensita di
quello creato da un laser rosso polarizzato e comparare la migrazione e l'allineamento cellulare dei
fibroblasti umani prodotti dalla fotobiomodulazione linearmente polarizzata con migrazione e
allineamento attivati dal campo elettrico della stessa intensita utilizzando il dispositivo creato. Le
cellule sono state piastrate su vetrini e sottoposte al test di ferita; successivamente, sono state divise in
cingue gruppi sperimentali secondo il trattamento ricevuto: controllo (C), campo elettrico parallelo (E
/) e perpendicolare (PPE) alla ferita, laser polarizzato parallelamente (L //) e perpendicolarmente
(Lpp) alla ferita. Tutti i gruppi, ad eccezione del gruppo di controllo, sono stati sottoposti al campo
elettrico di intensita 2 V' / cm per 100 secondi mediante il laser polarizzato (A = 660 nm) o0 una
sorgente non elettromagnetica. La migrazione é stata valutata dopo 12 ore di trattamenti e
l'allineamento dopo 6 e 12 ore. Tutti i trattamenti sono risultati efficaci nella migrazione cellulare, e il
gruppo L /I ha presentato la migliore velocita. Per quanto riguarda lallineamento, 6h dopo
l'applicazione del campo elettrico il gruppo di controllo € risultato essere il meno allineato e L //
l'unico allineato parallelamente in relazione al campo incidente, per di piu allineato in relazione agli
altri gruppi (p <0.05). Dopo 12 ore dall'applicazione del campo elettrico non c'é stato nessun gruppo
allineato parallelamente al campo incidente e il gruppo di controllo non era diversoda E //. Il gruppo
piu allineato, Epp, sebbene perpendicolare al campo elettrico incidente, non era diverso dal gruppo
Lpp. La direzione di vibrazione del campo elettrico del laser parallela all'asse della ferita inferta nei
fibroblasti in coltura appare promettente come la migrazione dopo 12h, ma in questo stesso periodo
l'allineamento cellulare migliore ¢ stato verificato con la direzione perpendicolare del campo elettrico

del dispositivo non laser.

Parole chiave : Campo elettrico, laser polarizzato, fotobiomodulazione, test di ferita, fibroblasti umani
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APENDICE A: Desenvolvimento do dispositivo para geragdo de campo elétrico
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1. CONTEXTUALIZACAO

Atualmente, a fotobiomodulagdo é uma das terapias ndo invasivas mais
utilizadas, e seus beneficios na cicatrizacdo de feridas sdo bem descritos na literatura 1.
Tanto in vivo quanto in vitro estudos tém mostrado que o tratamento a laser acelera as
reacOes bioguimicas, a atividade dos fibroblastos, a producdo de  colageno,
neovascularizacdo e a producdo de ATP2. Contudo, a literatura ainda ¢é conflitante em
relacdo aos mecanismos responsaveis pela atividade mitocondrial e os pardmetros
6timos para estimular a cicatrizagao®.

Os parametros dosimétricos da fotobiomodulagdo comumente relatado na
literatura sdo: comprimento de onda, exposicdo radiante e densidade de poténcia.
Enquanto que a direcdo de polarizagdo, coeréncia e regime de funcionamento raramente
sdo considerados®.

A polarizacdo da luz esté relacionada com a direcdo de oscilacdo de seu campo
elétrico. Um laser que ndo faz uso de fibra Otica para entrega do feixe, emite luz
polarizada. Ou seja, existe uma Unica direcdo de oscilagdo do campo elétrico. Embora
sejam poucos, had relatos de efeitos benéficos da luz polarizada principalmente em
relagdo a cicatrizacdo % 6 7: 8,

Num estudo em tecido, foi proposto que o laser polarizado alinhado
paralelamente ao longo eixo do tenddo torna o tecido ainda mais organizado®. Resultado
similar foi encontrado num estudo in vivo sobre efeitos da fotobiomodulacdo com laser
polarizado em feridas de rato, verificou-se o aumento significativo da espessura da
camada epitelial, aumento da quantidade de vasos sanguineos e a maior organizacdo de
fibrilas de colageno na lesdo tratada com campo elétrico paralelo a espinha dorsal do
animal. Os dados sugerem que a orientacdo da polarizagdo do laser pode otimizar o
processo de cicatrizacao de feridas®.

No trabalho de De Moura et al®, foi constado aumento estatisticamente
significante na proliferagdo e na viabilidadede de cultura de fibroblastos (L929).
Resultados similares foram encontrados por Chao, que pesquisou os efeitos do campo
elétrico gerado por outra fonte que nao do laser 19.

Embora a radiagdo emitida por um laser seja do tipo eletromagnética e, por sua
vez, haja um campo elétrico a ela associado, a intensidade do campo elétrico e a sua
direcdo de propagacdo nao sdo apropriadamente discutidas ou sequer —mencionadas

quando os efeitos — ou a auséncia de efeitos — da fotobiomodulagdo séo verificados. Em



15

outras palavras, é bastante raro encontrar em publicagdes cientificas discussdes sobre
possiveis efeitos biofisicos do laser. Além do que, 0s poucos trabalhos que consideram a
polarizacdo do laser, ndo discutem a implicacdo fisica desta caracteristica do laser. Ou
seja, 0 campo elétrico ndo é considerado, mesmo quando sdo encontrados efeitos
bioldgicos.

Considerando que muitos equipamentos comerciais utilizados  para
fotobiomodulacdo s@o polarizados, mais investigacgdo € necessdria a respeito da
intensidade e direcdo do campo elétrico em diversos alvos biol6gicos, por exemplo, em
cultura celular, para melhor elucidar os mecanismos fundamentais da interacdo. Ressalta-
se gue hé trabalhos na literatura apontando os efeitos do campo elétrico em ceélulas, mas os
mesmos ndo discutem a direcdo de propagacdo, se linear, circular, eliptico, enfim. Outro
ponto que merece destaque € a questdo da caracterizacdo da intensidade do campo, pois
muitas vezes ela é referida como frequéncia (Hz) e ndo como V/m ou N/C, que sdo
unidades de fato do campo elétrico, e ndo da corrente elétrica geradora do campo elétrico
11;12; 13

Como a sinalizacdo elétrica ¢ importante para regular processos biologicos e
quimicos em organismos vivos 14, é licito pressupor que a intensidade e direcdo do
campo elétrico durante a fotobiomodulacdo pode afetar a resposta do tecido bioldgico.
Deste modo, comparar os efeitos do laser polarizado com os efeitos do campo elétrico
gerado por uma fonte ndo eletromagnética é importante para a melhor compreensdo dos

fendmenos biofisicos envolvidos na fotobiomodulagéo.

11 Laser: conceitos fisicos

A luz é uma onda eletromagnética, ou seja, € uma onda formada por um campo
magnético e um campo elétrico perpendiculares entre si. Esses campos podem se
sustentar mutuamente: quando um campo magnético sofre variagdo em relacdo ao
tempo, ele é capaz de gerar campo elétrico. Da mesma forma, se um campo elétrico
varia, ele cria campo magnético. Assim a luz é a propagacdo no espago dos dois campos
simultaneos'>: 16,

O laser (ligth amplification by stimulated emission of radiation) & um tipo
particular de radiacdo eletromagnética, que apresenta propriedades bem especificas
(monocromaticidade, coeréncia e colimagdo), diferenciando-se da luz emitida por fontes

convencionais®. Os principios tedricos envolvidos na geragdo desse tipo de luz
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iniciaram-se com Albert Einstein em 1917, mas foi em 1960 que Theodore Maiman

construiu o primeiro equipamento laser (Laser de Rubi) nos Estados Unidos.

Figura 1: campos elétrico (E) e magnético (B) formando uma onda eletromagnética com
velocidade da luz (c).Fonte: Sears e Zemansky. Fisica 3.

A propagacdo da luz ndo monocromética ndo tem direcdo preferencial de
oscilacdo dos seus campos elétrico e magnético. Dizemos, nestes casos, luz néo
polarizada. H&, no entanto, a possibilidade de definir uma direcdo preferencial desses
campos, tornando a onda eletromagnética polarizada (figura 2). Embora existam Vvarios
tipos de polarizacdo, geralmente o termo polarizado € usado para designar o laser
polarizado a partir do campo elétrico, por exemplo, linearmente polarizado, de modo

que 0 campo elétrico se propague em uma Unica direcao.

