UNINOVE

L N N N N
Universidade Nove de Julho

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOFOTONICA
APLICADA AS CIENCIAS DA SAUDE

ERIKA VASSOLER GUERRERO PUCCIA

EFEITOS DA FOTOBIOMODULAGAO COM LUZ VERMELHA
ASSOCIADA A FATORES DE CRESCIMENTO EM
FIBROBLASTOS DERMICOS HUMANOS

Sao Paulo, SP
2025



UNINOVE

L N N N N
Universidade Nove de Julho

ERIKA VASSOLER GUERRERO PUCCIA

EFICACIA DA FOTOBIOMODULAGAO COM LUZ VERMELHA
ASSOCIADA A FATORES DE CRESCIMENTO EM
FIBROBLASTOS DERMICOS HUMANOS

Dissertagao apresentada a Universidade Nove de Julho,

para obtencgao do titulo de Mestra em Medicina - Biofotonica.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Fernanda Setubal Destro Rodrigues

Sao Paulo, SP
2025



UNINOVE

. N N N N
Universidade Nove de Julho

FICHA CATALOGRAFICA

Puccia, Erika Vassolér Guerrero.

Efeitos da fotobiomodulacao com luz vermelha associada a fatores
de crescimento em fibroblastos dérmicos humanos. / Erika Vassolér
Guerrero Puccia. 2025.

77 f.

Dissertagdo (Mestrado)- Universidade Nove de Julho -
UNINOVE, Sio Paulo, 2025.

Orientador (a): Prof*. Dr®. Maria Fernanda SetGibal Destro
Rodrigues.

1. Fotobiomodulagdo (660 nm). 2. Fatores de crescimento (TGF-

B3. 3. Fibroblastos dérmicos humanos (HFF-2). 4. IDP2. 5.
IGF.
I. Rodrigues, Maria Fernanda Setiibal Destro. II. Titulo

CDU 615.831




UNINOVE

. N N N N
Universidade Nove de Julho

Sao Paulo, 28 de novembro de 2025.

TERMO DE APROVACAO

Aluno (a): Erika Vassolér Guerrero Puccia

Titulo da Dissertacao: “Eficacia da fotobiomodulagdo com luz vermelha associada a
fatores de crescimento em fibroblastos dérmicos humanos”.

Presidente: PROF?. DR?. MARIA FERNANDA SETUBAL DESTRO RODRlGUES%M’Q%“

Membro: PROF?. DR® RAQUEL AGNELLI MESQUITA FERRARI %XH"/ l“ Yrnarn

Membro: PROF?. DR?. LUCYENE MIGUITA LUIZ Q’T - )(’_{‘,“_,./

|




DEDICATORIA

A Deus, fonte de toda sabedoria e forga, por me sustentar em cada passo
dessa jornada e por iluminar meu caminho com fé e esperanga mesmo nos
momentos mais desafiadores.

Ao meu marido Fernando, meu companheiro de vida, pelo amor, apoio
incondicional, por acreditar em mim mesmo quando eu duvidava. Sua presenca
foi essencial em cada conquista.

Ao meu filho Pedro Paulo, razdo do meu sorriso diario, por ser minha
inspiracédo e meu maior presente. Que este trabalho seja um exemplo de que
com dedicacéo e esforco, tudo € possivel.

Aos meus pais, Vanderlei e Marilu, por todo amor, exemplo, valores e
ensinamentos que me formaram. Sou grata por todo o esforgo e incentivo
durante toda a minha trajetoria.

As minhas irmas, Monique e Mayara, pelo carinho, pela torcida constante
e por estarem sempre ao meu lado, cada uma com seu jeito Unico, mas sempre
com 0 mesmo amor.

Este trabalho é reflexo de tudo que vocés representam na minha vida.

Obrigada, de coragao.



AGRADECIMENTOS

A realizacdo desta dissertagao foi possivel gragas a colaboragéo, apoio e
incentivo de muitas pessoas e instituicbes, as quais expresso minha sincera
gratidao.

A Professora Maria Fernanda Setubal Destro Rodrigues, minha
orientadora, pela confianga, orientagao, por sua dedicagdo e por compartilhar
comigo seus vastos conhecimentos com paciéncia e entusiasmo. Sua orientagao
foi fundamental para o desenvolvimento desta pesquisa.

As minhas companheiras de pesquisa, Roberta e Aline, pela parceria,
amizade e troca de experiéncias ao longo desta caminhada. Juntas enfrentamos
desafios, celebramos conquistas e crescemos academicamente e
pessoalmente.

A Universidade de S&o Paulo (USP), pela infraestrutura e suporte que
permitiram o desenvolvimento desta pesquisa com exceléncia.

A Universidade Nove de Julho (UNINOVE), igualmente pela estrutura e
recursos disponibilizados, que foram essenciais para a conducdo dos
experimentos e analises.

Aos setores administrativos do Programa de Pods-Graduagdo em
Biofoténica Aplicada as Ciéncias da Saude, pelo suporte constante, organizacao
e empenho em garantir o bom andamento do programa.

