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RESUMO

A constante busca por tratamentos antienvelhecimento vem sendo uma
crescente em todo o mundo, onde a todo momento surgem novas tecnologias
no ramo da estética, produtos dermocosmeéticos e injetaveis, além de protocolos
e combinagdes para retardar esse processo. O envelhecimento € multifatorial,
englobando fatores intrinsecos e extrinsecos, mudancgas fisicas como perda da
elasticidade, aparecimento de rugas em todo o corpo e acumulo de células
senescentes. Neste estudo, avaliou-se o efeito isolado e combinado
dafotobiomodulagéo infravermelha (FBMIV, 810 nm) e dos fatores de
crescimento (FCs) (TGF-B3, IDP2 e IGF) sobre fibroblastos dérmicos humanos.
Assim, foram constituidos seis grupos experimentais: Controle, FC (1:1), FC
(1:3), FBMIV, FC (1:1) + FBMIV e FC (1:3) + FBMIV. A irradiagdo foi feita
utilizando-se o equipamento LEDbox (BioLambda, Brasil), com LED 810nm, 5,04
J/lem?, 49 mW/cm?, 102s de exposicao e 8,16J. Apos a irradiacao, foi realizada
analise da viabilidade celular e avaliacdo da expressdo dos genes COL171A1,
COL3A1, TGF-B1 e Elastina. Os resultados mostraram que a diluicdo 1:3 dos
FCs manteve viabilidade celular semelhante ao controle em todos os periodos
avaliados, sendo esta selecionada para avaliacdo da expressao génica. A
expressdao dos genes COL7A1, COL3A, Elastina e TGF-B1 foi aumentada
significativamente tanto nos tratamentos FBMIV quanto FC (1:3) isolados,
enquanto a combinacdo FBMIV + FCs nao apresentou efeito aditivo. Desta
maneira, tanto a FBMIV quanto o tratamento com os fatores de crescimento
(TGF-B3, IDP2 e IGF) mostraram-se eficazes, de forma independente, na
modulagao positiva de genes da MEC em fibroblastos dérmicos humanos.
Entretanto, a associacdo entre ambos os tratamentos nao potencializou os
efeitos isolados. Esses resultados reforcam o potencial da FBMIV como terapia
bioestimuladora isolada e sugerem que ajustes de concentragdo, dose e tempo
de aplicagao poderao revelar novas possibilidades combinadas para estratégias
de rejuvenescimento cutaneo.

Palavras-chave: Fibroblastos, fotobiomodulagao, infravermelho, fatores de
crescimento, colageno.
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ABSTRACT

The constant search for anti-aging treatments has been growing worldwide, with
new technologies in the field of aesthetics, dermocosmetic products, and
injectables emerging all the time, along with new protocols and combinations
designed to delay this process. Aging is multifactorial, encompassing intrinsic and
extrinsic factors, as well as physical changes such as loss of elasticity, the
appearance of wrinkles throughout the body, and the accumulation of senescent
cells. In this study, the isolated and combined effects of infrared
photobiomodulation (FBMIV, 810 nm) and growth factors (GFs) (TGF-33, IDP2,
and IGF) on human dermal fibroblasts were evaluated. Six experimental groups
were established: Control, GF (1:1), GF (1:3), FBMIV, GF (1:1) + FBMIV, and GF
(1:3) + FBMIV. Irradiation was performed using the LEDbox device (BioLambda,
Brazil) with an 810 nm LED, 5.04 J/cm?, 49 mW/cm?, 102 seconds of exposure,
and 8.16 J of energy. After irradiation, cell viability was analyzed, and the
expression of the genes COL1A1, COL3A1, TGF-B1, and Elastin was evaluated.
The results showed that the 1:3 dilution of GFs maintained cell viability similar to
the control group at all time points, and this dilution was selected for gene
expression analysis. The expression of COL1A1, COL3A1, Elastin, and TGF-1
genes was significantly increased in both isolated treatments—FBMIV and GF
(1:3) while the combination of FBMIV + GFs did not present an additive effect.
Therefore, both FBMIV and treatment with growth factors (TGF-B3, IDP2, and
IGF) proved to be effective, independently, in positively modulating ECM-related
genes in human dermal fibroblasts. However, the combination of both treatments
did not enhance the isolated effects. These findings reinforce the potential of
FBMIV as a biostimulatory therapy and suggest that adjustments in
concentration, dose, and application time may reveal new combined strategies
for skin rejuvenation.

Keywords: Fibroblasts, photobiomodulation, infrared, growth factors, collagen
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DESTAQUES

1. Modelo in vitro: utilizacdo de fibroblastos dérmicos humanos (HFF-2),
apresentando relevancia para a pele humana.

2. Combinagao inédita de tratamentos: avaliagdo do efeito isolado e do
efeito combinado da FBMIV (810 nm) e fatores de crescimento (TGF- 33, IDP2,
IGF).

3. Avaliagao do efeito dependente do tempo do tratamento: efeito da
viabilidade celular apos 24, 48 e 72h do tratamento.

4. Avaliagao modulagcao da expressao de genes associados com a
matriz extracelular: efeito positivo da modulagédo dos genes COL7A1, COL3A1,
Elastina e TGFB1, permitindo analise dos genes de forma precisa do tratamento.

5. Importancia estética, clinica e em protocolos: otimizagao de protocolos
estéticos anti-aging, assim como limitagdes durante combinagdes de terapias.
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HIGHLIGHTS

1. In vitro model: use of human dermal fibroblasts (HFF-2), demonstrating
relevance to human skin.

2. Novel combination of treatments: evaluation of the isolated and combined
effects of PBM (810 nm) and growth factors (TGF-p3, IDP2, IGF).

3. Assessment of viability and gene expression: identification of cell viability
and modulation of the COL1A1, COL3A1, Elastin and TGFB1 genes, allowing
precise gene analysis of the treatment.

4. Assessment of time-dependent effect: various time periods (24, 48, 72h)
were used, demonstrating diverse dynamics and cellular responses.

5. Aesthetic, clinical, and protocol importance: optimization of anti-aging
aesthetic protocols, as well as limitations during combination therapies.
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RESUMO PARA LEIGOS

Com o passar dos anos, a pele perde firmeza, elasticidade e vitalidade devido a
redugdo da atividade das células que produzem colageno e elastina, sendo
essas substancias essenciais para a aparéncia jovem e saudavel. Rugas, linhas
de expressao e flacidez tornam-se mais aparentes, impulsionando a busca por
métodos eficazes e seguros de rejuvenescimento. Nesse contexto, o presente
estudo investigou como a fotobiomodulagdo (FBM) com luz infravermelha e
fatores de crescimento especificos (TGF-B3, IDP2 e IGF) podem atuar na
regeneracao da pele envelhecida. O objetivo principal foi verificar se a aplicagao
da luz infravermelha de 810 nm, isoladamente ou combinada com os fatores de
crescimento, poderia reativar os fibroblastos, células responsaveis pela
producgao de colageno e elastina. Nos experimentos laboratoriais, células da pele
humana e fatores de crescimento foram expostas isolados ou em associacéo
com a luz infravermelha. Apds o tratamento, foi avaliado se houve modulagao da
viabilidade celular e da producao de colageno, elastina e TGF, indicadores de
regeneracgao e rejuvenescimento celular. Os resultados demonstraram que tanto
a luz infravermelha quanto os fatores de crescimento, quando aplicados
separadamente, estimularam positivamente os fibroblastos, aumentando a
produgao de proteinas estruturais da pele. No entanto, a combinacédo das duas
terapias nao apresentou efeitos superiores aos observados com o uso individual
de cada uma, sugerindo que ambas ativam mecanismos semelhantes dentro das
células, sem efeito aditivo. Esses achados reforcam o potencial da
fotobiomodulacdo como alternativa segura, nao invasiva e acessivel para
tratamentos estéticos. Em sintese, o estudo conclui que a estimulagdo de
fibroblastos por meio da luz e de proteinas bioativas pode aumentar a

capacidade de regeneracao da pele e retardar os sinais do envelhecimento.
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1. CONTEXTUALIZAGAO

