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RESUMO.

A Terapia de Fotobiomodulacéo, (LBI) e a Magnetoterapia (MAG) sao tendéncias
terapéuticas inovadoras, seguras e nao invasivas, de baixo custo e apresentam
resultados eficazes. Os efeitos do campo eletromagnético e as propriedades
fotofisicoquimicos inerentes das terapias empregadas sdo capazes de gerar
alteracdes benéficas no organismo, tais como reducdo de edemas, processo
inflamatorio, aceleracdo da cicatrizacdo e analgesia. Este estudo tem o objetivo
de analisar e comparar os efeitos do LBI no comprimento de onda de 660 nm e
da Magnetoterapia (MAG.) na frequéncia de 9 Hz, na viabilidade por MTT,
migracdo celular por lesdo mecanica e dosagens de citocinas pro e
antiinflamatoéria (IL-18, IL-6, TNF-a e IL-10), em células Huvecs Humanas. As
células foram divididas em 4 grupos, sendo: grupo C(Controle), grupo L(LPS) ,
grupo T(LPS+LASER) e grupo M(LPS+ MAGNETO). Para a anélise dos dados
foram utilizados valores médios , desvio padrdo e analise de variancia (ANOVA)
de uma via, com auxilio do software 5.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA,
EUA).Graph Pad In Stat versdo 3.01. Foram realizados pds testes Tukey e
considerada aceitavel estatisticamente significantes, quando p< 0,05. Todas as
amostras foram feitas em quadruplicadas.

O presente estudo demonstrou que a terapia por MAG, foi superior ao grupo
T(LPS+Laser), grupo L(LPS) e grupo C(Controle) na viabilidade celular por MTT,
bem como na migracao celular apos lesdo mecanica os grupos M(LPS+ MAG) e
o grupo T(LPS+Laser) tiveram efeito superior ao grupo C (Controle) e L(LPS),
nas dosagens de citocinas. Todos 0Ss grupos ndo denotaram significancia
estatistica referente as citocinas pro inflamatorias, na expresséao da citocina IL-

10 o tratamento T(LPS+Laser) evidenciou significancia estatistica.

Palavras-Chave: Células Endoteliais Humanas, Magnetoterapia, Laser,
Citocinas, Viabilidade celular.



ABSTRACT.

Photobiomodulation (LBI) and Magnetotherapy (MAG) are innovative and non-
invasive therapeutic trends, with low cost and effective results. The effects of the
electromagnetic field and the photophysical-chemical properties inherent to the
therapy used are capable of generating beneficial changes in the body, such as
reduction of edema, inflammation, acceleration of healing and analgesia. This
study aims to analyze and compare the effects of LLLT at a wavelength of 660
nm and Magnetotherapy (MAG.) at a frequency of 9 Hz, on viability by MTT, cell
migration by mechanical injury and dosages of pro and anti-inflammatory
cytokines (IL-1B, IL-6, TNF-a and IL-10) in Human Huvecs cells. The cells were
divided into 4 groups, group C(Control), group L(LPS), group T(LPS+LASER) and
group M(LPS+MAGNETO). For data analysis, means, standard values deviation
and one-way analysis of variance (ANOVA) were used, with the aid of the 5.0
software (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).Graph PadIn Stat version
3.01. Tukey tests were performed and considered acceptable when p<0.05. All
samples were taken in quadruplicate. The present study demonstrated that MAG
therapy was superior to group T(LPS+Laser), group L(PS) and group C(Control)
in cell viability by MTT, in cell migration after mechanical injury, in groups M(LPS+
MAG) ) and the T(LPS+Laser) group had a greater effect than the C (Control)
and L(LPS) group, in the cytokine dosages, all groups did not show statistical
significance regarding the pro-inflammatory cytokines, in the expression of the
IL-10 cytokine treatment T(LPS+Laser) showed statistical significance.

Key words: Human Endothelial Cells, Magnetotherapy, Low-Lever Light Terapy,
Cytokines, Cell viability.
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1. Introducéo.

O tecido endotelial é composto por monocamada celular,
presente no revestimento de vasos sanguineos (artérias e veias), camaras
cardiacas e tubulos renais, ja o Endotélio continuo € uma caracteristica dos
vasos do cérebro, retina e capilares musculares, enquanto endotélio fenestrado

é encontrado na glandula endécrina e no rim?!

O endotélio atua de forma determinante controlando a
homeostase vascular, participa da regulacdo de sinais intracelulares (moléculas
liberadas pelas células para provocar alteraces fisiol6gicas como: proliferacéo,
diferenciacdo, translocacdo de vesiculas, producdo de enzimas e apoptose
(morte celular programada). na permeabilidade e tbnus vascular, bem como na

cascata de coagulacdo e na angiogenese® 34,

O tecido endotelial forma uma barreira semipermeavel entre o
plasma e o liquido intersticial, portanto possui capacidade de mediar e monitorar
as trocas bidirecionais de pequenas moléculas, restringindo o transporte de

macromlélucas?.

Outra funcao endotelial € atuar como érgao enddcrino, paracrino
(producéo de hormonio) e autocrino (Mensageiro quimico), horménios estes que

influenciam a musculatura local, respostas inflamatérias e coagulacéo®.

O endotélio, quando agredido pode reduzir a biodisponibilidade de
vasodilatadores tal como Oxido Nitrico (NO), que atua como protetor da parede
vascular, fato que pode desencadear patologias cerebrais ou cardiovasculares,

caracterizando uma disfuncdo endotelial® 712,

O aumento na expressdo de selectina endotelial (E-selectina),
molécula de adesao celular 1 (ICAM-1) e molécula de adeséo vascular 1 (VCAM-
1), ocorrem pela resposta de citocinas inflamatérias,lipopolissacarideos
bacterianos ou lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (LDL-ox).Tais

substancias proporcionando a ligagcéo célula-célula ou célula-matriz, no espaco
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subendotelial, levando a elevacdo da espessura vascular, podendo até, devido

a intensidade de o processo obstruir totalmente a luz do vaso?® °.

O aparecimento na corrente sanguinea das IL-1B, TNF-a, Proteina C
Reativa (PCR) e (LDL-o0x), s&o consideradas marcadores precoces de ativacao

endotelial e inflamacéo sistemica®.