Aos professores do Programa de Pés-Graduagdo em Medicina
Biofoténica, cujas disciplinas foram fundamentais para a construgdo dos
conhecimentos tedricos e praticos que embasaram esta pesquisa.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), pelo apoio financeiro que viabilizou a realizagdo deste trabalho.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para que esta pesquisa

se tornasse realidade, o meu muito obrigada!



FINANCIAMENTOS

O PRESENTE TRABALHO FOI REALIZADO COM APOIO DA
UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO (UNINOVE) — PROGRAMA DE BOLSAS
PARA A FORMAGCAO DO PESQUISADOR.

O PRESENTE TRABALHO FOI REALIZADO COM APOIO DA
COORDENAGCAO DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL DE NIVEL
SUPERIOR (CAPES) - PROCESSO: 88887.841290/2023-00 e
88887.911726/2023-00



RESUMO

O envelhecimento cutdneo é um processo multifatorial que envolve alteragdes
estruturais e funcionais da pele, resultando na perda de elasticidade, diminuicéo
da sintese de colageno e elastina, maior fragmentacao da matriz extracelular, e
comprometimento da renovacéao celular. Essas mudancas levam a alteracdes de
sinais clinicos como flacidez, rugas e aspectos mais cansado, impactando nao
apenas a estética, mas também a qualidade de vida e a autoestima dos
individuos. Diante desse cenario, diversas estratégias tém sido investigadas com
o intuito de modular a atividade dos fibroblastos e restaurar componentes da
matriz extracelular. Entre elas, destacam-se os fatores de crescimento, como
TGF-B e IGF que desempenham papéis cruciais na proliferacao, diferenciacao e
sintese de colageno e elastina. Outra abordagem € o uso da fotobiomodulagao
(FBM) com a luz vermelha (660 nm), capaz de atuar sobre as mitocéndrias,
aumentando a produgao de ATP, modulando espécies reativas de oxigénio e
ativando as vias de sinalizacao celular que podem levar a maior sintese de
colageno. Entretanto, o efeito da combinagcdo de ambos os tratamentos ainda é
desconhecido na literatura. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar, em modelo
in vitro, o efeito da FBM com luz vermelha (660 mm) associada a fatores de
crescimento (TGF-B3, IDP2 e IGF) na viabilidade celular e na expressédo de
genes da matriz extracelular dentre eles COL3A1, COL1A1, ELASTINA, TGFg,
em fibroblastos dérmicos humanos (HFF-2). Metodologia: Fibroblastos da
linhagem HFF-2 foram cultivados em meio DMEM e divididos em seis grupos
experimentais: controle, fatores de crescimento (1:1 e 1:3), FBM isolada, e
combinagdes de FBM com fatores de crescimento (1:1 e 1:3). A irradiagao foi
realizada com LED vermelho (660 nm; 5,04 J/cm?). A viabilidade celular foi
avaliada pelos ensaios MTS e cristal violeta apds 24h, 48h e 72h, e a expressao
génica (COL1A1, COL3A1, ELASTINA e TGF-B) foi quantificada por RT-gPCR
apo6s 48h. A analise estatistica foi conduzida com nivel de significancia p < 0,05.
Resultados: A associagao entre fotobiomodulagao (FBM — 660 nm) e fatores de
crescimento (TGF-B3, IDP2 e IGF) modulou de forma distinta a viabilidade dos
fibroblastos dérmicos humanos (HFF-2). Nos ensaios de MTS, a viabilidade
celular manteve-se semelhante ao controle em 24h, aumentando
significativamente nos grupos FG 1:1 e FG 1:3 + FBM em 48h. Em 72h,
observou-se elevagdo da viabilidade nos grupos FG 1:1 e FBM + FG 1:1,
enquanto FBM isolado e algumas combinagdes apresentaram redugéo. O ensaio
de cristal violeta confirmou esse padrdo: em 24h, a FBM isolada e associada
reduziu o numero de células aderentes; em 48h e 72h, a reducido manteve-se
progressiva, especialmente nas combinagdes com FBM. Esses achados indicam
que a resposta celular depende da propor¢caéo de fatores de crescimento, do
tempo de exposicao e da presenca da luz, sugerindo que a interagao luz—FC nao
€ linear e exige padronizacdo criteriosa para aplicagbes estéticas e
regenerativas. Conclusdo: A associacao da fotobiomodulagdo (660 nm) com
fatores de crescimento TGF-33, IDP2 e IGF induziu a viabilidade e a atividade
metabdlica dos fibroblastos, além de aumentar a expressdo de genes
relacionados a sintese de colageno e elastina. Esses resultados indicam um
efeito sinérgico entre as terapias, com potencial aplicacdo em protocolos de
rejuvenescimento e regeneragao cutanea.

Palavras-chave: Fotobiomodulagéo (660 nm), fatores de crescimento (TGF-3,
IDP2, IGF, fibroblastos dérmicos humanos (HFF-2), viabilidade celular,
expressao génica.