1.1 PELE

A pele possui trés camadas: a epiderme, a derme e o tecido subcutaneo
(Kohl et al., 2011). No contexto de camadas de pele, a epiderme como camada
mais externa, possui vasta quantidade de queratinécitos densos, melanécitos,
células de Merkel, células de Langerhans, entre outros. Sao responsaveis por
manter uma barreira de protecéo, coloracao, sensibilidade e interagcdo nervosa
e defensores imunoldgicos, nessa ordem (Yousef et al., 2025). A derme, camada
intermediaria, contém fibroblastos, colageno tipo | e tipo Ill, mastdcitos,
vascularizacao e adipdcitos. As fibras de colageno que fornecem resisténcia a
tracao e elasticidade, fazem parte da matriz extracelular (MEC). Nesta camada,
é realizada a sintese de colageno e fibras elasticas (Brown, Krishnamurthy,
2025). Em nossa pele, o colageno tipo | representa de 80% a 90% do colageno
total (presente em pele, tenddes e ossos). Os proteoglicanos (PGs) e o
glicosaminoglicanos (GAGs) como acido hialurdénico, sdo amorfos e integram
elementos fibrosos e da matriz celular na derme. Possuem a capacidade de
absorverem agua em até 1.000 vezes o seu volume, atuando na regulagéo
hidrica e na expansibilidade da derme. (Shin et al., 2019).Na hipoderme,
encontramos tecido adiposo e conjuntivo frouxo, disponibilizando um isolamento

térmico, assim como proteg¢ao contra impactos (Shin et al., 2019).

O declinio da fungao imunoldgica cutanea ocorre em decorréncia das
alteragdes estruturais e fisiolégicas da pele, comprometendo processos
fundamentais como nutricao tecidual, suporte estrutural, vascularizagao, reparo
e regeneragao. O reconhecimento e a resposta a patégenos tornam-se menos
eficientes, reduzindo a capacidade de defesa da pele. Além disso, a sinalizacéo
celular é prejudicada, o que resulta em uma resposta inflamatéria menos precisa
frente a lesdes, agentes quimicos nocivos e microrganismos patogénicos.
Consequentemente, observa-se maior predisposicdo a dermatites e irritagcdes
quimicas, devido ao aumento da exposi¢cado a alérgenos decorrente da ruptura

da barreira cutanea (Fore, 2006).

Do ponto de vista histopatolégico, os queratinécitos senescentes tornam-

se resistentes a apoptose, sobrevivendo tempo suficiente para acumular danos
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ao DNA e as proteinas, o que pode favorecer o surgimento de alteragcbes de
carater neoplasico. Paralelamente, ha redugcdo no numero de melandcitos,
células de Langerhans e células de Merkel na epiderme, contribuindo para a
disfungao imunoldgica e sensorial. O estresse oxidativo, provocado pelo excesso
de espécies reativas de oxigénio (ROS) resultantes do metabolismo oxidativo,
induz mutagdées no DNA, oxidagao de proteinas, levando a perda funcional e a
oxidagdo de lipidios de membrana, comprometendo a sinalizagéo

transmembrana e o transporte celular (Fore, 2006).

Compreender essas alteragdes imunoldgicas e estruturais € fundamental
para o desenvolvimento de estratégias eficazes de prevencao e intervencao no
envelhecimento cutédneo, assim como abordagens terapéuticas mais
especificas, promovendo a manutencdo da integridade da barreira cutanea, a
modulagdo da resposta inflamatdria e a preservagédo da fungédo imunolégica da

pele.

1.2 Fibroblastos

Os fibroblastos sdo células multipotentes ou mesenquimais, de morfologia
fusiforme ou estrelada com um nucleo oval e um reticulo endoplasmatico distinto
e sao encontradas por todo corpo (Boraldi et al., 2024). Eles coordenam as
cascatas de comunicacdo na matriz extracelular com sinais biofisicos e
bioquimicos e por meio da secrecdo de fatores de crescimento, citocinas e
exossomos, produzem componentes extracelulares essenciais para a
regeneragao, remodelagao e o rejuvenescimento de tecidos (Mehta et al., 2023).
Além disso, os fibroblastos sdo conhecidos por reagir a forcas e deformacgdes
provenientes da MEC. No periodo de desenvolvimento, envelhecimento ou
doencgas, mudangas que acontecem na composigdo do colageno, elastina e
proteinas como proteoglicanos, regulam a disposic¢ao e rigidez da MEC (Boraldi
et al., 2024).

Ha muito tempo se reconhece que diferentes populacdes de fibroblastos
residem simultaneamente no mesmo 6rgdo, porém apresentando

heterogeneidade funcional e especializada, sendo essa organizagao


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Mehta/Rahul+C.

20

intertecidual importante para a homeostase e regeneragdao cutanea. Os
fibroblastos papilares, proximos a epiderme, possuem a fungdo de comunicagao
com queratinécitos e células imunes, liberando fatores de crescimento e
estimulam a regeneracdo tecidual. Na derme profunda, os fibroblastos
reticulares sintetizam colageno tipo | e lll, além da manutengao da resisténcia

mecanica da pele (Lendahl et al., 2022).

Esses fibroblastos estdo ligados no microambiente tecidual, modulando
respostas inflamatorias, angiogénese e cicatrizagdo por meio de citocina como
Interleucina-6 (IL-6). Por fim, a vasta heterogeneidade e da comunicacdo
intercelular de fibroblastos dérmicos permite o entendimento para que se
desenvolva e compreenda novas terapéuticas assertivas no processo de

envelhecimento e regeneragao cutanea (Lendahl et al., 2022).

1.3 Envelhecimento cutaneo

A pele, € um d6rgao que passa por constantes mudancgas visiveis ao longo
dos anos. O processo de envelhecimento € progressivo e multifatorial,
provocando alteragdes estéticas, funcionais, mudangca de imagem de uma
pessoa (Jane Fore, 2006), assim como alteragées em nivel molecular, celular e
mecanismos bioldgicos também. Com o aumento da expectativa de vida e do
envelhecimento da populagdo, compreender cada mecanismo desse processo é
fundamental para promover um envelhecimento saudavel (Csekes, Rackova,
2021).

O envelhecimento é influenciado por dois fatores principais: os intrinsecos,
que incluem a composicdo genética do individuo, a capacidade funcional
somatica e a composigao do organismo (Krutmann et al., 2021). No modo clinico,
o envelhecimento intrinseco da pele se manifesta por sinais como linhas finas,
xerose (pele seca) e flacidez (Csekes Rackva, 2021). J& nos componentes
extrinsecos, ha influéncias ambientais, habitos de vida, nutricdo, exposicao a
poluicdo, radiagao solar, variagdes de temperatura, entre outros (Krutmann et al.,
2021).


https://www.nature.com/articles/s41467-022-30633-9#auth-Urban-Lendahl-Aff1-Aff2
https://www.nature.com/articles/s41467-022-30633-9#auth-Urban-Lendahl-Aff1-Aff2
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A primeira citagao utilizada sobre as alteragdes no contexto celular, foram
mencionadas por Leonard Hayflick e Paul Moorhead, em que os fibroblastos
primario humanos possuem uma capacidade limitada de divisdo (Csekes
Rackva, 2021). Foi conhecido como "limite de Hayflick" indicando a incapacidade
dos teldmeros de manter seu comprimento ao longo das replicagdes celulares.
Portanto, as células perdem a capacidade proliferativa e entram em um estado
irreversivel de interrupcdo do ciclo celular, posteriormente denominado

senescéncia celular ou replicativa (Hohn et al., 2017).