7

O processo inflamatorio € um dos mecanismos que protegem o0
organismo em respostas a uma agressao, sendo que o endotélio vascular tem
papel fundamental neste processo com liberacdo de agentes vasomotores e

inflamatdrios, que afetam a homeostase vascular!?,

O tempo de duracéo e intensidade da inflamacéo é determinante para
caracterizar transformacdes nos diferentes tecidos, podendo ser classificada
como: aguda e cronica. O processo inflamatorio inicia-se com uma constri¢cao
transitoria das arteriolas locais, posteriormente ocorre uma vasodilatacdo dos

vasos sanguineos da area agredida??, 23

Este processo resulta em um maior fluxo sanguineo, levando a uma
guimiotaxia leucocitaria, sendo que apos aderirem a células endoteliais projetam
seu pseudopodos, movendo-se no interior do fluido tecidual até o local

lesionado?3.

A circulacdo dos neutrofilos é livre na corrente sanguinea, porem,
guando os tecidos sdo danificados estes liberam: trombina, histamina, fator de

necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1) ©”.

Tal fato ocorre de uma ligacdo com as células endoteliais, devido a
sua maior mobilidade, os Neutrofilos sdo as primeiras células de defesa a atingir
o local danificado, os eosinofilos e mondécitos se projetam para a leséo, atraidos
por moléculas quimiotaxicas. Estes ultimos se diferenciam em Macrofagos, os

quais fagocitam bactérias e células estranhas que existem no local da leséo?*.

O funcionamento, do endotélio desempenha VAarios processos
complexo tais como: homeostasia, angiogenese, regulacdo da presséao arterial e

atua na modulacgdo do processo inflamatério®s.
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O presente estudo visa analisar a ocorréncia de uma maior ou menor
viabilidade por MTT, migracao celular apds lesdo mecanica e expressao de
citocinas pro-inflamatorias das células endoteliais (HUVECSs), sob efeito de

tratamento da Terapia de Biofotomodulacdo e Magnetoterapia,

2. Revisao da literatura

2.1 Origem das Células Endoteliais

As células endoteliais tém seu desenvolvimento a partir da mesoderme,
onde ocorre a formacdo de agregados sanguineos no interior do saco vitelino,
constituido de uma camada interna contendo células estaminais
hematopoiéticas e camada externa constituida de angioblastos, sendo que a
camada interna da origem as células sanguineas e a externa a células
endoteliais, a tese mais aceita € que ambas as linhagem de células derivam de

um mesmo percussor Hemandioblastos3® 40

A partir de esta formacgao dar-se inicio a dois processos distintos, o
primeiro a vasculogenese com diferenciagdo das células endoteliais a partir dos
hemangioblastos, o segundo resulta na angiogenese com formacao de novos a

partir dos ja existentes 4% 42,

Inicialmente entendia-se que a diferenciacdo das células endoteliais
era restrita a fase embrionaria e a fase de angiogenese ocorria apenas no pos-
nascimento, descobertas recentes derrubam esta hipétese, pois foi
encontratadas populacdes de células CD34+, na medula 6ssea e sangue
periférico de individuos adultos, chamadas de células progenitoras endoteliais,
tendo a capacidade de se diferenciar em células endoteliais especificas

contribuindo para a revascularizagéo in vivo*3.

2.2 Funcgdes das Células Endoteliais

bY

O endotélio desempenha inumeras funcdes, fato este devido a

localizacdo estratégica das células endoteliais entre o tecido e o sangue, outra
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acao primordial € exercida pelas juncdes de proteinas especificas: juncdes Gap,

juncdes de vedacdo, juncbes de aderéncia*t.

Estas juncbes exercem funcdes distintas como: comunicacao entre
células impedem a livre movimentacdo de moléculas entre as células, mediam o

transito de agua e moléculas e controlam o crescimento celular©.

As células endoteliais possuem receptores em sua membrana que
contribui para: controle de moléculas de proteina, controle de particulas
transportadoras de lipidios, metabdlicos e hormonas, manutencdo do ténus
vascular, ativacdo e inativacdo de hormonas vasoativas, trafego de células
sanguinea, transporte de nutrientes e solutos, protecdo de fluidez sanguinea e
controle do equilibrio homeostatico*®:

O sistema hemostatico mantém um equilibrio ténue entre a
caracteristica pré-coagulante e a anticoagulante, em condi¢cdes normais, as
células endoteliais permanecem ativas metabolicamente (Mesmo aparentando
estar inerte) promovendo uma superficie ativa anticoagulada, proporcionando a
passagem de hemacias, leucocitos e plaquetas um trajeto livre para todo o

corpo®®,

Qualquer alteracao deste equilibrio como processo inflamatério ou
tensdo de cisalhamento levando a uma lesdo endotelial, induz as células

endoteliais a alterar o microambiente pré-trombético e antifibrinolitico?.

2.3 Caracteristicas Estruturais das Células Endoteliais

As células endoteliais de um modo geral séo alongadas, poligonais
e dotadas de ampla superficie. A parte luminal est4 continuamente exposta as

células circulantes e aos componentes plasmaticos, na porcdo oposta, as
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abluminas presentes estdo em contato com a matriz extracelular e tecidos

adjacentes, que por meio de integrinas, liga-se a lamina basal8*°,

Pesquisa com cultura de células endoteliais tem origem remota ,
com cultivo de células por Lewis (1921), mas somente com Jaffet al (1973) ,
tiveram éxito, pois obtiveram uma populacdo homogénea'. Segundo thorin
(1998), as células endoteliais mantém o equilibrio vascular entre inducédo e
inibicdo de crescimento, vasodilatagdo e vasoconstricdo, anticoagulacdo e
coagulacdo, modulam o tébnus vasomotor, controla fluxo sanguineo e media a

resposta inflamatéria e imunolégica 1>

Quando as células endoteliais entram em contato com o tecido
conjuntivo, recebe o nome de lamina basal, composta por colageno tipo 1V,
proteoglicanas, glicoproteinas laminar e entactina, atuam na proliferacdo e

diferenciagéo celular entre outras fungées*®.

Estudos demonstram que as células endoteliais, ndo sé&o
homogéneas em suas funcles, caracteristicas fisiolégicas e morfoldgicas e
antigenecidade, possuindo capacidade para adaptar-se aos diferentes

microambientes?’.

2.4 O Tecido Endotelial e as Citocinas

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular com func¢des
diversificadas metabdlicas e enddcrinas que participam da inflamacéo e resposta

do sistema imune©,

Elas sdo separadas em trés familias: as Interleucinas (IL); os
Interferons (INF) e os Fatores de Necrose Tumoral (TNF). Inicialmente eram

denominadas linfocinas ou monocinas para apontar a sua origem celular, mas
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atualmente o termo citocina é o melhor a ser utilizado em funcao de praticamente

todas as células nucleadas serem capazes de sintetizar estas moléculas’.

A sintese das citocinas é regulada por diversos estimulos indutores
em nivel de traducdo e transcricdo, tém papel fundamental na formacédo dos
sinais locais ou sistémicos da inflamacao, sendo produzidas e liberadas por
varios tipos de células em resposta a estimulos antigénicos ou em resposta a
outras citocinas, sendo responsaveis pela liberacdo dos mediadores do processo

inflamatorio’2.