D
e ‘\*
B \/
}Ck&ﬁ&g&a’~ \

Figura 2: llustracdo de polarizagéo linear: (A) luz ndo polarizada; (B) polarizador com direcdo
de polarizacéo (C); luz polarizada horizontalmente (D) e detector (E).
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Os campos elétrico e magnetico de qualquer onda eletromagnética séo
simultaneamente dependentes, cuja constante de proporcionalidade é a velocidade da
luz c15: 16,

Equacdo l: E=B.c
Onde E corresponde ao campo elétrico e B o campo magnético.

E possivel determinar a intensidade do campo elétrico de um laser por meio da

equacéo:
—
~ E = lI—D
Equacao 2: *.,.l 7

Onde n €é o indice de refracdo do meio e | é a intensidade da radiacdo (W/m?),

dada por:

O =]

Equagdo 3: 1 =

Em que P € a poténcia (W) do laser e A corresponde a area irradiada (m?). A

impedancia Zo (Q2) é determinada pela expressao:

—
E g0 4: L =
quacao ,,ql

molE |

onde Y é permeabilidade magnética do meio e € é a permissividade elétrica do
meio. Por se tratar de meio de cultura celular, a permissividade elétrica foi calculada a
partir da velocidade de fase v da luz na &gua (velocidade da luz ao penetrar num meio).

A velocidade de fase da luz é dada pela equacéo:

1

Equacdo 5:Y — ﬁqlc.“

A velocidade de fase da luz na 4gua é de 2,26 X108 m/s e sua permeabilidade
magnética da agua € 1,26 X 106 H/m 16, Assim, a permissividade elétrica é =£1,55 X 10

11 F/m.

Nessas condi¢es, utilizando a equacéo 4 temos:
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7 = |I 126 X10 B

A titulo de exemplificar o calculo que foi realizado neste trabalho, tomemos
como exemplo um laser vermelho (A = 660 nm) e poténcia radiante efetiva de 20 mwW
que foi utilizado para irradiar uma cultura celular cuja érea irradiada € de 1 cm2 Entdo,

utilizando a equacéo 3, temos:

_ 20mw

Considerando ainda que a cultura celular foi mantida em 4&gua durante a
irradiacdo, a luz atravessa do meio ar para 0 meio agua e, portanto, Zo = 285 Q. Assim,
utilizando a equacao 1, temos:

—
g — |200% 285 |57000
= (Zxias 7 4 2es =1464VIm=146Vicm

111 Campo elétrico
E possivel obter campo elétrico sem a presenca de radiagio eletromagnética,
pois corpos eletricamente carregados (anions ou cations) sdo capazes de perturbar o
meio a sua volta em todas as direcdes, de tal forma que a intensidade dessa perturbacédo
pode ser medida num ponto especifico do espago®®. A intensidade dessa perturbacéo é
definida como campo elétrico. Quanto mais préximo de um corpo carregado, mais
intenso € o campo elétrico, de modo que sua intensidade néo é constante, mas varia com

a distancia em relagdo ao corpo eletricamente carregado (figura3).

P1
P D
"d,‘l' ’qz‘———
P a3 o3
e

Figura 3: Corpo carregado com carga Q e pontos P1, P2 e P3, distantes d1, d2 e d3,
respectivamente da carga Q. Os campos E1> E2> E3.
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Embora 0 campo elétrico ndo seja visivel, € possivel verificar a presenca das
linhas de campo. Convencionalmente, as linhas de campo sdo de afastamento em cargas
positivas e de aproximacdo em cargas nhegativas (figura 4). Sendo assim o campo
elétrico E ¢é uma grandeza vetorial, ou seja, possui médulo, direcio e sentido, portanto
sera escrito sempre como tal ( E).

O espagcamento entre as linhas do campo indica sua intensidade, quanto maior a
densidade das linhas maior a intensidade do E17. Se a distancia entre as linhas do campo
é constante, tem-se um campo elétrico uniforme, isto €, sua intensidade é a mesma em

qualquer ponto dessa regido.

0>0 0<0
A \{
" 4 A \ y f
\ \T/4/'/vv l
<<—<— :»—»» >»~——~>.<—-———<—<
RTINS
»’( t \* 4’ 1 K»

Figura 4: linhas de campo elétrico de uma carga Q> 0 e por uma carga Q< 0. Essas linhas
representam o sentido e a direcdo de atuacdo de uma for¢a F quando uma carga g é colocada
nesse campo elétrico.

Um campo elétrico uniforme (CEU) pode ser criado a partir de duas placas
metalicas paralelas e carregadas, um dispositivo assim é conhecido como capacitor de
placas paralelas. A diferenca de potencial entre as placas da origem aoE, cujas linhas
sdo perpendiculares as placas metalicas, mas paralelas entre si. Nessa situacdo o médulo

da intensidade é determinado pelaequacéo:

Equagédo 6: |E | = -

Onde U é a diferenca de potencial entre as placas, unidade em volt (V), e d a

distancia, em metro (m), entre elas. Nesse caso, a unidade de medida do Evim.
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Quando uma particula carregada € colocada num CEU, ela fica sujeita a acdo de

uma forca F que atua sempre na mesma direcéo das linhas do campo. O sentido da forca

depende do sinal da carga que estd no campol7. A forga pode provocar o deslocamento

da particula (figura 5). Nessas condi¢fes, 0 campo E ¢ diretamente proporcional a forga

recebida pela carga e inversamente proporcional a carga. Matematicamente, temos:

|y

Equacdo 7: E =

Onde F é a forca recebida pela carga, unidade em Newton (N), a carga g,
unidade em Coulomb (C). Neste caso, a unidade de medida do campo elétrico passa ser
N/C.

A relacdo entre a forga e a carga elétrica é valida quando ndo hd meio material
entre as placas, ou seja, quando estdo imersas no vacuo. Do contrario, se ha entre as
placas um meio material e eletricamente isolante, esse meio é considerado um dielétrico

tornando E dependente da permissividade elétrica € do material®®.

> <0

(,)_F-
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\ 4
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-

Figura 5: representagdo de uma carga negativa num campo elétrico uniforme criado com
placas paralelas eletricamente carregadas. Em qualquer ponto da regido entre as placas, a
forca recebida por uma carga qualquer é constante.

O campo elétrico E entre placas paralelas também pode ser determinado pela
relacdo entre a densidade superficial de carga o (C/m?) e a permissividade elétrica & do

material entre as placas medidas em Faraday por metro (F/m):

o
&

Equacéo 6: E=

A densidade superficial de carga por sua vez é dada pela relagdo entre a carga

total Q medida em Coulomb (C) na placa e a area A (m?) dessa placa.

Equagéo 7: 6 =

[
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Substituindo a equagdo 2 em 1 temos:

Equacio 8: £ =

i [

Uma vez que a carga na placa e sua &area sdo constantes, o campo elétrico

depende da permissividade elétrica do material entre as placas.

12. Efeitos do campo elétrico em cultura celular sem uso de radiacédo
eletromagnética

Desde o relato de Luigi Galvani em 1760 sobre contracGes musculares em rés
mortas colocadas em pratos metélicos, provocadas por choques elétricos, comecou-se a
investigar a relacdo entre fendbmenos elétricos e bioldgicos. Galvani observou que era
possivel produzir a contracdo dos musculos das patas posteriores quando estes eram
colocados em contato com o nervo lombar e este Ultimo era estimulado por um par
bimetalico?®.

Apos as observacGes de Galvani, ndo tardou muito para a descoberta de que 0s
batimentos cardiacos ocorriam concomitantemente com o0 aparecimento de correntes
elétricas e que estas podiam ser detectadas na superficie do corpo?°. Contudo, somente
em 1951, constatou-se que células do coracdo possuem diferenca de potencial (ddp) de
60 mV nas células nodais e 90 mV nas células de Purkinje.14

A diferenga de potencial quando aplicada no plasmalema (camada que envolve a
célula muscular) cuja espessura é de 70 A, cria um campo elétrico da ordem de 10° V/m,
que € extremamente intenso. Essa intensidade se deve ao fato de que a rigidez dielétrica
de uma membrana é da ordem de 20.000.000V/m?4, Para a maioria das celulas, verifica-
se uma ddp de, aproximadamente, 60 a 70 mV em média. Como a Unica interface que
separa 0s meios € a membrana, conclui-se que esta ddp é devido a membrana, que por
ser fixo para cada tipo de célula é denominado potencial de repouso da membrana
celular. Consequentemente, a membrana celular estd imersa num campo elétrico. Na
maioria das células este valor permanece inalterado, desde que ndo sofra influéncias
externas.