Uma das caracteristicas presentes no envelhecimento, € a senescéncia
celular, sendo composta por fibroblastos senescentes que liberam fatores de
crescimento, enzimas degradadoras da matriz e citocinas pré inflamatdrias,
conhecidas como fendtipo secretor associado a senescéncia (SASP) (Li et al.,
2025).

Na célula, ocorre o estado de parada irreversivel do crescimento celular,
provocado por estressores e que gera danos ao acido desoxirribonucleico
(DNA), encurtamento de teldmeros, estresse oxidativo e ativacdo de vias
oncogénicas (L6pez-Otin et al.,, 2023). No envelhecimento intrinseco,
influenciado por fatores genéticos e celulares, juntamento com os fatores
extrinsecos como radiagdo UV, poluicdo, hiperpigmentacgéo, flacidez, rugas
profundas e estresse oxidativo, leva a deterioracao estrutural e funcional da pele
(Li et al., 2025).

A pele envelhecida é caracterizada por uma barreira epidérmica
disfuncional, derme mais fina, fibroblastos senescentes acumulados, células
imunes excessivas, componentes fragmentados da matriz extra célular, (Zhang
et al., (2024), degradacao de colageno, perda de elasticidade, afinamento e

formacgao de rugas (Shin et al., 2019)

Durante o envelhecimento, em cada camada de pele ocorrem alteragdes
moleculares como diminuicdo do colageno, alteragdes nos fibroblastos e fibras
elasticas. Nesse processo, as ROS no envelhecimento, despertam as proteinas
quinases por mitégeno (MAPKSs) e induzem fatores de transcrigdo, englobando
a proteina ativadora 1 (AP-1) e o fator nuclear- kB (NF- kB). Essa liberagao eleva
a expressao de metaloproteinase da matriz (MMP) e impede a sinalizagado do
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fator de crescimento transformador-B (TGF- 8), corroborando a fragmentacao do

colageno e a redugao da biossintese de colageno (Shin et al., 2019).

Temos como consequéncia um obstaculo na interagdo mecanica entre os
fibroblastos e a MEC, o que diminuiu o tamanho dos fibroblastos dérmicos. Os
fibroblastos senescentes liberam uma maior quantidade de ROS, elevando ainda
mais a expressao de MMPs e bloqueando a sinalizagao do TGF- 3, tornando-se
um feedback positivo e acelerando o envelhecimento dérmico. A MMP-12
liberada por fibroblastos e macréfagos atuam no crescimento da elastose solar

e diminuic&o das fibras elasticas funcionais (Shin et al., 2019)

A redugdo na sintese de colageno devido ao envelhecimento dos
fibroblastos foi demonstrada por uma menor produgao in vitro de procolageno
tipo | por fibroblastos dérmicos isolados da pele de individuos jovens (18 a 29
anos) em comparagao com individuos idosos (80 anos ou mais). Neste estudo,
foi concluido que a sintese reduzida de colageno na pele envelhecida, esta
ligada diretamente com o envelhecimento dos fibroblastos e menor nivel de

estimulacdo mecanica em comparacao a pela jovem (Varani et al., 2006).

Em amostras de pele de doadores humanos de diferentes faixas etarias,
observou-se um aumento dependente da idade na expressdo do marcador de
senescéncia [-galactosidase em fibroblastos dérmicos e queratindcitos
epidérmicos, indicando que a pele envelhecida contém uma maior quantidade
de células senescentes. Estudos indicam que a produgao de pro-colageno tipo |
na pele humana envelhecida € reduzida, provavelmente devido a regulagao
negativa da sinalizacdo do TGF-f e do seu fator de crescimento do tecido
conjuntivo (CTGF), que é considerado um regulador importante da expressao do

colageno (Zhang, Duan, 2018).

Os fatores de crescimento decorrentes de fibroblastos vém sendo usados
com sucesso em cuidados dermatologicos desde 2001. Diversos estudos
clinicos demonstram melhorias significativas na qualidade da pele, sem relatos

de eventos adversos graves (Mehta et al., 2023).


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Mehta/Rahul+C.
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1.4 TERAPIA ESTETICA NO ENVELHECIMENTO

Os FCs séao proteinas reguladoras ativas, que equilibram o ciclo celular
(Costa Amaral et al., 2020). ajudam a reconstruir a MEC e agem como
mediadores bioldgicos naturais (Dieamant et al., 2012). Junto com as citocinas,
tornam-se eles responsaveis por controlar o crescimento, a proliferagdo, a
regeneracdo e a diferenciacdo celular por meio de uma rede de vias de
sinalizagao intercelulares e intracelulares, portando, indispensaveis no retardo
do envelhecimento visivel da pele (Kadoya et al., 2017); (Fabi, Sundaram, 2014).
Dentre as singularidades dos FCs, esta a sua capacidade de iniciar a mitose de
células em periodo de inatividade (estado quiescente), mesmo que ainda
nutrientes e elementos essenciais sejam necessarios para processos
metabdlicos, apenas os fatores de crescimento podem iniciar a divisdo celular
(Fitzpatrick, Rostan, 2003).

O TGFB desempenha um papel crucial na manutengdo da homeostase da
pele. O TGFB € uma familia de citocinas que possui trés isoformas: TGF-31, 2 e
3. Essas isoformas localizam-se em diferentes camadas epidérmicas. O TGF-31
localiza-se no estrato granuloso e cérneo, enquanto o TGF-2 e, em menor
extensdo, o TGF-B3, estdo presentes nas camadas suprabasais, indicando
assim suas diferentes fungdes (Ramirez et al., 2014). Vale ressaltar que o TGF-
B1 e -B2 estdo entre os mais importantes estimuladores da sintese de colageno
e proteoglicanos, além disso, possui também papel importante na prevencgao da

degradacgao (Gauglitz et al., 2010).

Muitos estudos tém demonstrado efeito benéfico de muitos destes fatores
de crescimento, por exemplo, fatores de crescimento derivado de plaquetas
(PDGFs) fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator estimulador de colbnia para granuldcitos e macréfagos
(GM-CSF) e fator de crescimento transformador (TGF), tanto em modelos de
culturas de células (in vitro) e modelos animais (in vivo), como também em
pacientes que precisam de estimulos maiores na regeneragao tecidual
(Dieamant et al., 2012).

A aplicagao topica de fatores de crescimento, esta relacionada ao estimulo

de querationdcitos, fibroblastos e entre outras células que tém sua capacidade


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Gauglitz%20GG%22%5BAuthor%5D
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proliferativa reduzida com o envelhecimento. Por meio de um estudo clinico e
histopatolégico com acompanhamento de voluntarios durante seis meses,
notaram a proliferagéo de proteinas da matriz extracelular, tais como o colageno,
com respostas de neocolagénese e aumento da densidade de fibroblastos,
principalmente em derme papilar, confirmando as observacgdes in vitro da
participacdo de fatores de crescimento e citocinas na atividade mitética de

fibroblastos dérmicos (Dieamant et al., 2012).

Um estudo utilizou cinco familias de fatores de crescimento em formulacao
de gel tépico para avaliar a regresséo fotodano e atenuagao de rugas, sendo
eles: EGF, TGF, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), PDGF e FGF.
Como resultado, mais da metade dos participantes relataram visualizar melhora
na qualidade de textura de pele, rugas e firmeza. A analise foi feita por biopsia
na regido da bochecha antes do tratamento e apds o tratamento que durou de
60 dias (Fitzpatrick, Rostan, 2003).