Sdo liberadas principalmente por mondcitos/ macrofagos e
linfécitos, porém podem ser secretadas por células adiposas, células epiteliais,
células endoteliais e células da glia. Os mondcitos circulantes no sangue e 0s
macrofagos presentes nos tecidos causam a ativacdo dos linfocitos T e a

secrecdo de citocinas’s.

O aumento da inflamacédo desencadeia um incremento na sintese
celular, citocinas pro - inflamatéria e antiinflamatéria, neutréfilos, mondécitos, 1L1-
B, IL-6, TNF-a e IL-10°°,

Dentre as citocinas que desempenham papel de destaque na
inflamacédo aguda, damos destaque a Interleucina-13 (IL- 18), o Fator de
Necrose Tumoral-a (TNF-a) e a Interleucina-6 (IL-6). Nesse conjunto citado,
damos destague a TNF-a elL-1B que sao moléculas importantes na

inflamacgéao’.

O TNF-a também pode ser liberados por fibroblastos, mastocitos,
linfécitos T e células NK™.

ApoOs sua producéo, liberado e processado, o TNF-a se liga aos
receptores nas ceélulas alvo e possui a capacidade de mediar diferentes efeitos

em diferentes 6rgédos e tecidos’®.

Entre os principais efeitos pro-inflamatorios do TNF-a estdo: Nas
células endoteliais esta citocina leva a expressdo de moléculas de adesao,
de outras citocinas, de fatores de coagulagéo e da enzima iNOS (responsavel

pela sintese de Oxido nitrico). Por entre a expressao dos fatores de coagulacao
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decorre uma supressdo da atividade anticoagulante das células endoteliais,
alcancando um blogueio do suprimento sanguineo e necrose do tecido
adjacente. O TNF-a do mesmo modo ativa leucdcitos inflamatérios (macrofagos,
neutrofilos, monaocitos e
linfécitos), incrementando a atividade microbicida; e leva

0s fagdcitos mononucleares e outros tipos de células a produzirem
citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6 e o préprio TNF). Estas acdes contribuem

para o acumulo de leucdcitos no sitio inflamatério®.

A principal atividade da IL-1 é ser reguladora do processo
inflamatorio. Essa citocina incita a producao de proteinas de fase aguda pelo

figado, estimula os linfocitos na resposta imune 768081,

A IL-1pB é sintetizada como um precursor que necessita ser clivado
por uma enzima conversora da IL-1(ICE) e levado para fora da célula. As
principais fontes celulares da IL-13 s&o os fagocitos mononucleares, fibroblastos,
queratinocitos e linfocitos T e B. podem causar febre por uma elevagédo na
producdo de Prostaglandina E2 pelo endotélio vascular do hipotalamo, Induz a

liberacdo de histamina por mastécitos no foco inflamatério®°.

A IL-6 é sintetizada por uma variavel de células, abrangendo
fagodcitos mononucleares, células T e fibroblastos. A IL-6 a IL-1 e TNF-a influem
a sintese de proteinas na fase aguda pelo figado. Estas proteinas ofertam um
incremento na protecdo contra microrganismos e alteram a resposta inflamatoria

por atuarem sobre o fluxo celular e a liberagdo de mediadores’”: 72,

A IL-6, além disso, apresenta um impacto regulatério, envolvendo a
interdicao da producéo de TNF-a, atuando como um feedback negativo que

suprime a resposta inflamatéria aguda’®.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria e imunorreguladora
importante, pleiotropica, do tipo Il, a IL-10 atua apenas nas respostas
inflamatorias exageradas. No inicio, a IL-10 foi caracterizada como causa
inibitoria da producéo de citocinas, secretada por células T helper 2 (Th2), com
a capacidade de inibir a producéo de citocinas pré-inflamatoérias como IFN-y e
TNFa, pelas células T helper 1 (Th1)&.
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Estudos demonstraram que a IL-10 é vastamente expressa por
diversas células do sistema imune inato e adaptativo. As células Th2 e as células
T reguladoras (TReg) ndo séo as unicas a produzirem essa citocina, também as
células Thl, Thl7, T CD8+, células B, células dendriticas (DCs), macréfagos,
monaocitos, mastocitos, células natural killer (NK), eosindfilos e neutrofilos sédo
fontes importantes de citocina IL-1083.

A IL-10 possui diferentes funcdes biolégicas que atuam direta e
indiretamente no sistema imune®.Ela é habil em inibir a producéo de citocinas
pré-inflamatérias, quimiocinas inflamatdrias, mediadores secretados por
macrofagos e DCs, e a producdo de metaloproteases da matriz pelos
macrofagos, assim como também em dificultar a diferenciacdo de DCs de
precursores de mondcitos e a maturacédo de DCs. 6683

A IL-10 também atua inibindo a funcdo das células apresentadoras
de antigenos (APCs), e devido a este efeito nas APCs previne a producao de
citocinas relacionadas as células Thl e Th2. Ademais, ela pode incrementar a
diferenciacdo de células TReg, e em alguns casos também pode ativar os
mastocitos e aumentar as fungées das células T CD8, células B e células NK.84,

As doencas crbnicas como diabetes Mellitus (DM), hipertensao
arterial sistémica (HAS) e a obesidade, podem causar uma inflamacé&o crénica
de baixo grau?°,

A elevacdo dos neutréfilos e macréfagos provocam uma
intensificacéo da sintese de IL-6 que, por sua vez, aumenta exponencialmente a
producdo de PCR no figado, a IL-6 atua diretamente nas tempestades de
citocinas, atuando também na diminuicdo da atividade do eNOS,
consequentemente reduzindo o NO na corrente sanguinea, causando a
diminuicdo da vasodilatacdo e acelerando a concentracdo de ET-1, que atua
como vasoconstritor vascular, provocando um estresse por friccdo entre o tecido
sanguineo e a parede do vaso, causando danos ao tecido endotelial,

proporcionando o inicio do processo de aterosclerético®0,6t.

A IL-6 é sintetizada pelos mondcitos, fibroblastos entre outros, em
resposta a uma agressao de microorganismos, também sofrem estimulos de

outras citocinas como: IL-1 e TNF-af1,
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A IL-6 exerce um papel importante no processo de erosdo de placas
de aterosclerose, tendo seus niveis seéricos elevados durante este processo,

atuando fortemente na resposta imune inata e adaptativa®?.