Por outro lado, quando a membrana celular por algum motivo se rompe, ou o
tecido € lesionado, é possivel constatar a presenca de uma corrente de lesdo. A lesdo

(ruptura do plasmalema) expe o citoplasma, que tem potencial elétrico menor que do
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meio extracelular. Essa ddp por sua vez cria a corrente elétrica de lesdo!*. Em relacdo a
esta Ultima, células lesionadas contidas numa ferida, bem como células em estado
proliferativo apresentam diferenca de potencial de membrana em torno de -30 mV,
enguanto células saudaveis e nao proliferativas apresentam potencial de repouso em
torno de -70 mV2L Igualmente, a propria pele funciona como uma bateria (conhecida
como barreira de Rein), onde a diferenca de potencial média entre 0 extrato cdérneo e a
derme é de 23 mV. Quando uma lesdo ocorre, pode ocorrer um curto circuito na bateria
da pele, provocando o surgimento de uma microcorrente elétrica na regido da lesao?2.

Os processos fundamentais como divisdo, migracéo e diferenciacédo celular,
ocorrem dentro de um meio extracelular onde estdo presentes gradientes de tensdo
ionica, e consequentemente uma corrente elétrica (ou seja, movimentacdo de cargas
elétricas ou ions), esses gradientes de tensdo representam um atividade sinalizadora para
as funcdes fisiologicas®. De fato, todo processo de reparo de todos 0s organismos Vivos
é iniciado por uma corrente elétrica?*e esta, por sua vez, s6 é possivel na presenca de
um campo elétrico 18.

A migracdo celular direcionada por campo elétrico exdgeno, conhecida como
galvanotaxia ou eletrotaxia, foi descrita em muitos tipos de células, incluindo
fibroblastos, e estudos com animais tém mostrado que a galvanotaxia promove a
cicatrizacdo de feridas cutaneas®.

Como campos elétricos de baixa frequéncia ndo sdo susceptiveis de penetrar na
membrana celular devido a sua alta impedancia, acredita-se que a galvanotaxia €
resultante de canais de membrana ativados e da reorganizagdo de moléculas de
superficie carregadas por meio de forcas eletroforéticas e eletrosmaticas 25 26,

A producdo de adenosina trifosfato?” (ATP) pode ser aumentada a partir de uma
estimulacdo elétrica capaz de fornecer a membrana externa mais ions positivos e ions
negativos para membrana interna, aumentando a diferenca de potencial entre as
membranas que por sua vez gera maior forca préton motriz aumentando, assim, a
producédo de ATP?8,

No final dos anos sessenta, a verificagdo do aumento da conduténcia de
membranas e a permeacdo de moléculas, chamaram a atencdo para potenciais aplicacoes
em medicina e biotecnologia?® 30. Descobriu-se que a aplicacdo de campos elétricos na
forma de pulsos de fragOes de segundos e alta intensidade aumentam bruscamente a
condutancia de membranas bioldgicas e a permeacdo de moléculas, porém, quando o

pulso termina, as condigdes normais das membranas podem se restabelecer. Aléem
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desses fatores, outras alteracbes macroscopicas foram observadas, dentre elas, a rotacéo
e 0 alinhamento de células ou vesiculas, com a direcdo do campo elétrico®!.

A aplicacdo de campos elétricos de corrente continua em cultura celulares tem
uma historia longa, no entanto, a interpretacdo da resposta das células a esses campos
foi prejudicada pela falta de técnica adequada, contaminacdo de culturas pelo material
dos eletrodos, incerteza sobre a magnitude dos campos e, as vezes, pela complexidade
do sistema biolégico em estudo®2. A partir da década de setenta, ap6s uma revisao da
literatura®, vérias pesquisas aplicaram campos elétricos em células isoladas em cultura
e registraram as respostas em filme ou fita de video para que as respostas pudessem ser
cuidadosamente caracterizadas e as intensidades de campo limiar estabelecidas. Descobriu-
se entdo que varios tipos de células migram e respondem direcionalmente a campos muito
pequenos (a partir de 0,1 mV/didmetro celular) e, ainda, alguns tipos de células sdo capazes
de produzir correntes enddgenas quando estimulados por campos elétricos exégenos32. Esta
ultima descoberta possibilitou a investigacdo da relagdo entre campos elétricos enddgenos
durante certas respostas as lesdes®4.

Em cultura celular de macréfagos humanos, a exposicdo ao campo elétrico de
baixa intensidade aumentou a regulagdo de atividades ligadas ao reparo!l, também foi
demonstrado que culturas de células endoteliais migram para a regido do catodo de um
campo elétrico exdgeno aplicado na cultura. O limite de acdo do efeito do campo para
que ocorra migracdo celular ¢ de 1 a 2 V/cm, semelhante a intensidade do campo
elétrico enddgeno medidas in vivo3®.

A literatura aponta que os campos elétricos enddgenos atuam diretamente na
migragdo celular em resposta a um sinal intracelular. Esse sinal determina novas
conexdes no arranjo da actina no citoplasma, orientados em direcdo ao catodo36.

De fato, nos sistemas bioldgicos o campo elétrico é formado principalmente por
sinais elétricos, com origem nas variagbes de concentracdo dos ions na regido
extracelular. Essas variagdes espaciais decorrentes da presenca de ions podem se formar
pelo funcionamento de bombas ionicas, pelas perdas de ions de celulas individuais ou
mesmo pelo escape de ions através das camadas de membranas celulares. Esse fluxo
variavel de ions estabelece os gradientes de tensdo que sdo encontrados no meio
extracelular e representam uma atividade sinalizadora para as funcdes fisiologicas acima
citadas 3537,

Os campos elétricos bem como as correntes elétricas de feridas aparecem

imediatamente e espontaneamente em lesdes, aumentam rapidamente, persistem por
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muitas horas e dias durante o processo de reparo e desaparecem proximas do tempo de
cura completa®®. Foi demonstrado que este sinal elétrico de ferida enddgena natural é
um estimulo potente a migragao celular durante o reparo tecidual®.

Durante a cicatrizacdo de feridas ocorrem campos elétricos fisiologicos
superiores a 1 V/cm, no processo de morfogénese e crescimento de tumores, e esses
mesmos campos foram simulados para induzir o sentido de migragcdo de uma variedade
de células®: 37,

Campos elétricos constantes de 150 a 600 mV/mm durante alguns minutos de
aplicacdo em culturas de fibroblastos, células diretamente ligadas ao processo de reparo
tecidual, resultou em orientacdo dos longos eixos perpendicularmente as linhas de
campo e migracdo das células para o catodo (polo negativo). Esta resposta migratdria é
rapidamente reversivel quando o campo € invertido. Com intensidades de campo
superiores a 400 mV/mm, as células também se alongam, embora esta resposta ndo seja
observada até cerca de 1 h apds a aplicacdo do campo 4°. Em 1980, Radice observou que
um campo elétrico de 8 mV/mm provocou a migracdo de uma célula envolvida na
cicatrizacdo de feridas*L.

Embora seja abundante na literatura 0 estudo dos efeitos da bioeletricidade,
poucos sao os trabalhos que investigam de fato somente a acdo do campo elétrico, uma
vez que a corrente elétrica ndo é medida ou mencionada. Assim € dificil conhecer o

papel do campo elétrico nos efeitos dabioeletricidade.

13, Efeitos do campo elétrico em cultura celular com uso de radiacéo

eletromagnética

Os efeitos da fotobiomodulacdo a  nivel celular e molecular tém  sido
demonstrados em muitos estudos, mas devido ao grande nimero de pardmetros
envolvidos, é muito dificil comparar os resultados obtidos nas diferentes pesquisas,
razdo pela qual os mecanismos de interacdo da fotobiomodulagdo em células ndo foram
ainda completamente descritos*?, 43.

Os fibroblastos participam ativamente na formacéo de tecido de granulacao e na
formacéo da matrix extracelular, desempenhando importante papel no reparo tecidual. A

proliferacdo e o aumento do metabolismo celular determinam o sucesso da reparagéo,
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uma vez que o colageno produzido pelo fibroblasto € responsavel pela resisténcia e
integridade do novo tecido formado 43.