A familia TGF-B, que engloba TGF-B1, -p2 e -3 estdo entre os mais
importantes estimuladores da sintese de colageno e proteoglicanos, e afetam a
MEC néao apenas estimulando a sintese de colageno, mas também prevenindo

sua degradacéo (Shin et al., 2019)

No estudo de Dieamant et al. (2012), foi utilizado um produto cosmético por
via tépica contendo alguns fatores de crescimento como FGFb, EGF e IGF-1.
Esses fatores sao conhecidos por estimular a proliferacdo e atividade dos
fibroblastos, promovendo a sintese de colageno e elastina. Foi comprovado o
aumento de fibroblastos de maneira significativa, ndo alterando a morfologia das
células in vitro, sendo um tratamento eficaz na reparacao tecidual e mantendo

também a sua seguranca.

Neste estudo Quan et al. (2010) observou que a expressao de TGF-f1 e o
CTGF estao reduzidas em fibroblastos da pele humana envelhecida, quando
comparados aos que sao encontrados na pele jovem, in vivo. Nos fibroblastos
primarios da pele humana, o TGF- e o CTGF atuam em conjunto, por meio de
mecanismos interdependentes, porém por mecanismos distintos, para regular a
producdo de procolageno tipo |, sendo esse a primeira forma de colageno,
produzida dentro do fibroblasto. Esses dados corroboram para a hipétese de que
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o eixo TGF-B/Smad/CTGF desempenha importante papel na regulacdo da
producao de colageno em fibroblastos dérmicos, e que a atenuacgéo desse eixo
sinalizador contribui para a diminuicdo do conteudo de colageno observado na

pele humana envelhecida (Quan et al., 2010).

1.5 Efeitos da Fotobiomodulagao na pele

A fotobiomodulagédo (FBM) de baixa intensidade demonstrou eficiéncia no
tratamento e prevengao de doencgas de pele. A luz, estimula cromoéforos que séo
moléculas que absorvem os fétons e convertem a luz em respostas biolégicas.
A FBM pode ativar processos de sinalizagédo celular. Havendo um aumento no
transporte de elétrons, no consumo de oxigénio, no potencial da membrana
mitocondrial e na sintese de adenosina trifosfato (ATP), células estressadas
podem ter uma regulagado positiva das vias de repara e sobrevivéncia celular
(Barolet, 2008).

O principio do tratamento é baseado em reagdes de FBM, que incluem
alterar a atividade celular intrinseca, promover a regeneragao de varios tecidos
€ nervos, alterar a atividade celular intrinseca, melhorar o reparo do tecido,
prevenir danos ao tecido e reduzir lesdes inflamatérias. Isso pode ser
profundamente explicado pelo fato de que os fétons emitidos pelos diodos
emissores de luz (LEDs) sao absorvidos pelos croméforos da pele (por exemplo,
mitocdndrias, citocromo C, melanina e protoporfirinas enddgenas), causando
alteragdes posteriores em sua biofisiologia, levando a mudangas na proliferagdo
celular, migracao, diferenciagao, inflamagéao e produgéo de colageno (Ngoc et
al., 2023).

Os LEDs sao combinaveis com terapias sistémicas e topicas e podem ser
clinicamente vantajosos devido a eficacia, seguranga, diversos comprimentos de
onda nao ionizantes, baixo custo, facilidade de uso doméstico por pacientes e
portabilidade. Os LEDs sao dispositivos semicondutores que produzem luzes
nao coerentes, ndo colimadas e de espectro estreito (aproximadamente 255—

1300 nm) quando uma voltagem direta € aplicada. Dispositivos LED, incluindo
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luzes LED azuis (420—440 nm), vermelhas (630-680 nm) e amarelas (590-595
nm), bem como infravermelho proximo (LED-NIR; 750-1200 nm), s&o utilizados
em aplicagdes bioldgicas e estéticas. Na verdade, a aplicagdo de LEDs na area
estética tem atraido atencdo gragas as suas propriedades ideais como
estimulagao da atividade mitocondrial, aumento da sintese de ATP, regeneracgao
tecidual e neocolagénese, reducao da inflamacao e recuperagido cutdnea pos

procedimentos ablativos colageno (Ngoc et al., 2023).

Na FBM, os seguintes parametros s&o comumente usados: (i) o
comprimento de onda ou a cor da luz; (ii) a fluéncia ou a quantidade de energia
recebida por unidade de area de superficie da pele (unidade: J/cm 2); (iii) a
densidade de poténcia ou energia fornecida por area de superficie da pele
(W/cm 2); (iv) periodo de tratamento (segundos); e (v) ciclo de trabalho ou fragao
do comprimento do tratamento no qual a luz é fornecida (expresso como uma
porcentagem do periodo de tratamento). Cada comprimento de onda tem
propriedades biofisioldgicas unicas devido as diferengas nos alvos cromoforos e
quao profundamente cada comprimento de onda penetra na pele (Jagdeo et al.,
2018).

Estudos pré-clinicos in vitro e estudos clinicos iniciais demonstraram que
os LEDs tiveram efeitos benéficos na cicatrizagao de feridas. O estudo clinico
piloto controlado foi realizado para determinar se a fototerapia por LED vermelho
de 633 nm pode melhorar a cicatrizacdo de feridas apds procedimentos
cirurgicos estéticos de blefaroblastia e o resurfacing ablativo. Os individuos
foram avaliados 24 e 48 horas apds a cirurgia, em 07 e 10 dias, e em duas, trés
e seis semanas. A reducao do eritema, edema, hematomas e dias para a cura
foi avaliada usando fotografia digital e foi revisada por um cirurgido plastico
independente. O lado tratado com LED cicatrizou apés uma média de 13,5 dias

versus 26,8 dias para o lado n&o tratado (Trelles, Allones, 2006).

Outro estudo controlado, foi demonstrado a eficacia da combinagdo de um
LED de 633 nm e outro LED de 830 nm para tratar rugas periorbitais. Os
individuos foram irradiados com o LED de 830 nm por 20 minutos nos dias 1, 3,
5,15, 22 e 29 e com o LED de 633 nm por 20 minutos nos dias 8, 10 e 12. A

maioria dos individuos obteve suavizagdo das rugas periorbitais, melhora nas
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pontuacgdes de fotoenvelhecimento e melhoras na maciez, suavidade e firmeza

da pele. Eritema leve foi relatado por oito individuos (Russell et al., 2005).

A FBM é uma ferramenta valiosa no arsenal da dermatologia e estética.
Ela pode ser usada sozinha ou em combinagdo com outras terapias para tratar
uma ampla variedade de condi¢des. Além disso, a tecnologia tem inumeras
aplicagdes estéticas, tanto como um tratamento independente quanto como um
complemento a outros procedimentos estéticos, incluindo procedimentos
comumente realizados como inje¢des, resurfacing a laser, peelings, luz intensa

pulsada e microagulhamento (Ablon, 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

A constante busca por tratamentos antienvelhecimento vem sendo uma
crescente em todo o mundo, onde a todo momento surgem novas tecnologias
no ramo da estética, produtos dermocosmeéticos e injetaveis, além de protocolos
e combinagdes para retardar esse processo. O envelhecimento é multifatorial,
englobando fatores intrinsecos e extrinsecos, mudancas fisicas como perda da
elasticidade, aparecimento de rugas em todo o corpo e acumulo de células

senescentes.