A IL-1 é uma citocina também produzida pelas células endoteliais,
quando esta detecta uma invasdo de microorganismos. Quando estas células
sdo expostas a endotoxinas com estimulos pré-inflamatorios de patdgenos
expressam RNAm para IL-1a e IL-1B, proporcionando a compreensao que
células endoteliais , ndo respondem apenas a estimulos imunologicos do

linfécitos, como também, estdo envolvida no processo de aterosclerose®?.

Diversas citocinas foram identificadas na parede vascular a partir
do estudo , tais como: IL-1qa, IL-1B, TNF-a,TNF-B e IL-6, e muitos fatores de

recrutamento e ativacdo de mondcitos®3,

3. Terapia de Fotobiomodulacao por LBI

Emission of Radiation, a qual significa “amplificacdo da luz por
emissado estimulada de radiagcdo”, consiste em um aparelho que emite luz
(radiacdo néo ionizante) 37 3,

Theodore Maiman, (1960),fabricou o primeiro aparelho de laser, seu
uso terapéutico data de 1961, ja o Prof. Dr. Leon Goldman responsavel pela
Dermatologia da Universidade de Cincinatti, através do desenvolvimento e o
aprimoramentos realizados em aparelhos de Laser de Rubi, demonstrou a
destruicdo seletiva de estruturas pigmentadas na pele, e lesGes vasculares,
ampliando os horizontes desta especialidade através de inUmeras publicacdes
cientificas de forma incansavel ao redor do mundo, tornando-se o primeiro a usar

a terapia com lesar em medicina®.

Para o0 entendimento sobre as caracteristicas do Laser,
primeiramente temos que compreender a formacao da luz, que séo particulas de
energia eletromagnética que caminham no espaco/tempo, estas particulas

denominam-se fétons?®.
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As ondas eletromagnéticas que tangem e constituem um Laser ou
LED possuem varios comprimentos de onda, que variam de 440nm (violeta) a
700 nm(vermelho) até o infravermelho longo como CO? (10 nm)?¢. Contudo,
apenas uma fracdo deste espectro de ondas € visivel, consequentemente quanto
o comprimento da onda (A) for mais longo temos uma onda em infravermelho,
qguando o (A) for mais curto teremos uma onda ultravioleta,os aparelhos na sua
maioria oferecem para tratamento terapéutico de ondas no IV proximo, que estdo
entre 600 e 1000nm?’,

Segundo Chavantes (2009) podemos dividir o laser, de acordo com
sua potencia em: Laser de alta potencia ou cirdrgico, que possui>1 Watt, a partir
de T°>45C°, e o Laser que empregam uma poténcia baixa ( PDT e LBI).<1 Watt,
e T°<1Co° &4,

O laser de baixa intensidade (LBI- Low —Level Laser Therapy) se
caracteriza por oferecer uma terapia com emisséo de luz de baixa intensidade,
produzida pelos fotons, que quando absorvido pelo organismo, ndo sao
transformada em calor. LBl é uma energia constituida de ondas
eletromagnéticas que nao produz calor, sendo que a temperatura no tecido alvo,
nao pode ultrapassar 0,5°C, no organismo, a luz absorvida produz mudancas
fotofisicoquimica nas mitocéndrias, promovendo alteragdes no metabolismo,
promovendo os efeitos terapéuticos de morfodiferenciacdo e migracao celular,
tecidual, revascularizacéo, diminuicdo de edema, remodelacéo celular, aumento
da circulacao capilar local e permeabilidade vascular levando a transferéncia de
energia de um sistema partindo de zero até alcancar a crista interna do citocromo

C, vindo a produzir ATP mitocondrial?’.

As mitocondrias quando estimuladas pela TFBM, (LBI), revelaram
uma maior funcionabilidade, sendo mais especificas e intensas, levando ao
aumento da capacidade de regeneracao e cicatrizagcdo. Segundo Carnevalli et al
, ém seus estudos afirmou que a TFBM no espectro vermelho, atua na formacao

de mitocondrias gigantes e na sua quantidade biodisponivel 3%:40-

Figura 1: Ondas Eletromagnéticas Visiveis
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Fonte: ilustrac@o adaptada Peter Hermes Furian/ Shutterstock.com

Laser tem seu funcionamento diferenciado em dois parametros, a
forma continua (CW)sem variacfes e forma pulsada onde existe uma variacao
entre o valor maximo de poténcia do equipamento e 0 minimo , neste caso sera
necessario calcular a poténcia média, pois € ela que tem significAncia
terapéutica, a poténcia do laser é expressa em W/cm?, a exposicdo radiante,

densidade de energia, fluéncia ou dose sdo medidas em J/cm?°,

Os aparelhos de laser contém uma substancia radioativa (cristal de
Rubi ou gases, como: Hélio-nebdnio, COz2), esta substancia é essencial e deve

ser capaz de absorver energia de uma fonte externa.

Os atomos sdo 0s menores componentes desta substancia e sendo,
néutrons e protons no seu nucleo, orbitam (elétrons) em niveis diferentes de

energia da substancia radioativa3®.

Toda vez que um elétron muda de Orbita ou se excita significa
absorve quantidade de energia suficiente para mudar de posicdo, gerando um
Quantum, com o dinamismo desta nova estrutura e pouca instabilidade , quando
ndo mais sao estimulados,retorna ao seu nivel original. Entretanto, durante esse
retorno o mesmo libera energia em forma de fétons, fenbmeno este chamado de
emissdo espontanea, mas quando permanece continuamente estimulado,
produz emissao estimulada, termo descrito por Einstein, quando recebeu o

premio Nobel de Fisica no inicio do século passado323:.

Os aparelhos de laser possuem no seu interior dois espelhos, um
localizado na extremidade, que multiplicam a energia liberada pela coliséo entre
fétons onde registra mais fotons estimulados e segundo possui um orificio central

onde é liberado a energia3*.
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As caracteristicas do laser se diferem da luz devido ao processo de
formacdo de luz, que consiste em que todos os fotons sao remetidos no mesmo
tempo e espaco e, consequentemente, sem perda de energia, garantindo que a
energia emitida pelo aparelho é a mesma entregue ao tecido, pelo fato de ter um
Gnico comprimento de onda, apresenta uma Unica coloracéo® 36.(conforme
figura 2)

Figura 2: Caracteristica do Laser
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COLIMACAO MONOCROMATISMO COERENCIA

Fonte:Chavantes -2009

3.1 Caracteristica Fotobiomodulacao

O Laser atua na faixa do vermelho (622-660nm) ou infravermelho
(780 nm- 1mm), por apresentar varias propriedade terapéuticas, € utilizado em

larga escala, por varios profissionais da Saude?®.