ABSTRACT

Skin aging is a multifactorial process involving structural and functional
alterations of the skin, resulting in loss of elasticity, decreased synthesis of
collagen and elastin, greater fragmentation of the extracellular matrix, and
impaired cell renewal. These changes lead to clinical signs such as sagging,
wrinkles, and a more tired appearance, impacting not only aesthetics but also
individuals’ quality of life and self-esteem. In this context, several strategies have
been investigated to modulate fibroblast activity and restore extracellular matrix
components. Among these, growth factors such as TGF-$ and IGF stand out, as
they play crucial roles in proliferation, differentiation, and the synthesis of collagen
and elastin. Another approach is photobiomodulation (PBM) with red light (660
nm), which acts on mitochondria, increasing ATP production, modulating reactive
oxygen species, and activating signaling pathways that may enhance collagen
synthesis. However, the combined effect of both treatments remains unknown in
the literature. Thus, the aim of this study was to evaluate, in an in vitro model, the
effect of PBM with red light (660 nm) associated with growth factors (TGF-33,
IDP2, and IGF) on cell viability and the expression of extracellular matrix genes,
including COL3A1, COL1A1, ELASTIN, and TGF-B, in human dermal fibroblasts
(HFF-2).Methodology:HFF-2 fibroblasts were cultured in DMEM medium and
divided into six experimental groups: control, growth factors (1:1 and 1:3), PBM
alone, and PBM combined with growth factors (1:1 and 1:3). Irradiation was
performed using a red LED (660 nm; 5.04 J/cm?). Cell viability was assessed
using MTS and crystal violet assays after 24 h, 48 h, and 72 h, and gene
expression (COL1A1, COL3A1, ELASTIN, and TGF-B) was quantified by RT-
gPCR after 48 h. Statistical analysis was conducted with a significance level of p
< 0.05. Results:The association between photobiomodulation (PBM — 660 nm)
and growth factors (TGF-B3, IDP2, and IGF) modulated the viability of human
dermal fibroblasts (HFF-2) in distinct ways. In MTS assays, cell viability remained
similar to the control group at 24 h, with significant increases observed in the
GF1:1 and GF 1:3 + PBM groups at 48 h. At 72 h, increased viability was
observed in the GF1:1 and PBM + GF 1:1 groups, while PBM alone and certain
combinations demonstrated reduced viability. Crystal violet assays confirmed this
pattern: at 24 h, PBM alone and in combination reduced the number of adherent
cells; at 48 h and 72 h, this reduction continued, particularly in PBM combinations.
These findings indicate that cellular responses depend on the growth factor ratio,
exposure time, and presence of light, suggesting that the interaction between
PBM and growth factors is not linear and requires careful standardization for
regenerative and aesthetic applications. Conclusion:The association of
photobiomodulation (660 nm) with the growth factors TGF-B3, IDP2, and IGF
promoted increased viability and metabolic activity of fibroblasts, as well as
enhanced expression of genes related to collagen and elastin synthesis. These
results indicate a synergistic effect between the therapies, with potential
applications in skin rejuvenation and regenerative protocols.

Keywords: Photobiomodulation (660 nm), growth factors (TGF-B3, IDP2, IGF),

human dermal fibroblasts (HFF-2), cell viability, gene expression.



DESTAQUES

. Modelo in vitro bem definido: uso de fibroblastos dérmicos humanos

(HFF-2), garantindo relevancia para a pele humana.

. Combinagao inovadora de tratamentos: analise do efeito isolado e
combinado de FBM (660 nm) e fatores de crescimento (TGF-B3, IDP2,
IGF).

. Avaliagao da viabilidade e expressdao génica: mensuragdo da
viabilidade celular e modulagéo dos genes COL1A1, COL3A1, elastina e
TGFB1, permitindo analise molecular precisa do tratamento.

. Estudo do efeito dependente do tempo: acompanhamento em
multiplos periodos (24, 48 e 72 h), evidenciando dinamicas temporais de
resposta celular.

. Relevancia estética e clinica: fornece informagdes para otimizagao de
protocolos de rejuvenescimento cutaneo, destacando limitagbes e

cautelas na combinagéo de terapias.



HIGHLIGHTS

. Well-defined in vitro model: use of human dermal fibroblasts (HFF-2),
ensuring relevance to human skin.

. Innovative combination of treatments: analysis of the isolated and
combined effects of photobiomodulation (660 nm) and growth factors
(TGF-B3, IDP2, IGF).

. Assessment of viability and gene expression: measurement of cell
viability and modulation of COL1A1, COL3A1, elastin, and TGFB1 genes,
allowing precise molecular analysis of the treatment.

Study of time-dependent effects: monitoring at multiple time points (24,
48, and 72 h), highlighting temporal dynamics of cellular responses.
Aesthetic and clinical relevance: provides insights for optimizing skin
rejuvenation protocols, emphasizing limitations and cautions in therapy

combination.