Para nos aprofundar no assunto, este estudo foi desenvolvido para avaliar
o efeito da fotobiomodulacdo com LED 810nm associada a fatores de
crescimento TGF- 83, IDP2 e IGF em fibroblastos dérmicos humanos. A luz de
810nm & bastante utilizada na literatura em geral e estética, nos ensinando que
existe a maior penetrancia no tecido, atingindo a derme onde ocorre a sintese

ativa de colageno tipo | e tipo Il pelos fibroblastos.

Os FCs como TGF-B1, -82 e -83 vem sendo utilizados na estética
principalmente como drug delivery pos procedimentos estéticos e apresentam-
se como importantes estimuladores da sintese de colageno e também possuem

a funcao de prevenir a sua degradagao.

Alguns estudos abordam a utilizagdo de FC em combinagdo com a luz
infravermelha em torno de 810nm, resultando em melhora significativa de
espessura e firmeza de pele. A FBM ao absorver os fétons, ocorre 0 aumento de
atividades enzimaticas, ascensdo da produgdo de ATP (energia celular) e
liberagéo controlada de ROS, atuando como mensageiros intracelulares

Todavia, ainda que existam estudos mostrando os beneficios da
combinagado de FCs e FBM infravermelha, além de resultados promissores de
forma isolada com TGF- B3, IDP2 e IGF e FBM infravermelha em fibroblastos
dérmicos humanos, os efeitos € amplamente desconhecido. A discussao sobre
o assunto é relevante e pode resultar em descobertas para um efeito
potencializador ao fazer a jungdo das terapias, ampliando os efeitos de

rejuvenescimento cutaneo e reparador.
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Desta maneira, o aprofundamento nos estudos € importante para entender
como a associacdo das terapias pode influenciar no comportamento dos
fibroblastos, na sintese de colageno e elastina, bem como nos processos

moleculares que participam da regeneragao da pele.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar o efeito da FBM com comprimento de onda de 810nm associada
aos fatores de crescimento TGF-B3, IDP2 e IGF em fibroblastos dérmicos

humanos.

3.2 Especificos
e Avaliar a viabilidade de fibroblastos dérmicos humanos apés 24h, 48h e
72h de tratamento com a FBM associada aos fatores de crescimento TGF-
B3, IDP2 e IGF.
e Avaliar a expressao dos genes colageno tipo 1, colageno tipo 3 e elastina
apo6s 48h de tratamento com a FBM associada aos fatores de crescimento
TGF-B3, IDP2 e IGF.
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4. METODOLOGIA

4.1 Cultivo celular

Células da linhagem celular humana HFF-2 (ATCC), derivadas de
fibroblastos dérmicos humanos, foram cultivadas em meio de cultura DMEM
(Dubelco's modified eagle médium- Gibco-Thermo Fisher, EUA) contendo
solugdo antimicotica e antibiotica 1% e suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS - Invitrogen, EUA), 1% de L-glutamina, 1% de piruvato de sddio e
1% de aminoacidos nao-essenciais. As células foram mantidas em frascos ou
placas de cultura a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade

até atingirem confluéncia de 60-70% e utilizadas para os experimentos.

4.2 Grupos experimentais

As células da linhagem HFF-2 foram divididas nos seguintes grupos

experimentais:

e Controle: células submetidas a nenhum tratamento.

e Fator de crescimento FC (1:1): células submetidas ao tratamento com
fator de crescimento TGF-3, IDP2 e IGF (PHD do Brasil), diluido 1:1 em
meio de cultura completo com 10% de FBS.

e Fator de crescimento FC (1:3): células submetidas ao tratamento com
fator de crescimento TGF-3, IDP2 e IGF (PHD do Brasil), diluido 1:3 em
meio de cultura completo com 10% de FBS.

e FBMIV: células submetidas ao tratamento com FBM em comprimento de
onda infravermelha (LEDbox BioLambda, S&o Paulo, Brasil) com
comprimento de onda de 810nm), de acordo com os parametros
dosimétricos descritos na Tabela 1.

e Fator de crescimento FC (1:1) + FBMIV: células submetidas ao
tratamento com fator de crescimento TGF-f3, IDP2 e IGF (PHD do Brasil)
e FBM em comprimento de onda infravermelho de acordo com os
parametros dosimétricos descritos na Tabela 1.

e Fator de crescimento FC (1:3) + FBMIV: células submetidas ao
tratamento com fator de crescimento TGF-3, IDP2 e IGF (PHD do Brasil)
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e FBM em comprimento de onda infravermelho de acordo com os

parametros dosimétricos descritos na Tabela 1.

4.3 Fotobiomodulagao

O equipamento utilizado para a terapia de fotobiomodulagdo foi o
LEDBOx® (Biolambda, Brasil), projetado para aplicagbes clinicas e
experimentais em fototerapia de baixa intensidade. O sistema opera por meio de
emissores de LEDs de alta poténcia, disponibilizando diferentes comprimentos
de onda na faixa do infravermelho visivel (810nm —850nm). O dispositivo permite
0 ajuste preciso de parametros de irradiagao, incluindo poténcia de saida (mW),
densidade de energia (J/cm?), tempo de exposi¢cao (s ou min) e area do feixe
(cm?), garantindo padronizagao dos protocolos e reprodutibilidade experimental.
A distribuicdo da luz é projetada para manter a homogeneidade da irradiagéao

sobre a superficie exposta, reduzindo varia¢gdes nos resultados bioldgicos.

Tabela 1. Parametros dosimétricos utilizados para a irradiagao das ceélulas da
linhagem celular humana HFF-2.

Parametros Tipo fonte (laser/LED)
Comprimento de onda [nm] 810
Largura espectral [nm] +20
Modo de operagao Continuo
Poténcia radiante média [mW] 0,098
Poténcia pico [mW] 0,080
Irradiéncia no alvo [W/cm?] 0,0494
Duracgao da exposicgao [s] 102
Exposicao radiante [J/cm?] 5,04
Energia radiante [J] 8,16
Técnica de aplicagao Em contato
Numero e frequéncia das sessodes de 1
tratamento

4.4 Analise da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico com o
reagente MTS e cristal violeta. A metodologia do MTS baseia-se na redugao do
sal tetrazdlio MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -5-(3-carboximetoxifenil) -2-(4-
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sulfofenil) -2H-tetrazdlio) por enzimas mitocondriais ativas em células
metabolicamente funcionais, resultando na formagao de um produto soluvel em
meio aquoso, cuja concentragdo € proporcional ao numero de células viaveis.
Para isto, foram semeadas 4x10% células, ou seja, 40.000 células da linhagem
HFF-2 por pogo em placas de 96 pogos e mantidas em incubadora a 37°C por
24 horas. Apos este periodo, as células foram tratadas de acordo com os grupos
experimentais descritos acima e incubadas por 24h, 48h e 72h. Apds cada
periodo de incubagdo, o meio de cultura foi removido, os pogos foral lavados
com PBS e 10uL de MTS foi adicionado em 90uL de DMEM sem FBS por pogo.
As células foram incubadas no escuro por 2h a 37°C. Apds este periodo, a
absorbancia foi mensurada em espectrofotbmetro Synergy H1 (BioTek) em
comprimento de onda de 490nm. Os valores obtidos foram utilizados para
comparar a viabilidade celular entre os grupos experimentais, sendo expressos

como percentual em relagao ao grupo controle no periodo de 24h.