Estudos recentes demonstram que a terapia por fotobiomodulacéo,
é utilizada em vérias patologias agudos tais como: Diabetes Melitus, doencas
autoimune, doencas vasculares, enddcrinas, respiratérias (Bronquite e
Pneumonia)*’. Segundo Kazemi (2013), a terapia por fotobiomodulagdo aumenta
a diferenca de oxigénio arteriovascular atuando para o encerramento da hipoxia

tecidual e Hipercapneia®® 4°,

A terapia por Fotobiomodulagéo por LBI promove uma modulacéo
na sinalizacdo redox do sistema respiratério, por meio da estimulacao de
componentes mitocondriais, sendo capaz de induzir efeitos positivos na

expressdo de imunoglobulinas, interferons e interleucinas®® 5.

Figura3: ILBI (Laser Irradiation of Blood)
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4. Magnetoterapia

A origem da magnetoterapia tem seu uso nas primeiras
civilizagbes, existem relatos de que 2.500 anos chineses usavam pedra
magnetizadas (magnetites) para tratamento de saude, sendo que apenas no

Gltimo século comegaram a se aprimorar seus beneficios®?

Foram apenas a partir das descobertas de seus beneficios que
comecaram a serem desenvolvidas diversas formas de magnetoterapia como:
RadiofreqUéncia, terapia por magnéticos estaticos e a terapia por campos

eletromagnéticos pulsados de baixa freqtiéncia®*.

No ano de 1.979 a Food and Drug Administration (FDA, EUA)
aprovou, pela primeira vez, o uso de eletromagnético pulsado (MAG) para o

tratamento de fraturas ndo unidas*3.

A MAG consiste na aplicacdo de campos Eletromagnéticos
pulsados e oscilantes de Baixa Poténcia (CEMPO-BF), que possui o potencial

de normalizar o fluxo de ions e nutrientes das células, nervos e outras tecidos®3.
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A MAG consiste em um método de facil manuseio, uma terapia néo
invasiva, utilizada principalmente nas desordens musculo-esquelético, manuseio
da dor e regeneracéo de tecidos®®. A forca magnética é medida em GAUSS (G)
ou TESLA (T)(1 T=10* G) e a frequéncia em Hertz (Hz)>*

Os principios que governam os fenébmenos eletromagnéticos
possuem a capacidade de atuar, em sistemas biolégicos e organismos Vivos,
onde 0s campos eletromagnéticos sao presentes e, constantemente, criados por
processos fisiolégicos (movimentos celulares, fluxos ibnicos, fluidos dos
sistemas corporeos, cadeia de transporte mitocondrial, portanto, efeitos
biolégicos podem resultar da interacdo desses campos com campos

eletromagnéticos exégenos*L.

Os impulsos eletromagnéticos tém a funcdo de repolarizar a
membrana celular restaurando o funcionamento fisiolégico e o equilibrio de
energia. Assim, as células expostas a campos eletromagnéticos de baixa
frequéncia (0 a 100 Hz), sofrem alteragfes especificas desde mudancas de fluxo
ibnico transmembranar até o aumento da sintese de DNA e da transcricdo de
RNA%,

As células sadias do organismo mantém uma carga elétrica entre 70
— 100mv esta carga elétrica ocorre devido as trocas i6nicas em nivel de
membrana celular, sendo que qualquer alteracéo no potencial desta membrana

o fluxo ibnico altera a homeostase celular®®: 7,

A CEMP-BF atua na membrana celular alterando o transporte de
fons como Na* ou Ca?* normalizando o potencial transmembranar, a transducéo

de sinais, promovendo o equilibrio celular®®

O campo magnético tem uma funcdo principal de: desvio de
particulas com carga elétrica em movimento e producéo de correntes induzidas
pelo efeito de producdo de ondas ultrassbnicas em tecido 0sseo e colageno.
Em nivel celular, o campo magnético é capaz de regularizar o potencial de
membrana, aumentar a solubilidade de substancias e dinamizar o metabolismo

celular 42-
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A corrente eletromagnética induzird a ligacdo de Ca?* a proteina
calmadulina (CaM), com esta juncédo a sintese de constituintes de 6xido nitrico
(NO) é estimulada, liberando fatores de crescimento endoteliais estimulando a
angiogenese em horas e dias, fator de crescimento fibroblastos (estimula

producdo de colageno) e TGF-B (aumenta a remodelacgéo celular)®®.

A magnetoterapia (MAG) € aplicada em praticamente todas as
doencas caracterizadas por dor, inflamacdo e quando ocorre déficit funcional
vascular. Existem trés tipos de MAG de acordo com a fonte geradora do campo

magnético usado:

As ondas eletromagnéticas sao classificadas em ionizantes e néo
ionizantes, de acordo com a freqUéncia de emissao, potenciam e intensidade.
As ndo ionizantes e, assim, sdo invasivas, ja a ionizantes sdo amplamente

utilizadas na Medicina como meio de diagndsticos e tratamentos.

Estéatica - Consiste em se aplicar, sobre a pele do local a ser tratado, um ou

mais, magnetos (im&). Tem aplicacao eficiente em casos de dores localizadas.

Baixa frequéncia - Gera campos magnéticos variaveis com frequénciasque
oscilam entre 10 e 200 Hz e é adequada para favorecer a regeneracdo dos
tecidos.

Alta freqgiéncia - o campo gerado atinge alguns milhdes de hertz (18-900e
MHz). Estas frequéncias elevadas sé&o adequadas para tratar processos
dolorosos e inflamacgdes.
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Figura:4. Espectro eletromagnético
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5. Hipotese

Serd& que as terapias com Fotobiomodulacdo (LBI) e
Magnetoterapia serdo capazes de alterar a viabilidade de células Huvec por
ensaio MTT?. As terapias seriam capazes de promover a migragao e proliferacéo
em celular (Huvecs), apés lesdo mecanica e ainda inibir a producéo de citocinas

pro-inflamtoérias, ademais aumentar a producéo de citocina antiinflamatoria? .
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5. Objetivos

5.1 Objetivo Primario

Analisar se as terapias de Fotobiomodulacdo por (LBI), e

Magnetoterapia causam efeitos em células endoteliais ( HUVECS).

5.2 Objetivos Secundarios

Avaliar os efeitos das terapias com aparelhos baseados em energia
(Laser de Baixa Intensidade e Magneto) na:

e Viabilidade células HUVECS, através da utilizacdo de LBI e
Magnetoterapia;

e Proliferacdo e migracdo de células endoteliais HUVECS, apoés lesdo
mecanica;

e Liberacéo ou inibi¢éo de citocinas pro e antiinflamatoérias ( TNF-a ,IL-1, IL-

6, e IL10) e por ensaio imunoenzimatico.
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6. Material e Métodos

Este estudo foi realizado no laborat6rio de biotecnologia e de cultivo
celular, onde foram utilizados nos estudos células Huvecs, gentilmente cedidas

pela Professora Dra. Stella Regina Zamuner da Universidade Nove de Julho.