RESUMO PARA LEIGOS

Este estudo investigou como tratamentos com luz vermelha e substancias
que estimulam a pele podem influenciar a saude e a renovagao das células da
pele humana. O objetivo foi entender se a luz vermelha, sozinha ou combinada
com fatores de crescimento (substancias que ajudam na regeneragao celular),
poderia melhorar a aparéncia e a vitalidade da pele, de forma que pudesse ser
aplicada futuramente em tratamentos estéticos e de rejuvenescimento. Para
isso, os pesquisadores usaram células da pele humana cultivadas em laboratério
e testaram diferentes combinagdes: apenas luz vermelha, apenas fatores de
crescimento e a combinagado dos dois. Eles observaram a sobrevivéncia das
células e a atividade de genes responsaveis pela producdo de colageno e
elastina, componentes essenciais para a firmeza e elasticidade da pele, ao longo
de trés dias. Os resultados mostraram que os fatores de crescimento, usados
sozinhos, mantém as células saudaveis e estimulam genes importantes para a
estrutura da pele. A luz vermelha, embora aumente a produg¢ado de colageno,
reduziu a quantidade de células vivas. Quando combinadas, luz e fatores de
crescimento ndo melhoraram os efeitos e, na verdade, diminuiram ainda mais a
sobrevivéncia celular. Por exemplo, os genes ligados a firmeza da pele
aumentaram com os fatores de crescimento, mas a combinagdo com luz nao
trouxe beneficios adicionais e reduziu a vitalidade das células. Em resumo, este
trabalho revela que nem toda combinacdo de tratamentos é automaticamente
melhor. A pesquisa mostra que fatores de crescimento sozinhos podem ser uma
estratégia segura para estimular a pele, enquanto a luz vermelha precisa ser
aplicada com cuidado. Estes achados sao importantes porque ajudam a orientar
tratamentos de rejuvenescimento mais eficazes e seguros, com potencial de

melhorar a autoestima e a qualidade de vida das pessoas.
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1. INTRODUGAO
1.1. Pele

A pele é um 6rgao complexo formado por trés camadas principais: epiderme,
derme e hipoderme, cada uma desempenhando fungdes essenciais para a
protecdo e manutengdo da homeostase do organismo. A epiderme, camada
mais externa, €& composta por queratindcitos, melandcitos, células de
Langerhans e células de Merkel, responsaveis, respectivamente, pela barreira
cutanea, pigmentacao, resposta imune e percepgao sensorial. A derme, situada
abaixo da epiderme, € constituida por tecido conjuntivo denso rico em colageno,
elastina e acido hialurénico, proporcionando resisténcia, elasticidade e suporte
estrutural a pele, além de conter fibroblastos, mastécitos, vasos sanguineos,
nervos e glandulas sebaceas e sudoriparas, essenciais para a hidratagao,
defesa e termorregulacdo. Ja a hipoderme, composta por tecido adiposo e
conjuntivo frouxo, atua na absorgao de impactos, no isolamento térmico e como
reserva energética (Baumann et al.,2021).

As respostas imunoldgicas na pele desempenham um papel fundamental na
defesa do hospedeiro contra agentes patogénicos e microrganismos, garantindo
a integridade e a funcao da barreira cutanea. No entanto, quando essas reagdes
estdo desreguladas, podem desencadear processos inflamatérios cronicos,
resultando no desenvolvimento de diversas doengas de pele, como dermatites e
psoriase, comprometendo a homeostase cutdanea e a qualidade de vida do
individuo (Abdallah; Pichon, 2017). Além de sua estrutura altamente
especializada, a pele desempenha funcgbes vitais, incluindo protecdo contra
agentes externos, regulacéo térmica, sensibilidade tatil, sintese de vitamina D e
regeneracao celular. No ambito histopatologico, diversas condicbées podem
comprometer sua integridade, como o envelhecimento cutédneo, caracterizado
pela redugdo da producdo de colageno e elastina, processos inflamatorios
persistentes, cicatrizacdo anormal, desenvolvimento de neoplasias cutaneas e
disfuncbes na barreira epidérmica. O conhecimento aprofundado sobre a
estrutura, fungcbes e respostas imunolégicas da pele € essencial para a
compreensao dos processos fisioldgicos e patologicos que a afetam, permitindo
o desenvolvimento de estratégias eficazes para sua preservacao e tratamento
(Abdallah; Pichon, 2017).
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1.2. Fibroblastos

Os fibroblastos sao células mesenquimais essenciais para a manutencao da
integridade estrutural da pele, desempenhando um papel central na sintese de
colageno, fibras elasticas e outros componentes fundamentais da matriz
extracelular (MEC) no tecido conjuntivo. No entanto, sua fungédo vai além da
simples deposicdo de proteinas estruturais, uma vez que apresentam notavel
heterogeneidade, variando conforme o tipo de tecido e seu estado fisiolégico ou
patolégico (Driskel, 2015).

Com o avango da idade, ha uma reducao significativa na populagédo de
fibroblastos na pele, comprometendo diretamente sua capacidade de interagir
com outras ceélulas, como os queratinécitos indiferenciados da jungéo dermo-
epidérmica. Esse declinio celular impacta negativamente a regeneragao cutanea
e contribui para sinais visiveis do envelhecimento, como a perda de turgor e o
aumento da formacao de rugas (Quan, 2015).

Na derme, os fibroblastos apresentam caracteristicas distintas de acordo com
sua localizagdo. Os fibroblastos da derme papilar superficial sao finos e
alongados, enquanto os da derme reticular subjacente sdo mais robustos e
expansivos. Além dessas diferengas morfoldgicas, esses subtipos apresentam
variagdes na proliferacdo, contratilidade e resposta a estimulos bioquimicos,
incluindo fatores de crescimento e citocinas. Além de sua importancia na
arquitetura cutanea, os fibroblastos dérmicos desempenham um papel ativo nas
respostas imunolégicas da pele, na cicatrizagdo de feridas e na comunicagao
com os sistemas nervoso e vascular (Quan, 2015).