Apos a analise da absorbancia do ensaio de MTS, a viabilidade celular foi
confirmada por meio do ensaio de cristal violeta, técnica baseada na coloragao
de proteinas e DNA das células por este reagente, sendo proporcional a
densidade de células aderidas. Para isto, cada poco da placa de 96 pocos foi
lavado por 2 vezes com 150uL de PBS e, posteriormente, foi adicionado 150uL
de paraformaldeido a 4% por 20 minutos. Em seguida, os pogos foram lavados
com 150uL de PBS e foi adicionado 50uL de cristal violeta 0,5% por 15 minutos.
A placa foi entdo lavada em agua corrente 4 vezes e mantidas por 24h em
temperatura ambiente para secagem. Apds este periodo, foi adicionado 100uL
de alcool metilico por pogo e a placa foi mantida em agitagao por 20 minutos em
temperatura ambiente no equipamento Red Rocker (Hoefer). A analise da
viabilidade celular com cristal violeta foi avaliada por meio de absorbancia em
comprimento de onda de 570nm, utilizando-se o equipamento Synergy H1
(BioTek). Os valores obtidos foram utilizados para comparar a viabilidade celular
entre os grupos experimentais, sendo expressos como percentual em relagéo ao

grupo controle no periodo de 24h.

4.5 Analise De Expressao Génica
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4.5.1 Extragcao de RNA

O RNA total foi purificado utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen), de
acordo com as instrugdes do fabricante. A quantidade e a pureza do RNA obtido
foram avaliadas por meio do Nanodrop (ThermoFisher, Massachusetts, E.U.A.),
utilizando-se como padrao os valores de referéncia especificados na literatura
(concentragao de RNA, relagao 260/280 e relagao 260/230).

4.5.2 Sintese do DNA complementar (cDNA)

Um total de 1ug de RNA foi utilizado para a sintese do cDNA. As amostras
de RNA total foram tratadas com 1U de DNAse | Amplification Grade (Invitrogen)
por 15 min a temperatura ambiente para eliminacdo do DNA gendmico
contaminante. Posteriormente, foi adicionado 1 uL de EDTA e as amostras foram
incubadas a 65°C no termociclado DNAse 15 minutos temperatura ambiente,
depois EDTA para inativagao da DNAse por 10 minutos a 65°C. Posteriormente,
a sintese do cDNA foi realizada utilizando-se o kit Revert Aid, de acordo com as
recomendagdes do fabricante, seguido de incubagcdo no termociclador
QuantStudio 1 por 5 min a 25 °C e 60 min a 42 °C. Em seguida, as amostras

foram armazenadas a -20°C até o momento de sua utilizagao.

4.5.3 PCR quantitativo em tempo real (qQPCR)

As reacdes de gqPCR foram realizadas no termociclador QuantStudio 1
utilizando-se o reagente SYBR Green (Applied Biosystems) e primers
especificos para os genes COL3A1, COL1A1, ELASTINA, TGF-8 e o gene
constitutivo RPL41. Para a amplificagcdo especifica dos transcritos a partir do
cDNA de cada amostra, as reacdes foram realizadas em volume final de 10uL,
sendo 1 yl de cDNA (10ng), 5ul de Power SYBR™ Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), primers especificos para cada alvo, de acordo com a
concentracao descrita na Tabela 2 e agua. Em seguida, as amostras foram
incubadas no equipamento QuantStudio por 2min a 50°C, 10 min a 95°C e 40
ciclos de 95°C por 15s, 62°C por 30s e 72°C por 40s. A quantificagcdo da

expressao génica foi realizada de acordo com o método 2-24Ct (Zhu, L,2019).
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Tabela 2: Descricdo dos genes avaliados por RT-gPCR, de acordo com a

sequéncia de primers e concentracao utilizadas.

Gene Primers 5’ 3’ Concentragao Tm (°C)

COL3A1 F: AATCAGGTAGACCCGGACGA 75 62

R: TTCGTCCATCGAAGCCTCTG

COL1A1 F: GGCCCTCAAGGTTTCCAAGG 200 62

R: CACCCTGTGGTCCAACAACTC

ELASTINA | F: AGGTATCCCATCAAGGCCCC 100 62

R: TTTCCCTGTGGTGTAGGGCA

TGF-8 F: CAGAAATACAGCAACAATTCCTGG | 400 62

R: TTGCAGTGTGTATCCGTGCTGTC

4.6 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata ou quadruplicata e
um minimo de trés experimentos independentes foram conduzidos. Os dados
obtidos foram submetidos a analise estatistica por meio do software GraphPad
Prism, versao 7.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). A verificacdo da
distribuicdo dos dados foi realizada utilizando-se o teste de Shapito-Wilk. Para
as variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal, empregou-se o teste ndo
parameétrico de Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunns. Nos casos em que os
dados apresentaram distribuicdo normal, foi aplicado o teste one-way ANOVA
seguido pelo teste de Tukey. Para a andlise da expressao génica e comparagao
dos tratamentos com o grupo Controle, utilizou-se o teste One Sample t Test.

Adotou-se um nivel de significancia de p < 0,05 para todas as analises.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise viabilidade celular

5.1.1 Ensaio MTS

Apds 24 horas (Figura 1), foi observado que a viabilidade celular dos
diferentes grupos experimentais foi semelhante ao grupo controle, ndo havendo
diferenca estatistica significante entre os grupos.
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Figura 1. Analise da viabilidade celular por meio do ensaio de MTS na
linhagem HFF-2 apds 24h do tratamento com FC nas proporgdes 1:1 e 1:3;
associados ou ndo a FBM-IV com LED 810nm.

Com 48 horas de exposicao (Figura 2), nao foram observadas diferengas
significativas entre os tratamentos, obtendo-se niveis semelhantes ao controle
em 24 horas e, apesar do aumento apos 48hs, os niveis permaneceram
semelhantes.
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Figura 2. Analise da viabilidade celular por meio do ensaio de MTS na
linhagem HFF-2 apds 48h do tratamento com FC nas proporgdes 1:1 e 1:3;
associados ou ndo a FBM-IV com LED 810nm em relagc&o ao grupo controle.

Apods 72 horas (Figura 3), foram encontradas reducéao da viabilidade celular
entre controle e FC 1:1 (p<0,001), controle e FBM-IV+FC1:1 (p<0,0001), FBM-
IV e FBM-IV+FC1:1 (p<0,0001). Houve aumento da viabilidade celular na
comparacgao entre os grupos FBM-IV+FC1:1 e FBM-IV+FC1:13 (p<0,001).
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Figura 3. Analise da viabilidade celular por meio do ensaio de MTS na
linhagem HFF-2 apds 72h do tratamento com FC nas proporgdes 1:1 e 1:3;
associados ou ndo a FBMIV com LED 810nm. *p<0,05, **p<0.001
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5.1.2 Ensaio por Cristal Violeta

A viabilidade celular também foi avaliada por meio do ensaio de cristal
violeta, que quantifica a aderéncia e o numero total de células viaveis apds os
diferentes tratamentos. Os mesmos procedimentos estatisticos descritos
anteriormente foram adotados nesta analise.

Com 24 h de tratamento, houve redugéo da viabilidade celular no grupo
FBM-IV + FC 1:1 em relagdo ao grupo controle. Além disso, o grupo FBM-IV +
FC 1:3 apresentou maior viabilidade celular quando comparado com o grupo
FBM-IV + FC 1:1 (Figura 4).
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Figura 4. Anadlise da viabilidade celular por meio do ensaio de CV na
linhagem HFF-2 apds 24h do tratamento com FC 1:1; FC 1:3; FBMIV, FBMIV+FC
1:1; FBMIV + FC 1:3. Dados representam o valor em porcentagem das células
viaveis em cada grupo em relagao ao grupo Controle no periodo de 24h. *p<0,05

Apds 48 horas (Figura 5), foram encontradas reducao da viabilidade nos
grupos FC 1:1 (p<0,05) e FBM-IV+FC1:1 (p<0,05) em relagdo ao grupo
controle. Também foi observada redugcao da viabilidade no grupo FBM-IV
quando comparado ao grupo FBM-IV+FC1:1 (p<0,001).
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Figura 5. Analise da viabilidade celular por meio do ensaio de CV na
linhagem HFF-2 apds 48h do tratamento com FC 1:1; FC 1:3; FBMIV, FBMIV+FC
1:1; FBMIV + FC 1:3. Dados representam o valor em porcentagem das células
viaveis em cada grupo em relagao ao grupo Controle no periodo de 48h. *p<0,05,
**p<0.001.