Os mecanismos da fotobiomodulacdo podem ser descritos por meio dos célebres
trabalhos de Karu e Smith. De acordo com Karu*4, se a exposicdo for realizada com
comprimento de onda visivel, os fotoacceptores primarios serdo 0s componentes da
cadeia respiratoria nas mitocondrias através de eventos fotoquimicos. No entanto, Smith
propds que a radiacdo infravermelha inicia a cascata de eventos metabolicos por efeitos
fotofisicos nas membranas®.

Tais mecanismos ocorrem independentemente da radiagdo ser polarizada. No
entanto, quando polarizada, a fotobiomodulacdo também é capaz de provocar efeitos
fisicos similares aqueles provocados por um campo elétrico como, por exemplo, 0
reordenamento das cabecas polares da bicamada lipidica na membrana celular. Esta
mudanca na qualidade da membrana celular influencia todos os processos conectados a
ela e tal modelo foi sugerido como uma das explicacbes para o0s efeitos
fotobiomoduladores do laser 6.

A luz polarizada vibra em uma Unica direcdo, perpendicular ao seu eixo de
propagacdo. Esta caracteristica permite que ela aja na camada lipidica da célula,
alterando os processos celulares pela membrana celular, como a producdo de energia,
transporte de ions*’.

S&o poucos os trabalhos publicados com a finalidade de investigar os efeitos da
luz polarizada, seja in vitro ou in vivo. Mas na pratica, muitos autores usam a radiacéo
polarizada sem saberem que a estdo usando, por desconhecerem todas as caracteristicas
do equipamento. A rigor, todo laser de diodo é linearmente polarizado quando nenhum
sistema de entrega esta acoplado, por exemplo. Dessa forma, a busca pelos efeitos da
radiacdo polarizada, na literatura, torna-se dificil.

No trabalho de Mignon et al, por exemplo, foi constatado que o laser de diversos
comprimentos de onda pode estimular a proliferagdo e a sintese de colageno em
fibroblastos humanos 48. Porém, os autores ndo fazem referéncia aos possiveis efeitos da
luz polarizada.

De acordo com trabalho de De Moura, a luz polarizada ndo teve efeito na
viabilidade celular de fibroblastos e células tumorais. Ndo foram avaliados direcdo e
intensidade do campo elétrico®. Da mesma forma, os fibroblastos humanos irradiados

com luz de 632,8 nm tiveram sua proliferacéo estimulada e aumentou sua viabilidade
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celular, demonstrando a efeito estimulador da fotobiomodulagdo e a utilidade desta
terapia no processo de reparo?°.

Também mostrou-se que, quando irradiadas, as células mantidas sob  déficit
nutricional tiveram aumento do crescimento celular, tendo as taxas de crescimento

similares ou superiores aquelas das células-controle mantidas sob condicdes ideais 8.
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2. OBJETIVOS

21 Obijetivos gerais
Comparar os efeitos biologicos e biofisicos produzidos pela fotobiomodulagéo
polarizada aqueles desencadeados por campo elétrico sem uso de radiagcdo

eletromagnética.

2.2. Obijetivos especificos

o Elaborar um dispositivo capaz de produzir campo elétrico uniforme de
mesma ordem de grandeza daquele gerado por um laser em baixa intensidade.

o Comparar a fotobiomodulacdo linearmente polarizada ao campo elétrico
uniforme provocado sem o uso de radiacdo eletromagnética quanto a migracdo e
alinhamento de fibroblastos humanos.

o Comparar as direcOes de polarizacdo, paralela ou perpendicular, em
relagdo a ferida criada nos fibroblastos em cultura, entre os diferentes métodos de
criacdo do campo elétrico.
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3. METODOS

31  Cultivo celular

As células foram cultivadas no laboratério “Lazzaro Spal anzani” do
Departamento de Biologia e Biotecnologia da  Universidade de Pavia, Itélia.
Fibroblastos dérmicos humanos primarios isolados a partir de pele infantil foram
cultivados em meio de Eagle modificado por Dulbecco (Euroclone SpA, MI, Itélia)
enriquecido com 10% de soro bovino fetal, 100 Ul/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina, glutamina 2 pg/ml (Euroclone SpA) a 37°C numa atmosfera
umidificada de 5% de COz em ar. As células foram monitoradas utilizando-se um
microscopio invertido de fase (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA) e sempre
cultivadas em estado de subconfluéncia.

A Universidade de Pavia possui parceria com o hospital San Matteo, de modo
que é possivel a utilizagdo de tecidos biolégicos que seriam encaminhados para

descarte, conforme publicacdo recente do grupo°.

32 Ensaio deferida
Os fibroblastos (25 X 103) foram semeadas em laminulas (18 x 18 mm) apos a
terceira passagem e estas mantidas individualmente dentro de uma placa de Petri (35 X
10 mm) na presenca de meio DMEM com 10% de FBS, até alcancarem a confluéncia de
monocamada. Com auxilio de uma ponteira de pipeta (P 20) foram realizadas duas
linhas de descontinuidade desta monocamada criando duas areas livres de células. Este
método é referido como ensaio de ferida®: 52, Este procedimento foi realizado para

todos os experimentos realizados.

33 Divisdo dos grupos experimentais
As células foram divididas em cinco grupos de acordo com o tratamento a que
foram submetidas: controle (C), ndo submetido a nenhum tratamento, campo elétrico
paralelo (E//), campo eléetrico perpendicular (Epp), laser polarizado paralelo (L//) e

laser polarizado perpendicular (Lpp).
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34. Campo elétrico sem uso de radiacdo eletromagnética
As células utilizadas foram submetidas a um campo elétrico uniforme e

constante de intensidade 2 V/cm, utilizando o dispositivo descrito no apéndice A.

3.4.1. Exposicdo ao campo elétrico

Trés linhas de referéncia foram marcadas previamente no fundo da placa do lado
externo (Figura 6), para facilitar a localizacdo dos pontos correspondentes as areas
livres de células e a aquisicdo de imagens de uma mesma &rea em diferentes intervalos
de tempo.

Para a exposicdo ao campo elétrico, a laminula com os fibroblastos aderidos foi
retirada da placa de Petri contendo o meio de cultura e cuidadosamente colocada na
placa de Petri que ja continha 30 ml de agua milli-Q (quantidade suficiente para
estabelecimento do campo) e o proprio dispositivo para a criacdo do campo. O tempo de
exposicdo foi de 100 segundos (apéndice A). Apbds esse periodo, a laminula foi
devolvida a placa de Petri original, 0 meio de cultura foi trocado e as areas livres

delimitadas pelas linhas no fundo da placa foram fotografadas em seguida.

Figura 6: (A) Placa de Petri, (B) posicdo demarcada para a laminula com fibroblastos
aderidos, (C e D) areas livres, (E, F e G) linhas de referéncia criadas no exterior da Placa de
Petri e (1,2,3 e 4) regido a ser fotografada.

A direcdo do E foi determinada tomando como referéncia as proprias feridas
criadas na laminula. Deste modo, cada laminula foi posicionada com as feridas paralela

(E//) ou perpendicularmente (Epp) aos eletrodos dodispositivo.
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Apos serem fotografadas, as células foram novamente incubadas e apds 12 horas
as laminulas foram novamente fotografadas. Este experimento foi repetido uma vez de
maneira idéntica. Vale ressaltar que as laminulas do grupo controle apesar de nao terem
sido submetidas a nenhum tratamento, também foram submetidas & &gua milli-Q por

igual periodo.

35. Campo elétrico com uso de radiacdo eletromagnética
As células foram irradiadas utilizando o equipamento Quantum  (EccoFibras,
Campinas, SP, Brasil) na presenca do meio de cultura (Tabela 1). Devido & absorgdo de
8% do meio de cultura no comprimento de onda de 660 nm, também foram calculadas

as respectivas grandezas efetivas®.

Tabela 1: Parametros dosimétricos do laser.