6.1 Células Endoteliais Huvecs

As células endoteliais Huvecs, oriunda de corddo umbilical foram
cultivadas no meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB),
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 1% de solucdo antibiética-antimicoética
(Cultilab),

6.2 Cultivo Celular

As Células Endoteliais Huvecs foram mantidas em estufa (HEPA
class 3110, Thermo Electron Corporation, Marietta, OH, EUA) a 37°C, numa
atmosfera umida contendo 5% de CO2. O monitoramento do crescimento celular
foi realizado a cada 24 horas, utilizando microscopio invertido de fase (Eclipse
TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA).

O subcultivo foi realizado quando a monocamada celular se tornar
subconfluente para a perpetuacao da linhagem celular, sempre em fluxo laminar
(Linha 400, Pachane, Piracicaba, SP, Brasil). Para tanto, o sobrenadante foi
removido, as células lavadas com tampao PBS 1X (NaCl 140mM; KCI 2,5mM;
Na2HPO4 8mM; KH2PO 1,4mM; pH 7,4) e desaderidas com solucao de tripsina
0,25% durante 3 minutos a 37°C. Apos a incubacéo, foi realizada nova lavagem
com meio, centrifugacéo a 1200 RPM a 10°C por 5 minutos (Centrifuga Excelsa
4-280R, Fanem, Sao Paulo, SP, Brasil) e posteriormente a ressuspensao em 4
ml de meio DMEM.
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A viabilidade das células foi avaliada por contagem com corante
vital azul de Trypan (0,4%) e assim utilizada nos ensaios as culturas com
viabilidade maior que 95%. A seguir, foram realizadas as semeaduras das
células, em placas de cultura de 96 pocos.

6.3 Terapia de Fotobiomodulacéao

ApoOs a adicao de LPS nas células Huvec, foi aplicada a terapia de
Fotobiomodulacéo, utilizando dispositivo marca DMCR modelo Laser Therapy
XT, sendo aplicado 4J/cm?por 40 segundos diretamente no poco pela parte

inferior da placa.

A aplicagcdo da Fotobiomodulagdo ocorreu em ambiente

parcialmente obscuro para que ndo houvesse interferéncia da iluminacéo.

Tabela 1Parametro Dosimetria do LBI

Comprimento de onda 660nm
Densidade de energia 4 J/cm2
Poténcia de saida 100 mW
Densidade de poténcia 0.33 W/cm2
Modo de aplicacdo Pontual

Tempo 40 segundos

Figura:5 Aparelho de Laser

Fonte(Foto arquivo Préprio)
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Fonte: (Foto arquivo proprio)

Figura: 7 Aplicacéo LBI

Fonte(Foto arquivo préprio)

6.4 Magnetoterapia

Foi aplicado campo magnético oscilante, diretamente sob a placa
de 96 pocgos. O equipamento utilizado (NVL, Linfospin, Brasil),induzindo um
campo magnético oscilante com frequéncia que varia de (0 a 24 Hz). Foi optado
pela freqiéncia de 9 Hz de estudos pilotos prévios os que demonstraram ser a
melhor energia para as células de acordo com trabalho de Yoshimura, Zamuner,
Aguiar (2020) e tempo de aplicacdo de 40 segundos. Os ciclos de variagbes

provenientes do aparelho induzem a uma inverséo polar.

Através do medidor Gass (TMAG-1T, Globalmag, Brasil precisdo de 1mT) o
campo magnético na superficie do aparelho era de 3.000G (300 mT).



Figura :8 Aparelho Magneto
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Fonte: Foto Arquivo Préprio

Figura: 10 Aplicagbes Magnetoterapia

Fonte: (Foto: arquivo préprio)
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6.5 Métodos Colorimétricos para Determinacéo de Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi obtida pelo ensaio de MTT (3- 4,5
dimetiltiazol-2yl)-2- 5-difenil-2H tetrazolato de bromo, que se resume em uma

analise colorimétrica que de forma indireta mede a citotoxicidade.

6.5.1 Viabilidade por MTT

No ensaio de MTT, a citotoxicidade celular é avaliada através da
atividade das enzimas desidrogenase mitocondriais. Estas enzimas tém a
capacidade de clivar o anel tetrazolio do corante utilizado. Apds a solubilizacdo
com isopropanol, obtém-se uma solucdo cuja absorbancia pode ser medida,
sendo que a intensidade da cor mensurada sera diretamente proporcional a
guantidade de células viaveis.

Apbs os procedimentos de cultivo celular, 1x10%as células foram
plagueadas em placas de 96 pocos para estudo dos grupos C (controle), L
(LPS), T (LPS + LASER) e M (LPS+MAG) e armazenada em estufa a 37°C, 5%
CO2 por 24 horas, decorrido este tempo necessario para aderéncia celular, foi
adicionado o LPS, 100ug/pl, onde foi realizada a seguinte solugéo: (1 pl de LPS
+ 1000 pl de DEMEM + SFB 10%),desta solucéo 1uL foi acrescentado a cada
dos grupo L(LPS), grupo T(LPS+ LASER) e grupo M (LPS+Magneto),realizou-
se imediatamente o tratamento com Laser sob o0s pocos individualmente por 40
segundos a 4 Joule por cm?a 660 nm no grupo T e aplicacdo do magneto sob
0s pocos a frequéncia de 9 Hz por 40 segundos. Depois de decorrido o tempo
de tratamento, as placas foram novamente incubadas em estufa a 372C e 5%CO:2
por 24 horas, decorrido este tempo de incubacdo os pocos foram lavados com
100 pL de PBS e em seguida adicionou-se MTT (Thyazolyl Blue
TETRAZOLIUMBROMIDE - SIGMA M5655) em uma concentracdo de 50 pL
(0,5mg/mL), por poco, procedendo-se entédo o incubagao das placas na estufa
(HEPA class 3110, Thermo Electron Corporation, Marietta, OH, EUA) a
37°C,numa atmosfera Uumida contendo 5% de COZ2, por um periodo de
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aproximadamente 4 h. apds este periodo todo o liquido presente nas placas foi
retirado, e adicionou-se entdo 100uL de isopropanol, permitindo a quebra dos
cristais que se formaram. Foi realizada ent&o a leitura de absorbancia, utilizando-

se uma leitora ELISA (620nm).