A expressao diferencial dos componentes da matriz extracelular entre esses
fibroblastos reforca sua especificidade funcional. Os fibroblastos papilares, por
exemplo, expressam em maior quantidade a cadeia alfa-1(IV) do colageno,
essencial para a organizagao da epiderme, enquanto os fibroblastos reticulares
apresentam maior producédo de decorina e versican, proteinas que modulam a
elasticidade e a hidratagédo da pele (Xue, 2022).

Estudos sugerem que o envelhecimento afeta de maneira mais intensa os
fibroblastos papilares, levando a sua progressiva redu¢gao ou comprometimento
funcional. Como consequéncia, ha uma menor sustentacdo para a epiderme,

prejudicando a organizagdo das camadas cutaneas e acelerando o surgimento
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dos sinais de envelhecimento. Dessa forma, compreender as especificidades
dos fibroblastos dérmicos e suas interagées com outros componentes celulares
€ essencial para o desenvolvimento de estratégias eficazes em procedimentos
estéticos e terapias regenerativas, permitindo abordagens mais precisas no
combate ao envelhecimento cutaneo (Langton et al., 2019).

A heterogeneidade funcional dos fibroblastos ndo é apenas crucial para a
homeostase da pele, mas também para a cicatrizacdo de feridas, o
envelhecimento cutaneo e a progressédo de doengas como o cancer (Driskell et
al., 2015).

1.3 Envelhecimento cutaneo

O envelhecimento € um processo definido como a mudanga persistente
dependente do tempo na funcionalidade e reprodutibilidade de todos os
organismos superiores relacionados a uma maior probabilidade de morbidade e
mortalidade (Wyles, 2022). A pele humana esta constantemente exposta a
estimulos internos e externos (fatores extrinsecos e intrinsecos) os quais
exercem um importante impacto na sua funcionalidade com a progressao da
idade, manifestando-se como enrugamento da pele, desidratagdo, reduzida
integridade de barreira e adelgagcamento da epiderme (Tobin et al., 2017).

O envelhecimento foi descrito pela primeira vez por Rattan et al. (2016) e
de Magalhaes et al. (2018), os quais demonstraram que fibroblastos primarios
humanos tém uma capacidade limitada de se dividir. Isso € conhecido como
limite de Hayflick e se origina da incapacidade dos teldbmeros de manter seus
comprimentos devido ao processo de replicagao. Consequentemente, as células
perdem sua capacidade de proliferacdo e entram em um estado de parada
irreversivel do ciclo celular, denominado senescéncia (Wyles et al., 2022),
(Hayflick et al.,1961).

As células senescentes sdo caracterizadas por sua incapacidade de
proliferar, resisténcia a apoptose e secrecdo de fatores que promovem
inflamagéao e deterioragao tecidual (Wyles, 2022). Estudos demonstram que as
células senescentes se acumulam com a idade e podem contribuir para o

desencadeamento de alteragbes e doengas da pele (Langton et al.,2019).
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O envelhecimento da pele esta relacionado a uma deterioragao
progressiva da estabilidade estrutural e da integridade funcional. Em nivel
molecular, isso se manifesta por uma reducdo continua da capacidade de
reserva e da fungdo maxima. A pele, barreira mecanicamente protetora e flexivel,
€ 0 6rgao mais visivel, onde todas as alteragées, inclusive o envelhecimento, sdo
perceptiveis (Liang, 2023).

Na pele envelhecida intrinsecamente, os sinais tipicos incluem rugas
finas, ressecamento, palidez e menor elasticidade. Histologicamente, a epiderme
torna-se mais fina e a jungcao derme epidérmica se achata progressivamente, o
que aumenta a fragilidade da pele e reduz a eficiéncia do transporte de nutrientes
entre as camadas (Liang, 2023).

Além disso, a forga da gravidade age de forma gradativa levando ptose
da pele dos tecidos subjacentes (Queiroz, 2019). A derme também sofre
alteracbes significativas com o envelhecimento, incluindo a reducdo da
espessura, vascularizacdo e quantidade de fibroblastos e mastécitos. Além
disso, os niveis de acido hialurénico e glicosaminoglicanos diminuem ao longo
do tempo, enquanto a perda de colageno e elastina leva a desorganizagédo do
tecido conjuntivo, contribuindo para o aparecimento de rugas (Mesa-arango,
2017). Para a pele envelhecida extrinsecamente, o fotoenvelhecimento é a forma
mais comum, sendo induzido por fatores ambientais. Até 80% do
envelhecimento facial prematuro € atribuido a exposigao solar a longo prazo.