Parametros Laser vermelho
Comprimento de onda central [nm] 660
Largura espectral [nm] 10
Modo de operagéo continuo
Poténcia radiante [mW] 27,6
Poténcia radiante efetiva [mW] 25,4
Diametro de abertura [cm] 1,2
Area do feixe no alvo [cm?] 1,13
Irradiancia [mW/cm?] 24,4
Irradiancia efetiva [mW/cm?] 22,5
Duracéo da exposicao [s] 100
Exposicéo radiante [J/cm?] 2,48
Exposicdo radiante efetiva [J/cm?] 2,25
Energia radiante [J] 2,80
Energia radiante efetiva [J] 2,54
Técnica de aplicagdo Pontual
Numero e frequéncia das sessdes de tratamento| Uma Unica vez

A irradiacdo foi realizada ajustando a altura da ponteira do laser em relacdo a

laminula, de modo a formar um circulo de didmetro 1,2 cm. Para facilitar e padronizar o
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ajuste desta area, foi desenhado um circulo em papel milimetrado e este colocado sob a

placa que continha a laminula a ser irradiada (figura 7).

Figura 7: Irradiacéo de uma laminula, sempre com a area irradiada de 1,2 cm de diametro.

Tanto a exposi¢do ao E descrita no item 3.4.2 quanto via laser foram conduzidas
dentro do fluxo laminar para minimizar interferéncias externas. A intensidade do campo
elétrico do laser nessas condi¢fes de irradiacdo foi de 1,55 V/cm, determinada por meio

da equacdo 2, utilizando os parametros do laser descritos na tabela 1:

254x 10— 3
113x10 %7 285

E= 2 x1,33 =1,55 V/cm

Devido a precisdo do equipamento disponivel para utilizagdo no laboratério de

cultura celular, foi necessaria uma aproximacao do valor teorico (ajustado para 2 VV/cm).

A direcdo do campo elétrico foi identificada pela propria posicdo da ponteira do

laser durante a irradiacdo. Essa direcdo foi verificada previamente utilizando um
potenciémetro e um polarizador. A ponteira do laser foi ajustada a fim de encontrar o
angulo exato em que o potencibmetro ndo fizesse nenhuma leitura, indicando que o

plano do polarizador estava alinhado perpendicularmente ao plano do campo elétrico
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emitido pelo laser. Equipamentos laser cujo meio ativo € um diodo, desde que a
ponteira ndo esteja acoplada a uma fibra Optica, emitem luz linearmente polarizada.
Dessa maneira, ndo foi necessario 0 uso de um polarizador externo para manter a
direcéo de vibracdo do campo elétrico constante.

Imediatamente apds a irradiacdo, 0 meio de cultura foi trocado e as laminulas
foram fotografadas e, em seguida foram incubadas para serem fotografadas novamente

apos 12 horas.

36. Migracéo celular

A migracdo celular foi verificada por meio das imagens obtidas logo ap06s os
tratamentos (t0) comparadas com as imagens obtidas ap6s 12h (t12). Para tanto foram
utilizados microscopio (Olympus BX41, Mildo, Italia) com aumento de 40X e maquina
fotografica (Olympus C4040-ZOOM, Mildo, Italia).

As areas livres de celulas foram medidas utilizando-se o software de dominio
publico Image] 1.43a (National Institutes of Health, Bethesda, USA), desenvolvido por
Wayne Rasband.

Apos a determinacdo da escala para medicdo em milimetros, foi feito um recorte
com a funcéo crop de 1,47 x 1,47 (mm) a fim de garantir que todas as imagens tivessem
a mesma &rea total. Finalmente, neste recorte foi feito o contorno da ferida (freehand).
As areas iniciais e finais foram medidas em mm?2 (figura 8). Este processo foi repetido
para todas as imagens, totalizando 40 imagens, sendo 4 para cada grupo experimental
em cada experimento.

Para analisar a taxa de fechamento da ferida, em porcentagem, foi usada a

sequinte relacéo entre asareas:

‘412:': - ‘quh
Al}h

100

onde 4,,; corresponde a area final e Ay, corresponde a area inicial.
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¢ EXP.HCONTROLE.D-1.tif (33.3%) - =] X £ EXPHI2CONTROLE.D-1.4f (33.3%) = a X
1.47x1.47 mm (1500x1500). RGB; 8.6M8 1.47x1.47 mm (1500x1500), RGB; 8 6M8

Figura 8: Exemplo do contorno das areas inicial e final com auxilio do software ImageJ.

Depois, as imagens das areas foram sobrepostas (overlay) de maneira a
possibilitar visualmente a contagem das células que migraram para a area livre inicial
(figura 9).

4 EXP.HCONTROLE.D-1.tif (33.3% = O
1.47x1.47 mm (1500x1500)

A 5’ A"'

Figura 9: Exemplo da sobreposi¢do das imagens final e inicial. O contorno em vermelho
corresponde a &rea inicial, de modo que é possivel notar as células (indicadas com setas) que
migraram para esta area.

37.  Alinhamento celular
O alinhamento foi verificado por imagem através de microscopia de
fluorescéncia, com a finalidade de marcar o citoesqueleto e o nucleo. Apds 6 e 12 horas
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dos tratamentos, os fibroblastos cultivados em laminulas foram fixados com formol a
4% durante 20 mine pds-fixados com 70% de etanol a -20°C.

As amostras foram reidratadas durante 10 minutos em PBS e depois
imunomarcadas com o0s anticorpos. As células foram incubadas com anticorpos
primérios anti-o-tubulina de rato monoclonais diluidos 1:100 (Invitrogen) durante 60
minutos a temperatura ambiente numa camara Umida escura. Depois de  algumas
lavagens com PBS, as laminulas foram incubadas com anticorpos secundarios Alexa-
Fluor 488 cabra anti-mouse (Molecular Probes, Invitrogen) durante 45 min. Depois
disso, as seccdes foram contra-coloridas para DNA com 0,1 ug/ml Hoechst 33258 (Sigma-
Aldrich, Mildo, Itdlia), lavadas com PBS e montadas numa gota de Mowiol (Calbiochem,
Inalco, Italia), para analise de microscopia de fluorescéncia.

Foram realizados dois experimentos independentes. Um microscopio Olympus
BX51 equipado com uma lampada de mercirio de 100 W foi usado nas seguintes
condicdes: filtro de excitacdo de 330-385 nm, espelho dicroico de 400 nm e filtro de
barreira (bf) de 420 nm para Hoechst 33258; filtro de excitacdo de 450-480 nm, espelho
de 500 nm e 515 nm (bf) para a fluorescéncia de Alexa 488; filtro de excitagdo 540 nm,
espelho de 580 nm e 620 nm (bf) para Alexa 594. As imagens foram gravadas com um
sistema de camera Olympus MagniFire e processadas com o software Olympus Cell F.
Os fibroblastos foram fotografados com aumento de 100x. Cada grupo experimental foi
fotografado em 3 pontos distintos da ferida.

A partir da imagen obtida por microscopia de fluorescéncia (figura 10), o
software ImageJ, versao 1.43a foi utilizado para verificar o alinhamento dos
citoesqueletos em relacdo ao campo elétrico aplicado. O angulo entre 0 longo eixo de
cada citoesqueleto e a direcdo do campo elétrico foi medido utilizando a ferramenta
angle tool do software (figura 11). Para o grupo controle, os angulos foram medidos em

relacéo a direcdo da arealivre.
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Figura 10: Imagem obtida por microscopia de fluorescéncia. Nota-se a area livre criada
(contornada com tracejado vermelho), os ndcleos (em azul) e os citoesqueletos (em verde).

Desta forma, quanto mais proximo de 0° mais alinhado paralelamente ao campo
elétrico estara o longo eixo do citoesqueleto (foram considerados os valores dos angulos
entre 0° e 45° para representar o alinhamento em paralelo, isto €, 0° < angulo < 45°). De
maneira analoga, quanto mais proximo de 90° mais alinhado perpendicularmente ao
campo elétrico (foram considerados os valores dos angulos entre 45° e 90° para

representar o alinhamento em perpendicular, isto €, 45° < angulo < 90°).
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Figura 11: Imagem obtida com o software Image J. Foram desenhados (em vermelho) e
numerados (em branco) os angulos entre o longo eixo de cada célula e a diregdo do campo E,

que neste caso é perpendicular a diregdo da ferida.
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38. Andlise Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada por meio do teste de Anderson-Darling.
A taxa de fechamento da ferida foi considerada paramétrica, de tal forma que o teste One-
Way ANOVA foi utilizado com post hoc Fisher.

Os resultados sobre o numero de células que migraram para a &rea da ferida e
também sobre o alinhamento do citoesqueleto foram considerados ndo parametricos.
Sendo assim, foram submetidos ao teste Kruskal-Wallis com post hoc Mann-Whitney.