Figura 11: Demonstracao llustrativa MTT

C: Controle
LPS

LPS +Laser
LPS+ Maaneto

HUVECS » | TRATAMENTO »| T-24 HORAS

PRE CULTURA
LEITURA

Linha de Tempo Fonte: Elaborado pelo Autor, adaptado Trabalho mestrado UFRN-2019

6.5.2 Efeito da Terapia com LBI e Magnetoterapia na Migracao Celular
apoés Lesdo Mecéanica em Células Huvecs.

As células Huvecs, na proporcéo de 1X10% por poco, de passagem
2, foram semeadas em laminulas colocadas em placas de 24 poc¢os, Apos a
Aderéncia das células nas laminulas, foi adicionado100ul de LPS nos grupos L,
(LPS), T(LPS+ Laser) e M (LPS+ Magneto), deixada por 24 horas em estufa 37°C
a 5% de COz2, depois de decorrido este periodo, retirou-se as placas da estufa,
levou ao fluxo laminar e realizou-se a lesdo mecanica utilizando uma ponteira de

pipeta branca.

As fotos de todos os grupos foram capturadas em microscopio
invertido de fase (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA), marcando como
0 hora, em seguida levada a estufa por mais 24 horas, no dia seguinte novas
imagens foram capturadas novamente os po¢cos marcados como 24 horas e

realizou-se a comparagao entre 0s grupos .
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6.6 Ensaio de ELISA

Para o ensaio de expressdo dessas citocinas, as células foram
plagueadas com 2.000.000 de células Huvec em cada poc¢o. Apés esse periodo,
as células receberam estimulo de LPS de 100pL por pogo, incubadas por 24
horas.

O sobrenadante foi removido dos poc¢os. O ensaio imunoenzimatico
(Elisa). As dosagens foram feitas com Kit R&D Systems (menneapolis, MN,
USA). As placas de 96 pocos foram adsorvidas com anticorpo de captura
monoclonal anti-citocina para humano, diluido em PBS por 12hs. Em seguida as
placas foram lavadas com solucdo de PBS 0,05% de Tween 20.

Os sitios inespecificos foram bloqueados com PBS contendo 1% de
BSA (soro albumina bovina — Sigma) por 1h. As placas foram lavadas para a
remocao da solucao de bloqueio.

Em seguida, as amostras (100ul) e as curvas foram colocadas nos
respectivos pogos e incubadas por 2hs. Ao final do periodo de incubagdo as
placas foram lavadas.

O anticorpo de deteccédo foi adicionado conjugado a peroxidase e
incubado por 2hs. As placas foram novamente lavadas e assim adicionadas o
substrato da peroxidase (tetrametilbenzidina) deixando reagir de 15 a 20
minutos. Ao final da incubacéo, foi adicionado solugéo de parada (H2s04-2N). e
incubadas em ambiente escuro por 30 minutos. As citocinas foram quantificadas
pela leitura da absorbéncia (450nm) usando leitor de placas Spectramax

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA).
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7. Analise Estatistica

Para a analise dos dados foram utilizados valores médios, desvio
padrdo e analise de variancia (ANOVA) de uma via, com auxilio do software 5.0
(Graph Pad Software, San Diego, CA, EUA).Graph Pad In Stat versdo 3.01.
Foram realizados pOs testes Tukey e considerada aceitavel estatisticamente

significante, quando p< 0,05. Todas as amostras foram feitas em quadruplicadas.
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8. Resultados

8.1 Efeito da Terapia com LBI e Magnetoterapia na Viabilidade de Células
Huvecs .

A andlise da viabilidade celular foi realizada utilizando o ensaio do
MTT nas células Huvecs com estimulo de LPS por 24 h. Apos esse periodo, as
células do grupo LPS+LASER receberam a aplicacao pontual por 40 seg. a 660
nm e as células do grupo LPS+MAGNETO receberam aplicacao por 40 seg. a 9
Hz.

A leitura de cada poco foi realizada no espectrofotometro na regulagem de

620 nm.
HUVEC
0.3 [ controle
= 1 LPs
= . [ LPS+LASER
3 0.2 -I- A Bl LPS+MAGNETO
3 ==
S
= 0.1
=
)
=
0.0 T T r
24 horas

Figura 12. Efeito do LBI e MAG na viabilidade celular de células Huvecs, foram plagueadas em
placas de 96 pocos e incubadas por 24 h para adeséo celular. Apés esse periodo, as células
receberam estimulo de LPS por 24 h. Ap6s 24h do LPS aplicado, as células do grupo
LPS+LASER receberam a aplicacdo pontual do laser por 40 segundos e as células do grupo
LPS+MAGNETO receberam aplicagdo com o aparelho magneto por 40 segundos. Cada valor
representa a média = SEM de trés experimentos independentes. *p<0,05 vs LPS; #p<0,01 vs C;
¢p<0,001 vs LPS; W p < 0,05 vs LPS + LASER ;A p<0,05 vs C.(ANOVA).
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8.1.2 Efeito da Terapia com LBI e Magnetoterapia na Migracao Celular
apos lesdo Mecanica em Células Huvecs.

A realizag&o de todo o processo descrito no material e método item
6.5.2, efetuou-se comparacdo entre as imagens captadas no microscopio
invertido (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA), células integras
(controle), grupo L(LPS), grupo T(LPS+LASER) e grupo M(LPS+
MAGNETO),em 0 hora e 24 horas , observou-se que ambos os tratamentos o
(LASER e MAGNETO), apresentaram um resultado superior aos grupos LPS e
Controle, podendo ser observados no grupos LASER e MAGNETO a formacéao
de pequenos vasos,corroborando a eficacia do experimento.

500+
3 Controle

4004 = LPS
= r— * Bl Lesao + LBI
= 300+ — — B Lesio + MAG
e
= 200-
o
S

100~

0
24 horas

Figura 13. Efeito do LBl e MAG na migragdo de células Huvec. (A) Células integras, (B, D e F)
ruptura causada por fric¢do, (C) migragdo natural 24h. Migragdo apds 24h com uso do LBI
660nm (E) e migracdo apds 24h com utilizagdo da MAG (G) a 9 Hz. A contagem de células
foi realizada utilizando o programa imagel, onde foi calculada a média de quatro imagens.
Barra de escala |-200 pum -I e objetiva de 10x. Em (H), grafico que mostra contagem de
células de quatro imagens, * p<0,05 vs C; #p<0,05 vs Lesdo MN.(segundo L.F Zamumer).
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Efeito do LBI e MAG na migracédo de células HUVECs(A) Células integras, (B, D e F) ruptura
causada por fricgdo, (C)migragéo apés LPS 24h.(E) Migragéo apés 24h com uso do LBI
;(G) migracéo apos 24h com utilizacdo da MAG.