Os sinais clinicos do fotoenvelhecimento incluem aspereza,
ressecamento, rugas profundas, falta de elasticidade e pigmentacao irregular,
afetando principalmente o rosto, o pescogo e os antebragos dorsais (Krutmann
et al. (2021) e Cosgrove et al. (2007). O envelhecimento afeta todas as camadas
da pele, incluindo a hipoderme. Altera¢des especificas do local ocorrem nessa
camada, como atrofia e hipertrofia da gordura. Ha perda de gordura nas pernas,
maos e rosto, enquanto ocorre acumulo na regidao entre os quadris € a caixa
toracica (Liang, 2023).

O remodelamento 6sseo decorrente do envelhecimento ocasiona
alteracdes das estruturas ésseas, produzindo expansao, protrusdo, aumento de
profundidade, além da reabsor¢do de algumas estruturas OGsseas

(Tedesco,2019), os musculos da face diminuem de volume e ficam mais
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compridos, o tecido adiposo também diminui e com a forga da gravidade tende
a cair, deixando os vasos sanguineos ficarem mais aparentes (Tedesco ,2019).

O processo de envelhecimento da pele pode ser descrito como intrinseco
e extrinseco. O envelhecimento intrinseco ou cronoldgico da pele € um processo
inevitavel de alteracbes cronoldgicas e fisioldgicas. Estes impulsionam o
envelhecimento da pele relacionados com o tempo, fatores genéticos e
hormonais (Mesa-arango, 2017). E também reflexo de um processo oxidativo
que esta relacionado a um declinio progressivo na capacidade antioxidante e um
aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Hensley et al.,
2002).

O envelhecimento extrinseco € restrito principalmente a locais de pele
exposta como face, pescoco e maos, e manifesta-se predominantemente como
rugas grosseiras, pigmentacao irregular e lentigos (manchas da idade). Fatores
ambientais, como tabagismo, poluentes veiculares, consumo de alcool, habitos
alimentares, residuos industriais e escolhas de estilo de vida, podem contribuir
para o envelhecimento. A radiagéo ultravioleta (UVR) proveniente do sol ou de
fontes artificiais tem um efeito deletério sobre as fungcbes da pele e a
sobrevivéncia dos queratindcitos, um  processo conhecido como
fotoenvelhecimento (Cosgrove et al., 2007).

Em 2005, o epidemiologista americano especializado em cancer,
Christopher Wild, introduziu o conceito de expossoma para representar a soma
total das exposi¢gbes ambientais (n&o genéticas) que um individuo sofre desde a
concepcao até a morte (Wild, 2005). Destacou-se a necessidade de uma
compreensao abrangente dessas exposi¢des para entender melhor como o
ambiente influencia o corpo humano, seja no desenvolvimento de doengas ou na
formagcdo de caracteristicas fisiologicas normais. (Wild, 2005). Atualmente,
existe um consenso de que o expossoma é constituido tanto pelos fatores
externos e internos aos quais o0 organismo é exposto quanto pelas respostas
biolégicas desencadeadas por essas exposicoes. No contexto do
envelhecimento da pele, com base em reunides de consenso, o expossoma pode
ser definido como o conjunto de fatores externos e internos, além de suas
interagbes, que impactam um individuo ao longo de toda a vida e provocam

sinais bioldgicos e clinicos de envelhecimento cutaneo (Wild, 2012).
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Esses fatores que compdem o expossoma do envelhecimento da pele
podem ser agrupados em seis categorias principais (Krutmann et al., 2017):
radiagdes solares: ultravioleta (UV), luz visivel e radiacdo infravermelha; poluigao
do ar; exposicao a fumaca do tabaco; nutricdo; fatores diversos ainda pouco
investigados; uso de produtos cosméticos. De maneira geral, o expossoma
abrange todas as exposi¢des as quais um individuo esta sujeito ao longo da vida,
considerando tanto sua natureza quanto suas mudangas dinamicas ao longo do
tempo (Wild, 2017) (Figura 1). Para organizar melhor essa complexidade, as
exposicoes podem ser classificadas em trés categorias amplas: exposi¢cdes
internas (como processos metabdlicos, inflamagdes e microbiota); exposi¢cdes
externas especificas (agentes ambientais diretos, como poluentes e radiagéo) e
exposicoes externas gerais (condigbes sociais, culturais e ecoldgicas que
moldam o estilo de vida e os ambientes nos quais uma pessoa vive) (Krutmann
et al., 2017).

Além disso, 0 expossoma € dinamico: em cada momento da vida, um
individuo apresenta um perfil especifico de exposi¢cdes, o qual pode variar de
maneira gradual ou sofrer mudangas abruptas, como ocorre ao nascer, migrar
ou iniciar um novo tratamento médico. Essa variabilidade torna a caracterizagao
completa do expossoma uma tarefa complexa, exigindo abordagens capazes de
integrar multiplas exposicdes de forma continua ou em periodos-chave ao longo
do tempo (Wild, 2012).

Por fim, é fundamental distinguir entre a composigdo do expossoma em
si, os efeitos bioldgicos decorrentes das exposi¢des e as metodologias utilizadas
para medi-las. Embora tecnologias como as abordagens “6micas”
(metabolémica, protedmica etc.) tenham ampliado a capacidade de investigar o
expossoma, métodos mais abrangentes e integrativos ainda sdo necessarios
para captar tanto as exposi¢gdes conhecidas quanto aquelas ainda nao
caracterizadas (Wild, 2012).