A significancia adotada em todos os testes foi 0=0,05. Foi utilizado o software

estatistico Minitab 16 (Minitab Inc, EUA).



38

4. RESULTADOS

41 Migracéo celular
Todos os grupos apresentaram areas da ferida menores ap6s 12h (p < 0,05). A
tabela 2 apresenta os valores médios das taxas de fechamento das areas livre e seus
respectivos desvios padrdo apds 12h da realizagdo da ferida.

Tabela 2: Taxa de fechamento da area livre do ensaio de ferida.

Grupos | N | Taxa de fechamento
C 8 | (-42,84 +6,92)

E/l 8 | (-70,12 + 13,94)
Epp 8 | (-75,48 = 6,76)

L/ 8 | (-78,82 + 13,63)
Lpp | 8 | (-76,92 + 16,34)

Os valores negativos indicam diminui¢do da &rea livre.

Nas figuras 12 a 16 é possivel verificar as imagens imediatamente apds 0s

tratamentos e 12h depois, de uma mesma regido, para cada um dos grupos de estudo.

Figura 12: Grupo controle, antes e ap6s 12h da realizacdo da ferida.
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O grupo controle apresenta visivel diferenca na area livre de células ap6s 12h

guando comparado com 0s demais grupos no mesmo periodo.

0.25 mm

Figura 13: Grupo E//, imediatamente e ap6s 12h da submissdo ao campo elétrico em paralelo
ao longo eixo da ferida usando o dispositivo elétrico.

Também é possivel notar que os grupos Epp (figura 14) e L// (figura 15)
apresentam a menor area livre apds 12h quando comparados com 0s outros grupos.

Figura 14: Grupo Epp, imediatamente e ap6s 12h da submissao ao campo elétrico em
perpendicular ao longo eixo da ferida usando o dispositivo elétrico.
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0.25 mm

Figura 15: Grupo L//, imediatamente e apds 12h da submissdo ao campo elétrico em paralelo
ao longo eixo da ferida usando o laser.

Figura 16: Grupo Lpp, imediatamente e apds 12h da submisséo ao campo elétrico em
perpendicular ao longo eixo da ferida usando o laser.

Na figura 17 é possivel verificar a taxa de fechamento da ferida de cada
tratamento. O grupo controle apresentou a menor taxa de fechamento entre todos os
grupos (p=0,0001). Entre os grupos tratados, ndo houve diferenca significante.
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Figura 17: Taxa de fechamento da lesdo em relagdo a cada tratamento.
Em relagdlo ao ndmero de células, apés 12h somente houve
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diferenca

significante entre os grupos controle e E// (p= 0,0037) (tabela 3), embora todos o0s

grupos tenham apresentado valor mediano de células migratorias maior que aquele do

grupo controle (figura 18).

Tabela 3: Numero de células que migraram para area livre apos 12h.

GRUPOS | MINIMO NUMERO DE | MAXIMO
CELULAS
C 13,00 (17,00 + 6,50) 22,00
E/l 17,00 (24,00 * 4,75) 46,00
Epp 15,00 (24,00 + 26,00) 49,00
L/ 5,00 (22,50 + 11,75) 30,00
Lpp 9,00 (21,50 + 17,00) 45,00
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Figura 18: Numero de células que migraram para a area livre da ferida apés 12 h.

42 Alinhamento
Apo6s 6h da aplicacdo do campo elétrico e numa ordem crescente de
alinhamento, o grupo controle foi 0 menos alinhado, sequido pelo Epp, E//, Lpp e L/,
sendo o L// o unico alinhado paralelamente em relacdo ao campo incidente. O grupo L/
foi significantemente diferente de todos os demais (Tabela 4).

Tabela 4: Valores dos angulos medidos entre o longo eixo do citoesqueleto e a direcdo do
campo elétrico aplicado com as respectivas significancias estatisticas apds 6h.

Grupos Mediana = 1Q Significancia estatistica
@) Controle E// Epp L// Lpp
Controle 102,000 + 66,48 0,7600 0,7236 0,0001 0,0050
E/l 91,30 + 85,67 0,6172 0,0001 0,0626
Epp 99,94 + 82,15 0,0001 0,0063
L// 35,88 + 41,01 0,0001
Lpp 71,23 + 82,01

O grafico da figura 19 ilustra as diferengas entre os angulos medianos de cada

grupo apos 6h do tratamento.
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Alinhamento das Células
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Angule entre longo eixo da célula e a diregio do campo elétrico

Figura 19: Angulos medidos entre o longo eixo dos citoesqueletos e a direcdo de vibragio do
campo elétrico. Para o grupo controle, o angulo foi medido em relacao a direcdo da area livre.
O grupo 4 (L//) apresentou diferenca significante em relacéo a todos grupos.

Apo6s 12h da aplicacdo do campo elétrico e numa ordem crescente de
alinhamento, o grupo controle foi 0 menos alinhado, seguido pelo E//, L//, Lpp e Epp,
ndo havendo nenhum grupo alinhado paralelamente em relagio ao campo incidente
(Tabela 5). O grupo controle ndo foi diferente apenas do E//. O grupo mais alinhado,
Epp, embora perpendicularmente em relacdo ao campo elétrico incidente, somente ndo

foi diferente do grupo Lpp.

Tabela 5: Valores dos angulos medidos entre o longo eixo do citoesqueleto e a dire¢éo do
campo elétrico aplicado com as respectivas significancias estatisticas apds 12h

Mediana £ 1Q SignificAncia estatistica
Q) Controle E// Epp L/ Lpp
Controle 91,33 + 85,10 0,4061 0,0023 0,0241 0,0172
E/l 85,28 + 77,50 0,0004 0,1015 0,0184
Epp 46,22 + 90,29 0,0061 0,0924
L/ 67,80 + 68,08 0,3270
Lpp 58,15 + 74,17
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O grafico da figura 20 ilustraas diferencas dos valores medianos dos angulos de
cada grupo apos 12h do tratamento.

Alinhamento das Células
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Angulo entre longo eixo da célula e a diregio do campo elétrico

Figura 20: Angulos medidos entre o longo eixo dos citoesqueletos e a direcdo de vibragéo do
campo elétrico. Para o grupo controle, o angulo foi medido em relacéo a direcéo da area livre.
O grupo 1 (Controle) apresentou diferencga significante em relagdo aos grupos 3 (Epp) e 4 (L//).

Na comparacdo entre os periodos de 6h e 12h, somente os grupos Epp e L/
apresentaram diferencas significantes (Tabela 6). Apds 6h o grupo L/ foi o Unico que
apresentou alinhamento paralelo a direcdo do campo. No entanto, apds 12h do
tratamento, todos 0s grupos apresentaram alinhamento perpendicular a direcdo do

campo elétrico aplicado.
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Tabela 6: Comparagéo entre os valores dos angulos ap6s 6 e 12h.
ANGULOS APOS 6h DO ANGULOS APOS 12h DO
TRATAMENTO TRATAMENTO COMPARAGCAO
GRUPOS ENTRE 6 E 12h
Mediana £ 1Q (°) Mediana £ 1Q (°)
Controle | 102,000 + 66,48 91,33 + 85,10 0,9830
E/l 91,30 + 85,67 85,28 + 77,50 0,6496
Epp 99,94 + 82,15 46,22 + 90,29 0,0001
L/ 35,88 + 41,01 67,80 + 68,08 0,0001
Lpp 71,23 + 82,01 58,15 + 74,17 0,5646
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5. DISCUSSAO

O presente estudo comparou os efeitos bioldgico (migragdo celular) e biofisico
(alinhamento celular) produzidos tanto por um campo elétrico sem uso de radiacdo
eletromagnética, quanto pela fotobiomodulacdo usando laser. Em ambos os dispositivos
0 campo elétrico produzido foi uniforme e de intensidade 2 V/cm, tendo-se também
comparado os efeitos da direcdo de vibragdo do campo elétrico: paralela ou
perpendicular em relacéo ao longo eixo da ferida produzida nos fibroblastos cultivados.

As taxas de fechamento da ferida, em porcentagem, e numa ordem crescente
foram -42,84 + 6,92 no grupo controle, -70,12 + 13,94 no E//, -75,48 + 6,76 no Epp, -
76,92 + 16,34 no Lpp e -78,82 + 13,63 no L//. Houve significancia estatistica entre o
grupo controle e os demais (p < 0,05).