Apo6s 72h do tratamento (Figura 6), houve reducgao da viabilidade celular no
grupo FBM-IV+FC1:1 quando comparado com o grupo controle (p<0,001), FC
1:1 (p<0,05) e FBM-IV (p<0,001). Adicionalmente, observou-se que a viabilidade
celular foi maior no grupo FBM-IV+FC1:3 em relagao ao grupo FBM-IV+FC1:1.
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Figura 6. Analise da viabilidade celular por meio do ensaio de CV na linhagem
HFF-2 ap6s 72h do tratamento com FC 1:1; FC 1:3; FBMIV, FBMIV+FC 1:1;
FBMIV + FC 1:3. Dados representam o valor em porcentagem das células viaveis
em cada grupo em relagdo ao grupo Controle no periodo de 72h. *p<0,05,
**p<0.001 (One-way ANOVA).

5.2 Andlise da expressao génica de COL1A1, COL3A, Elastina e TGFB1
por RT-qPCR

Como foi observada reducéo da viabilidade celular com o parametro FC 1:1
no periodo de 48h e 72h, a analise da expressao génica foi realizada nos grupos
Controle, FC 1:3, FBM-IV e FBM-IV+FC 1:3.

Todos os tratamentos aumentaram a expressdo do gene COL71A71 em
relacéo ao Controle. Nao houve diferenga estatistica significante entre os grupos

avaliados.
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Figura 7: Analise da expressao génica por PCR em tempo real (QPCR) de
COL1A1 nos grupos tratados com FC 1:3, FBM-IV e FBM-IV + FC 1:3. One
Sample t Test, utilizado para comparagéao dos valores de expressao génica em
relacdo ao grupo controle, e One Way ANOVA, empregado para a comparagao
multipla entre os grupos. **p<0,001; **p<0,001 e entra o grupo controle .
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Para o gene COL3A (Figura 8), somente os grupos FMB-IV e FBM-IV FC
1:3 mostraram aumento do mRNA em relagdo ao grupo controle (p<0,05).
Adicionalmente, a express&o de COL3A foi maior nos grupos FMB-IV e FBM-IV
FC 1:3 em relagdo ao grupo FC 1:3.
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Figura 8: Analise da expressao génica por PCR em tempo real (QPCR) de
COLS3A nos grupos tratados com FC 1:3, FBMIV e FBMIV + FC 1:3. One Sample
t Test, utilizado para comparacao dos valores de expressao génica em relagao
ao grupo controle, e One Way ANOVA, empregado para a comparagao multipla
entre os grupo.

Na analise da expresséao de Elastina (Figura 9), todos os grupos mostraram
aumento dos niveis de mRNA em relagdo ao grupo controle (p<0,001). Além
disso, a expressao de Elastina foi maior nos grupos FC 1:3 (p<0,0001) e FBM-

IV FC 1:3 (p<0,0001) quando comparado com o grupo FBM-IV.
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Figura 9: Analise da expressao génica por PCR em tempo real (QPCR) de
Elastina nos grupos tratados com FC 1:3, FBMIV e FBMIV + FC 1:3, em
comparagao ao controle *p<0,05. One Sample t Test, utilizado para comparacéao
dos valores de expressao génica em relagédo ao grupo controle, e One Way
ANOVA, empregado para a comparagao multipla entre os grupos. **p<0,001;
**p<0,001.

Quanto ao TGFB1 (Figura 10), todos os tratamentos promoveram aumento
em relagao ao Controle (FC 1:3, p<0,05; FBM-IV, p<0,0001 e FBM-IV FC 1:3,

p<0,001) mas sem diferengas entre os grupos.
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Figura 10: Analise da expressao génica por PCR em tempo real (qQPCR) de
TGFB1 nos grupos tratados com FC 1:3, FBMIV e FBMIV + FC 1:3, em
comparagao ao controle *p<0,05. One Sample t Test, utilizado para
comparagao dos valores de expressao génica em relagdo ao grupo controle,
e One Way ANOVA, empregado para a comparacgao multipla entre os grupos.
*p<0,05; **p<0,001.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo abordou o efeito da fotobiomodulagdo com luz
infravermelha de 810nm associada a fatores de crescimento TGF-63, IDP2 e IGF
em fibroblastos dérmicos humanos. Em nossos resultados, a diluicdo 1:3 foi a
unica que manteve viabilidade semelhante ao controle, sendo utilizada a mesma
para analises posteriores. Em relagao FC, ndo foram encontrados estudos na
literatura que tenham avaliado esse tipo de composto com fibroblastos, tornando

este presente estudo, um trabalho inédito.

A auséncia de um efeito impulsionador significativo na viabilidade em 24 e
48 horas, conecta com artigos que sugerem que os efeitos da FBM na
proliferagdo celular podem ser dependentes do estado metabdlico celular e da
fluéncia utilizada (Karu, 1999). Em fibroblastos saudaveis, o efeito de
bioestimulacdo pode ser menos acentuado do que em células estressadas ou

em modelos de feridas.

A andlise de viabilidade por CV em 72 horas demonstrou uma
predisposi¢cao de diminui¢do da viabilidade em alguns grupos tratados como o
Controle versus FBM-IV + FC 1:1 versus FBM-IV + FC 1:1, FBM-IV versus FBM-
IV + FC 1:1, FBM-IV + FC 1:1 versus FBM-IV + FC 1:3. O efeito promotor da
viabilidade da FBM em fibroblastos € frequentemente observado na literatura,
com comprimentos de onda proximos a 830nm ou em modelos de células
estressadas (células diabéticas) (Oyebode, Houreld, 2022). A auséncia de um
efeito promotor neste estudo, pode-se dar a linhagem celular utilizada de
fibroblastos saudaveis e nédo estressados ou a dose especifica de FBM-IV de
810nm utilizada.Em outros estudos, foi demostrado que fonte de luz como o
infravermelho ou com luz de LED, resultou em aumento da proliferacao celular
de fibroblastos cultivados (Li et al., 2010).

Podemos observar neste estudo que na analise de expressdo génica com
a FBM IV e com os FC foram capazes de aumentar a expressao dos genes
associados a MEC, com COL71A1, COL3A, Elastina e TGF-81, quando
comparado ao controle. Contudo, destacamos que a combinagdo dos
tratamentos ndo potencializou o efeito do FC ou da luz de forma isolada.
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O Colageno Tipo |, € o colageno mais abundante na derme e fundamental
para a resisténcia e integridade da pele, tendo um papel fundamental no
rejuvenescimento e terapias antienvelhecimento (Wang et al., 2025). Para a
expressado de COL1A1, todos os tratamentos (FC 1:3, FBM-IV, FBM-IV + FC 1:3)
aumentaram em relagdo ao controle, mas sem diferengas significativas entre

eles.

A literatura reforca que a FBM a 810nm é capaz de aumentar a produgao
de colageno em fibroblastos (Karoussis et al., 2021), agindo principalmente
sobre o citocromo ¢ oxidase (CcO) que € um dos componentes da cadeia
respiratoria. Ao absorver os fétons, ocorre o aumento de atividades enzimaticas,
ascensao da producao de ATP e liberagédo controlada de ROS, atuando como

mensageiros intracelulares (Dompe et al., 2020).