O exposoma que contribui para o envelhecimento extrinseco da pele
envolve luz solar, poluicdo do ar, fumaga de cigarro, fatores nutricionais,
temperatura, estresse e falta de sono (Wild, 2017) (Figura 1). Por isso, o
envelhecimento extrinseco depende da intensidade e tempo de exposicédo a

fatores ambientais e no tipo de pele. Polui¢cdo e fumaca de cigarro sao fatores
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externos bem conhecidos que aceleram o envelhecimento da pele (Krutmann et
al., 2017).

No entanto, o fator de envelhecimento extrinseco mais relevante ainda é
a exposicao a radiagao ultravioleta (UV), a qual causa dano ao DNA e estresse
oxidativo, induzindo a senescéncia celular (Wang et al., 2018; Farage et al.,
2008). Sinais cutaneos, como dermatite, queilite, alopecia e despigmentagao,
observados durante certas deficiéncias nutricionais, destacam uma ligagéo entre
nutricdo e a pele. Além disso, fatores dietéticos e suplementos nutricionais
podem influenciar o envelhecimento da pele (Lee et al., 2012). O calor também
€ um fator ambiental que pode contribuir para o envelhecimento da pele. O calor
€ gerado como consequéncia da radiagcdo infravermelha (IV) durante a
exposicao ao sol e leva a um aumento da temperatura da pele. A temperatura
da pele humana pode atingir mais de 40°C sob radiacao infravermelha direta
devido a conversao da IR em calor. O choque térmico agudo na pele humana
estimula a formagao de novos vasos sanguineos, recruta células inflamatérias e

causa danos oxidativos no DNA (Lee et al. ,2012).
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Figura 1. Fendtipos Extrinsecos do envelhecimento da pele

Os fendtipos extrinsecos do envelhecimento da pele resultam da
exposicao a fatores expossOmicos (incluindo polui¢cao, radiacdo solar, fatores
climaticos, nutricdo e outros fatores, da sua interacdo entre si e da sua
modificagao por fatores genéticos).

O processo de envelhecimento, seja intrinseco ou extrinseco, resulta em
varias alteragdes histolégicas na pele, como a diminui¢gdo de sua espessura, 0
achatamento da juncdo dérmico-epidérmica, o afinamento da hipoderme, a
reducao dos apéndices pilossebaceos e a diminuigcdo do numero e da atividade
dos fibroblastos. Além disso, surgem lesdes benignas, a distribuicdo nao
homogénea da pigmentacdo melanica, dilatagdo e maior fragilidade dos
capilares sanguineos (Queiroz, 2019). Bioquimicamente, observa-se a redugao
do acido hialurénico e dos glicosaminoglicanos, além da desorganizagdo e
diminuicdo das fibras colagenas e elasticas, redugcdo da vascularizagao,
hidratacéo e conteudo lipidico (Kang, 2001). A matriz extracelular dérmica (MEC)



27

também exibe alteragdes, como mudangas na proporgao de colageno tipo /11l
(Gao, J.; Guo et al., 2023), prejuizos na sintese da MEC, (Gao et al., 2023) e
alteragdes na organizagao das fibras elasticas (Bogustaw; Machalinski et al.,
2024). Estudos imuno-histoquimicos demonstram que a expressao do receptor
de estrogénio B (ERB) e do receptor de androgénio (AR) diminui com o
envelhecimento, sendo essa redugdo mais pronunciada no envelhecimento
extrinseco (Seleit, 2016).

No processo de envelhecimento, ocorre também diminuigcdo das
atividades antioxidantes de algumas enzimas, enquanto os radicais livres,
produzidos nas reagdes de degradacgao celular de oxirredugao, se acumulam ao
longo do tempo e desnaturam muitos constituintes celulares (Queiroz, 2019). Na
epiderme, ocorre a diminuicdo da estrutura papilar na jungado dérmico-epidérmica
e diminuicdo dos melandcitos, enquanto na derme ha a reducdo do
remodelamento e por conseguinte da producdo de colageno devido a uma
diminuigdo do numero de fibroblastos (Queiroz, 2019). O acumulo excessivo de
fibroblastos senescentes contribui significativamente para o envelhecimento da
pele, pois essas células apresentam perda de identidade celular (Solé Boldo,
2020).

O envelhecimento é marcado pela presenca de uma inflamagao sistémica
persistente e de baixo grau, conhecida como inflammaging, que esta associada
a diversos efeitos prejudiciais do envelhecimento. A pele, por ser a interface
entre o meio interno e externo, atua como uma barreira essencial contra agentes

nocivos, ao mesmo tempo que mantém substancias vitais no organismo
(Agrawal, 2023). Sendo o maior 6rgao do corpo, qualquer comprometimento
dessa barreira pode desencadear nao apenas inflamacgao cutanea, mas também
inflamacao sistémica, um fator comum em varias doencas inflamatdérias da pele.