Os resultados corroboram com a literatura quanto ao grupo sem tratamento
(controle) possuir a menor taxa de fechamento da ferida. Em 2013, Rouabhia et. al
investigaram os efeitos do campo elétrico em fibroblastos humanos quando expostos a
intensidades de 0,5 ou 2 V/cm por 2, 4 ou 6h 54, A andlise da area do ensaio de ferida
qguando comparada ao grupo ndo exposto (controle) mostrou reducdo significante
qguando observada 12h e 6h para as células tratadas com 0,5 e 2 V/cm, respectivamente.
Além disso, a mais alta taxa de migracdo foi observada nas células tratadas com 2
V/ecm. Os grupos expostos ao campo elétrico fecharam totalmente a ferida em 24h,
enguanto o grupo controle ainda permanecia com 30 a 40% da ferida aberta®. A
intensidade do campo elétrico usada em nosso trabalho também foi de 2 V/cm, embora
com tempo de exposi¢do muito menor, 100 s, e ainda assim as células controle comportaram-
se de maneira distinta das demais.

O modelo de migracdo celular usado, o ensaio de ferida, € um método bem
estabelecido onde imagens fotograficas sdo obtidas em periodos pré-determinados pelos
pesquisadores e a taxa de fechamento da lesdo, tal qual calculada na presente tese,
continua sendo usada 5. Essa metodologia evidenciou que todos os tratamentos foram
eficazes quanto & migracdo celular, com o grupo L// apresentando a melhor taxa. Em
2015, Kim et. al verificaram que a exposicdo ao LED de A = 660nm resultou em
proliferacdo e migracdo celular aumentadas em relacdo ao controle (ndo irradiado). A
taxa de migragdo celular dos fibroblastos HGF-1 aumentou significantemente depois de

5, 10 e 20 minutos de irradiagdo ap6s 12h da realizacdo da ferida, sendo a taxa de 5
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minutos similar aquela de 20 min. Entre 12h e 24h apos a ferida, a exposicdo de 10 min
foi aquela que mais estimulou a migracdo, corroborando com os achados do ensaio
MTT 56, Embora o LED usado pelos autores ndo tenha sido polarizado, os efeitos de sua
exposicdo foram capazes de diferenciar-se em relacdo ao grupo controle. Similarmente,
Nossos grupos expostos a radiagdo eletromagnética vermelha, Lpp e L//, foram aqueles
que apresentaram as maiores taxas de migragao celular.

Infelizmente ndo foram  encontrados trabalhos que tenham usado
fotobiomodulacdo polarizada em cultura celular, seja com laser ou LED, para
compararmos nossos achados em funcdo da direcdo de vibracdo do campo elétrico. No
entanto, se expandirmos a busca bibliogréfica para modelo animal, encontraremos 0s
estudos do grupo de Ribeiro et. al, os quais apontam que o campo elétrico do laser
quando polarizado paralelamente em relacgio a uma direcdo referencial no tecido
promovem melhor cicatrizacdo, com fibroblastos ativos no 17° dia ap6s a realizacdo da
ferida, assim como colageno mais organizado °, >’.

Em relacdo ao nimero de células, apés 12h somente houve diferenca
significante (p= 0,0037) entre os grupos controle (17,0 + 6,5) e E/ (24,0 + 4,75),
embora todos os grupos tenham apresentado valor mediano de células migratorias maior
que aquele do grupo controle. Esse resultado € surpreendente porque a melhor taxa de
fechamento da ferida foi verificada no grupo L//, entdo esperdvamos maior ndmero de
células também no grupo L/. Esse resultado precisa ser melhor explorado,
principalmente quanto as caracteristicas do citoesqueleto, o qual é sabido possuir
mobilidade, elasticidade e viscosidade que podem contribuir para o fechamento da
lesdo, sem necessariamente a célula estar inteiramente presente no leito da ferida 5.

Quanto ao alinhamento, ap6s 6h da aplicacdo do campo elétrico o grupo controle
foi 0 menos alinhado e o L// foi o Unico alinhado paralelamente em relagdo ao campo
incidente, além do mais alinhado em relacdo aos demais (p < 0,05). Apdés 12h da
aplicacdo do campo elétrico ndo houve grupo alinhado paralelamente em relacdo ao
campo incidente e 0 grupo controle somente ndo foi diferente do E/. O grupo mais
alinhado, Epp, embora perpendicularmente em relagdo ao campo elétrico incidente,
somente nao foi diferente do grupo Lpp.

De acordo com os resultados, o grupo L/ apés 6h ainda estava alinhado ao
campo elétrico incidente, mas apds 12h ja se comportava como 0s demais grupos, isto &,
com alinhamento perpendicular ao campo elétrico incidente. JA& com o grupo Epp

ocorreu 0 oposto, pois apds 6h era o grupo menos alinhado ao E incidente, enquanto
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apos 12h foi aquele mais alinhado, tanto quanto o Lpp. A literatura aponta que 0s
fibroblastos costumam alinhar-se perpendicularmente em relacdo a direcdo do campo
elétrico incidente. Erickson e Nuccitelli 40 estudaram o comportamento de fibroblastos
em campos elétricos de intensidades variando de 0,01 a 6 V/cm durante 90 minutos de
exposicdo, e demonstraram que as células migram no sentido do catodo e se alinham
perpendicularmente a direcdo do campo elétrico, sendo este efeito mais acentuado com
campo elétrico de 6 V/cm. Também de acordo com Sun“8, este efeito foi verificado com
fibroblastos expostos a campos elétricos de 7 V/cm durante 60 minutos. Resultado
semelhante foi obtido com o trabalho de Chao??, aplicando 6V/cm durante 60 minutos
em fibroblastos. Entdo, era apenas uma questdo de tempo até que o grupo L/ se
comportasse como 0s demais grupos. Mas € interessante ressaltar que o grupo E// ndo
teve comportamento semelhante ao grupo L//, fazendo crer que o campo elétrico
produzido por um laser provoca efeitos diferentes daquele produzido por um dispositivo
que ndo faz uso de radiacdo eletromagnética, ainda que a intensidade e direcdo sejam as
mesmas. Tal comparacao entre 0 campo elétrico de um laser e um campo elétrico de
uma fonte ndo eletromagnética ndo foi encontrada na literatura, tornando a discussdo
umatarefa ardua.

Em relacdo a andlise intragrupo, apenas 0s grupos Epp e L// apresentaram
diferencas entre 6h e 12h. Tal resultado corrobora com o fato de que as direcOes dos
campos elétricos desses dois grupos parecem ser aquelas que mais evidenciam 0s
resultados do alinhamento, seja para melhor alinhar as células, L// ap6s 6h ou Epp apos
12h, ou para desalinh&- las, Epp ap6s 6h ou E// e L/ ap6s 12h.

Embora a discussao sobre as diferentes direcbes de vibracdo do campo elétrico
seja escassa quanto a aplicacdo em alvos bioldgicos (células, fluidos ou tecidos), ha
indicacdo de que a vibragdo em paralelo do campo elétrico do laser é mais benéfica °.
Por outro lado, a vibracdo perpendicular do campo elétrico sem radiacdo
eletromagnética ¢ mais eficaz quanto a migracdo de fibroblastos. Por exemplo, no
estudo de Chao et al, os fibroblastos alinharam-se perpendicularmente ao campo
elétrico, sendo a velocidade de migragdo das células maior na primeira hora ap6s a
exposicdo, e com campo elétrico de intensidade de 2 V/cm. Segundo os autores, a
explicagdo para a migracdo celular estd na forca exercida pelo campo elétrico, que pode
facilitar o deslocamento das celulas. Vale ressaltar que o meio dielétrico utilizado

permitia a criacdo de corrente elétrica, no caso de 0,03 A. Embora os autores néo
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discutam a direcdo do campo, a mesma era perpendicular a ferida. Esse fato corrobora
com nosso resultado no grupo Epp ap6s 12h10.

Sendo o fibroblasto uma importante célula conectada ao processo  de
regeneracao tecidual e sabendo-se que o campo elétrico desempenha papel fundamental
em sua migracdo e sinalizacdo®, esperamos que esse trabalho traga maior discussdo
sobre as diferentes direcdes de vibracdo do campo elétrico, seja ele produzido por laser
ou LED (a0 wusar a fotobiomodulagdo) ou por eletrodos (dispositivo ndo

eletromagnético).
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6. CONCLUSOES

Os efeitos bioldgicos e biofisicos produzidos pela fotobiomodulacdo polarizada
se diferem dagueles desencadeados por campo elétrico sem uso de  radiacdo
eletromagnética, pois os grupos E// e L// apresentaram resultados distintos, assim como
Epp e Lpp quando a migracgao celular e o alinhamento foram analisados.