O fato do FC isolado entregar o mesmo efeito que a FBM isolado e que a
combinagao nao tenha superado os tratamentos individuais, sugere que, para a
expressao de COL1A1, o limiar maximo de estimulo foi atingido por qualquer um
dos tratamentos, ou que as vias de sinalizagcado ativadas (pela luz e pelo FC)

convergem para o mesmo ponto de regulagao, sem efeito aditivo.

O Colageno tipo Il € mais prevalente na pele jovem e em tecidos em fase
de reparo, permitindo elasticidade e maleabilidade (Wang et al., 2025). Para a
expressdo do COL3A, a FBM-IV e FBM-IV + FC 1:3 aumentaram a expressao
de COL3A em relacao ao controle. Apenas o tratamento com FC 1:3 nao diferiu
do controle. Esse achado sugere que a FBM a 810nm possui mecanismo de
agao mais potente ou especifico na regulacdo do COL3A do que o FC na
concentragcdo e composi¢cao utilizadas. Esse aumento é desejavel no
rejuvenescimento, pois é ligada a uma MEC mais organizada e com

caracteristicas de uma pele mais jovem.

Na analise da elastina, todos foram superiores ao controle, havendo
também diferenga entre os tratamentos, sendo o menor nivel observado para
FBM-IV. A diminui¢cao da expressao de Elastina na combinagdo em comparagao
com a FBM isolada reforca a conclusdo de que a combinagao nao potencializa
o efeito, e pode até sugerir uma leve interferéncia ou regulagdo por feedback
negativo induzida pelo FC.



46

No estudo de Barolet e Boucher (2010), o uso de produtos dermatologicos
tépicos contendo fator de crescimento IGF-1 resultou em melhora significativa
na espessura dérmica e em firmeza de pele. Além disso, foi associado a FBM
com 830nm sendo um comprimento de onda proximo a 810nm, demonstrando

efeito semelhante.

O TGF-B1 é um fator de crescimento fundamental no reparo de cicatrizes e
sintese de MEC, e esta ligado a formacao de fibroses. Quanto ao TGF-£1, todos
os tratamentos promoveram aumento de TGF-B7 em relagdo ao controle, mas
sem diferengas entre os grupos ativos. O aumento da expresséo de TGF-B1 é
um efeito esperado tanto para a FBM quanto para a aplicagao de FC, pois ambos
visam a ativacao do reparo tecidual. O fato dos FCs (que contém TGF-33) ter
induzido o aumento do TGF-B1 enddgeno sugere uma regulagédo cruzada ou que
o0 TGF-3 exdgeno ativou vias que culminam na expressao do TGF-B1 (Pakyari
et al., 2013).

Um dos achados mais importantes deste estudo é que a combinacao da
FBM-IV a 810 nm com FCs nao foi capaz de potencializar o efeito de nenhum
dos tratamentos isolados na modulagdo da expressdao génica dos genes

avaliados.

Este resultado contrasta com a hipétese de que a FBM, ao otimizar o
metabolismo celular e a absorcdo de ativos, potencializaria a acdo dos FCs
toépicos. A literatura, embora sugira uma potencial combinagdo, carece de
estudos que comprovem a potencializacao da expressao génica de MEC com a
combinacao exata de FBM 810 nm e os FCs especificos (TGF-3, IGF, IDP-2).
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7. Limitagoes do estudo e perspectivas futuras

Neste estudo, existem algumas limitagdes que devem ser destacadas. O
modelo experimental restringiu-se a fibroblastos dérmicos humanos (HFF-2)
cultivados in vitro, e que embora permita controle detalhado das variaveis, ndo
reproduz fielmente o microambiente da pele in vivo, onde fatores como
inflamacéo, vascularizagao e interagao entre células modelam significativamente

0s processos regenerativos.

Em relagédo aos fatores de crescimento (FC), apenas a proporcao 1:3 foi
testada, pois ndo comprometer a viabilidade celular em nenhum dos periodos
avaliados. Contudo, na pratica clinica, os FCs sao corriqueiramente utilizados
em associagcdo com outras terapias e técnicas, como drug delivery pos
microagulhamento e laser ablativo fracionado, situacdes que nao podem ser

reproduzidas no presente modelo in vitro.

Outra limitacdo refere-se aos parametros de FBM que foram mantidos
constantes quanto a dose, irradiancia ou modo de emissao. Estudos anteriores
demonstraram que a resposta celular a FBM pode variar em funcao desses
parametros, de modo que estudos futuros devem explorar diferentes
intensidades, curvas dose-resposta, diferentes poténcias e tempos de
exposicao, além de investigar possiveis efeitos da sequéncia e da combinagéo

com FC.

Os resultados indicam que a luz infravermelha modula a sintese de
colageno por fibroblastos. Contudo, o direcionamento da resposta celular,
estimulacdo ou inibi¢ao, € condicionada aos parametros adotados e do contexto
experimental. Esses achados, reforcam a necessidade de melhorar protocolos
experimentais e clinicos, autenticando os resultados em modelos
tridimensionais, tecidos equivalentes e ensaios in vivo, antes de adotar a

combinacgao entre FBMIV e FC em protocolos estéticos.
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8. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou o efeito isolado e combinado da
fotobiomodulacdo infravermelha (FBMIV, 810 nm) e dos fatores de
crescimento (FCs) (TGF-B3, IDP2 e IGF) sobre fibroblastos dérmicos
humanos, visando otimizar estratégias de rejuvenescimento cutaneo.

A viabilidade celular da linhagem HFF-2 foi avaliada pelos ensaios MTS
e Cristal Violeta (CV) ao longo de 24, 48 e 72 horas apés o tratamento com
diferentes propor¢cdes de FC (1:1 e 1:3), isolado ou em combinagdo com
FBM-IV. Nos periodos de 24 e 48 horas, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle, indicando que
os tratamentos nao apresentaram efeito citotdxico inicial. Entretanto, apos 72
horas, os grupos FC 1:1 e FBM-IV + FC 1:1 apresentaram redugao
significativa da viabilidade celular, enquanto a combinacdo FBM-IV + FC 1:3
manteve niveis de viabilidade superiores aos grupos com proporgao mais
alta, sugerindo menor toxicidade nesta condigcéo. Os resultados obtidos pelos
dois ensaios foram consistentes, demonstrando que concentragdes mais
elevadas de FC comprometem a sobrevivéncia celular, enquanto a proporgao
1:3 é segura e preserva a integridade celular, permitindo a avaliagao
subsequente da expressao génica.

Os resultados das analises de expressao génica demonstraram que
tanto a FBM-IV a 810 nm quanto o tratamento com FCs, de forma isolada,
sdo eficazes na modulagéo positiva de genes da Matriz Extracelular (MEC),
especificamente COL1A1, COL3A e Elastina, bem como do fator de
crescimento TGF-B1 em fibroblastos dérmicos. Estes achados representam
um resultado promissor no desenvolvimento de tratamentos para o
rejuvenescimento cutaneo.

Todavia, a associagdo da FBMIV com os FCs nao potencializou o
resultado na modulagdo da expressado génica. Este fato sugere que, nos
parametros e concentragdes testados, a combinagdo nao oferece um
beneficio adicional, podendo ser necessaria a alteracdo da concentragao dos
FCs, da dose de FBMIV e do tempo de aplicacdo em estudos futuros para se

obter um efeito sinérgico.
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Assim, este estudo evidencia o efeito positivo da FBMIV isolada e
conclui que a jungao com FCs, nas condi¢gdes experimentais avaliadas, nao
teve efeito aditivo na modulagao génica, portanto, ndo justificando a utilizagao

das terapias combinadas para o antienvelhecimento.
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