8.1.2 Ensaio de ELISA para Citocinas Pro e Antiinflamatérias

Para o ensaio de expressao dessas citocina, o sobrenadante foi
removido das células no tempo de 24 horas por meio do ensaio imunoenzimatico
(Elisa). As dosagens foram feitas com Kit R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).
As placas de 96 pocos foram adsorvidas com anticorpo de captura monoclonal
anti-citocina para humano, diluido em PBS por 12hs. Em seguida as placas
foram lavadas com solucdo de PBS 0,05% de Tween 20; os sitios inespecificos
foram bloqueados com PBS contendo 1% de BSA (soro albumina bovina —
Sigma) por 1h. As placas foram lavadas para a remocéao da solugcéo de bloqueio.
Em seguida, as amostras (100pul) e as curvas foram colocadas nos respectivos
pocos e incubadas por 2h. No fim do periodo de incubacdo as placas foram
lavadas; o anticorpo de deteccdo foi adicionado conjugado a peroxidase e
incubado por 2h. As placas foram novamente lavadas e adicionadas o substrato
de peroxidase (tetrametilbenzidina) deixando reagir de 15 a 20 minutos. Ao
término da incubacao, adicionou-se uma solucdo de parada (H2s04-2N). As
citocinas foram quantificadas pela leitura da absorbancia (450nm) usando leitor
de placas Spectramax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA
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Figura 15: O efeito do tratamento dos grupos T (LPS+ Laser) e M
(LPS+Magneto), ndo apresentaram significancia estatistica
comparados ao grupo L (LPS) e C (Controle)
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Figura 16: Os grupos T (LPS+ Laser) e M (LPS+ Magneto), ndo
apresentaram significincia estatistica em coragdo aos grupos L (LPS)
e C (Controle)
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Figura 17: Os grupos T (LPS+Laser) e M (LPS+Magneto),ndo
apresentaram significancia estatistica comparados aos grupos L
(LPS) e C (Controle).
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Figura 18: O grupo T (LPS+Laser), apresentou significancia
estatistica sobre os grupos C (Controle), L (LPS) e M ( LPS+
Magneto).
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9. Discussao

A cultura de células proporciona ao pesquisador ambiente propicio
para desenvolvimento de experimentos, pois tem a possibilidade de controle
rigoroso de diversas variaveis®®. Portanto, os estudos in vitro utilizando a terapia
por LBl e MAG, podem se tornar importantes alternativas de tratamento in vivo ,
oferecendo uma maior seguranca e eficacia na utilizacéo destes recursos®®.

Em nossos experimentos o LPS, altamente citotoxico, extraido na
membrana de células gram-negativas, foi utilizado em células Huvecs.

Em relacéo a viabilidade celular através do teste de MTT, o estudo
demonstrou que a Fotobiomodulacdo por LBI 4 J/cm?,comprimento de onda de
660nm por 40 segundos, proporcionou um aumento na viabilidade das células
Huvecs, comparadas ao grupo L (LPS), resultado que corrobora com estudos
anteriores, com utilizagdo de comprimento de onde 660nm e 4 a 8 J/cm? %8

Destacamos que o tratamento do grupo M (LPS+Magneto) a 9 Hz
por 40 segundos, mostrou ser superior a todos os outros grupos estudados. A
escassez de trabalhos com magneto em tratamento de células Huvecs, se fez
mister devido ao presente estudo se tornar norteador de experimentos futuros
na area.

O presente estudo também avaliou a migracéo e proliferacao celular
apos lesdo mecanica com ponteira de pipeta branca, onde foi utilizada solucéo
de LPS nos grupos L(LPS), T(LPS+LASER) e M(LPS+MAGNETO) foi captada
imagem no microscopio invertido em 0 hora e 24 horas e comparadas entre 0s
grupos. A contagem de células foi realizada utilizando o programa image J, onde
foi calculada a média de quatro imagens. Barra de escala | 200 um - e objetiva
de 10x. (One-way ANOVA). Onde os grupos T (LPS+LASER) e
M(LPS+MAGNETO) demonstraram uma eficacia migratéria e proliferativa
superior ao grupo (LPS) e grupo C(Controle), Observa-se nas laminas formagéao

de pequenos vasos em ambos os tratamentos.
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Nas dosagens de citocinas por ensaio imuenzimatico, ndo foram
observadas significancia estatistica entre os grupos C (controle), L (LPS), T
(LPS+Laser) e M (LPS+magneto), na expressao de citocinas pro inflamatoria, na
citocina IL-10 antiinflamatéria o tratamento com Laser grupo T(LPS+Laser),
mostrou uma significAncia estatistica, frente aos outros grupos, o tratamento

resultou em uma maior expressao desta citocina.

Os presentes resultados corroboram com a maioria dos trabalhos
publicados sofre células Huvecs e o efeito do laser (LBI). Ja quanto ao
tratamento com magneto, em células Huvec, observa-se uma auséncia total de
publicacdes, ou seja, este estudo demonstrou ser um marco inicial para

tratamentos menos invasivos futuros.

Conclusoes

Apos todos os resultados serem compilados a concluséo foi que o
tratamento de Fotobiomodulagdo (LBI) e Magnetoterapia demonstraram serem
eficientes nos experimentos.

A viabilidade das células Huvec demonstrou uma melhor resposta
tanto no grupo T (LPS+Laser) quanto no grupo M (LPS Magneto).

Apl6s a realizacdo da lesdo mecéanica, na células Huvec,
evidenciaram ter maior proliferagdo e migracdo quando comparados com 0s
demais grupos.

Os resultados do experimentos com a utilizacdo do (LPS+ Laser),
denotou ser decisivo na expressao de citocina IL-10(antiinflamatéria),contudo
nao apresentou resposta significativa referente as expresséo das citocinas pro-

inflamatorias.

A realizacdo dos experimentos, e seus resultados, capacitam as
terapias de Fotobiomodulacdo e Magnetoterapia a integrarem alternativa

terapéutica in vivo, porem, sendo necessario mais estudos em animais e clinicos



48

para determinacdo de dosimetrias seguras e eficazes para distintas
enfermidades em pacientes.
A terapia utilizada segue uma tendéncia Brasileira (SUS) e Mundial

para que os tratamentos venham ser cada vez menos invasivos e eficientes.

ConsideragOes Futuras

Com a escassez de publicacdes sobre a atuacdo da Magnetoterapia
no tratamento de células Huvecs, este trabalho tem o intuito de servir como

marco inicial para estudos futuros.

As terapias empregadas mostram ser eficazes, portanto uma
melhor abordagem e aprofundamento, com mais estudos seria de grande valia
para uma possivel inclusdo do tratamento in vivo no Sistema Unico de Saude,

devido ao baixo custo e seguranca ao Paciente.
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