Todos os tratamentos foram eficazes quanto a migracdo celular em relagcdo ao
grupo controle, com o grupo L/ apresentando a melhor taxa de fechamento da ferida.
Em relacdo ao numero de células, apds 12h o grupo controle apresentava a menor
quantidade de células na area da ferida, enquanto o grupo E// a maior quantidade.

As vibragdes do campo elétrico Epp e L/ foram aquelas que mais evidenciaram
os resultados do alinhamento, seja para melhorar o alinhamento das células, L/ ap6s 6h
ou Epp apds 12h, ou para desalinha- las, Epp ap6s 6h ou E// e L// ap6s 12h.

Sendo assim, a direcdo de vibracdo do campo elétrico do laser quando paralela
ao longo eixo da ferida provocada em cultura de fibroblastos, mostra-se promissora
quanto a migracdo apos 12h, mas nesse mesmo periodo o melhor alinhamento celular

foi verificado com a direcéo perpendicular do campo elétrico do dispositivo ndo-laser.
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APENDICE A: Desenvolvimento do dispositivo para geracio de campo
elétrico.

A ideia inicial do modelo experimental foi criar um dispositivo do tipo capacitor
de placas paralelas. Para tanto, utilizou-se a equacdo 3. Porém, a medicdo da ddp sé é
possivel se entre as placas houver um meio dielétrico que permita detectar o campo
elétrico. Nao é possivel, por exemplo, utilizar o ar como meio dielétrico, pois sua
resisténcia elétrica é significativamente alta para que a ddp aplicada nas placas seja
capaz de criar o campo.

O campo foi mapeado com a ajuda de um voltimetro, tocando uma das placas
metalicas com um dos terminais do voltimetro (placa de referéncia). O outro terminal
foi posicionado distante 1cm da placa de referéncia no eixo perpendicular @ mesma
(coluna A da figura 21). Em seguida, esse terminal foi deslocado 1 cm a direita de A
(coluna B da figura 21) e assim sucessivamente até que todas as tensdes elétricas da
linha 1 fossem coletadas. Posteriormente, o terminal do multimetro foi deslocado 1 cm
abaixo da linha 1 e o procedimento anterior foi repetido para a linha 2, e assim por
diante até que as tensdes em todos os pontos fossem determinadas. Durante todo o
processo, a temperatura do meio era monitorada com auxilio de um termopar. Essa

metodologia foi adotada para ostestes.

Placas metalicas

Figura 21: ilustracdo do método adotado para mapeamento do campo elétrico a partir do
potencial elétrico entre placas metalicas paralelas.
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A possibilidade de utilizacgdo do meio de cultura como meio dielétrico, assim
como outros liquidos comumente utilizados em cultura celular, foi descartada pois
mesmos tém comportamento de condutor elétrico, ou seja, permite 0 movimento de
elétrons livres (ou ions), e devido ao aumento de temperatura causado. Isso se deve,
basicamente, a sua composi¢do salina. A tabela 7 mostra os dados coletados quando da

utilizacdo de DMEM como meio dielétrico.

Tabela 7: Tens6es medidas utilizando DMEM como dielétrico.

ddp (V) [A B C D E F

1 22,22 20,06 17,73 14,84 12,21 9,71
2 22,34 20,17 17,75 15,20 12,23 9,55
3 22,30 20,25 17,60 15,40 12,22 9,53
4 22,40 20,11 17,80 15,06 12,32 9,40
5 22,30 20,00 17,81 14,75 11,97

6 22,34 20,11 17,61 14,79 11,85

7 22,37 20,16 17,50 14,50 11,82

Os pontos F5, F6 e F7 ndo foram coletados devido ao aumento de temperatura ap6s 2 minutos
do inicio da coleta de dados. Nota-se que entre as colunas D e C a ddp ja é superior a2 V.

O dispositivo foi testado também com é&gua Milli-Q (Tabela 8) que tem
resisténcia elétrica elevada (em torno de 180 MQ). Neste teste, o campo elétrico foi
medido a cada centimetro entre as placas. Até uma exposicdo ao campo elétrico de 300
segundos, a temperatura medida foi de (24,0 + 0,5)°C. Para que houvesse uma adequada
margem de seguranca, optou-se pelo tempo de exposicdo de 100 s.

A partir da escolha da agua Milli-Q como dielétrico mais apropriado,
elaboramos um protdtipo em acrilico e com dimensdes que permitiam introduzi-lo
dentro de uma placa de Petri de 10 cm de didmetro. Foi entdo realizado um outro teste

com este dispositivo e 0 meio dielétrico ja mencionado (figura 22).
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Tabela 8: Tensdes medidas utilizando agua Milli-Q como meio dielétrico.

Tensoes (V) | A B C D E F

1 21,61 19,36 17,03 14,83 12,56 10,30
2 21,68 19,78 17,10 14,91 12,51 10,37
3 21,80 19,34 17,17 14,84 12,57 10,32
4 21,79 19,45 17,13 14,81 12,51 10,32
5 21,75 19,42 17,10 14,97 12,58 10,41
6 21,83 19,39 17,03 14,95 12,54 10,43
7 21,77 19,29 16,97 14,75 12,60 10,47

Diferentemente da tabela A, as diferencas de tensGes ndo se alteram significativamente, mesmo
nas colunas mais afastadas da placa de referéncia.

O campo foi mapeado com a ajuda de um voltimetro, tocando uma das placas
metalicas com um dos terminais do voltimetro (placa de referéncia). O outro terminal
foi posicionado distante 1cm da placa de referéncia no eixo perpendicular a mesma
(ponto A, figura 22). Em seguida, esse terminal foi deslocado 1 cm a direita de A e
posteriormente 1 cm a esquerda de A, obtendo-se os valores dos campos nos pontos Al
e A2 (figura 22). Esse processo foi repetido para determinar os valores de tensdo nos
pontos B, B1 e B2 e assim por diante até que as tensdes em todos os pontos fossem

determinadas.
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Figura 22: Dispositivo para criar campo elétrico: eletrodos conectados a fonte de tenséo
ajustével e as placas metalicas C e D. As medigdes de tensdo foram realizadas utilizando papel
milimetrado (F) sob a placa de Petri com agua Milli-Q (G).Um dos terminais do voltimetro foi
fixado numa das placas (E) e com o outro foram medidas as tensGes nos pontos das linhas
equipotenciais L1, L2, L3 e L4 no interior do dispositivo.

Sendo determinadas as tensdes ponto a ponto, o campo foi calculado com a
equacao 3, de modo que a cada linha paralela as placas metélicas os valores de
potencial elétrico eram iguais. Essas linhas sdo conhecidas como linhas equipotenciais e
0 campo elétrico € sempre perpendicular a elas.

Embora tenha atendido as necessidades iniciais, o dispositivo foi modificado
devido a dois problemas referentes a sua utilizagdo: era necessaria sua fixagdo dentro da
placa de Petri durante a utilizacdo, e suas dimensdes limitavam a area que efetivamente
iria ser submetida ao campo elétrico. Assim, foi criado e testado um novo dispositivo
que superasse esses problemas (figura 23).
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Figura 23: Dispositivo final utilizado em todos os experimentos: Placas metalicas (A e B);
placa de Petri (C); Estrutura em acrilico (D); Agua milli-Q(E); papel quadriculado(F);
desenho para centralizacao da laminula (G).

A nova versdo do dispositivo foi construida com acrilico e com dimensdes
precisas (7,0 x 7,0 cm), obtidas por meio de uma cortadora a laser. Foi possivel
estabelecer um campo elétrico estavel e uniforme na maior area possivel dentro da placa
de Petri. Com ele, as laminulas com as células aderidas eram depositadas no centro da
placa de Petri de maneira tal que era possivel, quando necessario, girar o dispositivo de
modo que se adequasse a dire¢do de polarizacao pretendida.

O acrilico permitiu que, antes de todos os experimentos, o dispositivo fosse
higienizado com 4&lcool 70% e descontaminado com luz ultravioleta por 15 minutos,

juntamente com 0s demais materiais utilizados.