Embora o envelhecimento seja um processo natural, seus mecanismos
ainda nao sao completamente elucidados. Pesquisadores identificaram diversos
fatores que influenciam esse processo, chamados de pilares do envelhecimento,
muitos dos quais também desempenham um papel na origem de diversas
doencas. Entre eles, destaca-se a disfungao proteostatica, que leva ao acumulo
de proteinas anormais, comprometendo fungdes celulares, e a inibicao da
autofagia, que reduz a capacidade da célula de renovar seus componentes e

eliminar estruturas danificadas (Agrawal, 2023).
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A degradacao eficiente de proteinas defeituosas é essencial para a
homeostase celular. No entanto, quando a autofagia € prejudicada, ocorre um
acumulo de mitocéndrias disfuncionais, resultando em um aumento na produg¢ao
de espécies reativas de oxigénio (ROS). O excesso dessas moléculas promove
estresse oxidativo, interagindo com proteinas, lipidios e acidos nucleicos, o que
leva a toxicidade celular e ao aumento da inflamagao. O estresse oxidativo ativa
diversas vias inflamatorias, incluindo a regulagdo do fator nuclear kappa B (NF-
KB), que estimula a producéo de citocinas pro-inflamatérias. Esse mecanismo
perpetua um ciclo inflamatério cronico, promovendo o envelhecimento celular e
contribuindo para o desenvolvimento de doengas relacionadas a idade (Wojcik
et al., 2021). Notavelmente, as células senescentes que se acumulam na pele
durante o envelhecimento tém um papel central na condugao da inflamagao da
pele (Lee et al.; Young et al., 2021). Ainda, a inflamacédo da pele pode ser
potencializada por fatores extrinsecos, como o tabagismo, acelerando o
envelhecimento da pele por meio da elevacdo da expressdao de
metaloproteinases (MMPs), envolvidas na degradacdo do colageno, fibras
elasticas e proteoglicanos (Lee et al.; Hyunji et al., 2021). Citocinas como IL-1a
e IL-18 desempenham um papel central na indugao da sintese de IL-6 derivada
de fibroblastos e de MMP-1, responsavel pela quebra do colageno intersticial
dérmico no fotoenvelhecimento (Chao; Feng et al., 2024).

A glicagcao € um processo nao enzimatico associado ao envelhecimento
da pele, no qual moléculas de agucar se ligam covalentemente a proteinas,
lipidios ou acidos nucleicos. Os produtos da glicagdo avangada (AGEs) séo
compostos complexos resultantes da reacdo entre agucares redutores, como
glicose e frutose, e biomoléculas, desencadeando modificagdes quimicas que
levam a formacgao de ligagdes cruzadas entre proteinas. Esse processo contribui
para o escurecimento dos tecidos e o aumento de sua fluorescéncia. Com o
tempo, os AGES podem interagir por meio de cadeias laterais, formando
estruturas de alto peso molecular que séo resistentes a degradacao. Além disso,
diversas células, como macréfagos, fibroblastos, células mesenquimais e
endoteliais, possuem receptores especificos para AGES, influenciando sua
funcionalidade e promovendo respostas inflamatérias (Zheng, 2019).

A preocupagdo em retardar o envelhecimento cutaneo associada ao

aumento na expectativa de vida, faz com que as pessoas busquem cada vez
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mais tratamentos faciais a fim de ndo apenas retardar o envelhecimento, mas
também promover o rejuvenescimento. Nesse sentido, a area da estética tem
crescido amplamente, na busca de tratamentos que permitam corrigir os efeitos
CGIDP2 (decapeptideo 4) do tempo e principalmente de promover o
retardo no envelhecimento (Palmieri et al., 2016).

Existem diversos tratamentos disponiveis para retardar o envelhecimento,
atuando na regeneragao celular, estimulo a produgéo de colageno e redugao do
estresse oxidativo (Palmieri et al., 2016). Entre eles, destaca-se o uso de fatores
de crescimento, como o TGFB3, o IDP2 e o IGF, os bioestimuladores e produtos
derivados de plaquetas, incluindo o Plasma Rico em Plaquetas (PRP), que
promovem a renovacao celular e melhoram a qualidade da pele. Além disso,
antioxidantes topicos e sistémicos, como vitamina C, vitamina E, resveratrol e
coenzima Q10, desempenham um papel essencial na neutralizagéo dos radicais
livres, reduzindo o estresse oxidativo e retardando o envelhecimento celular.
Terapias a laser e luz pulsada, como o laser fracionado, luz intensa pulsada (LIP)
e radiofrequéncia, sao eficazes na estimulagdo da producdo de colageno e
melhora da firmeza da pele (Palmieri et al., 2016).

Os preenchimentos e bioestimuladores, incluindo acido hialurénico,
hidroxiapatita de calcio e policaprolactona, ambos auxiliam na restauracdo do
volume facial e na sustentagao da pele, Guida et al. (2024), Palmieri et al. (2016).
A aplicacdo de toxina botulinica também é amplamente utilizada para suavizar
rugas dinamicas, prevenindo a formacao de marcas de expressao (Satriyasa,
2019). A suplementagao de colageno, por meio do consumo de colageno
hidrolisado e peptideos bioativos, contribui para a manutencédo da elasticidade
da pele. Ja os cremes e dermocosméticos, formulados com retinoides,
peptideos, acido hialurénico e niacinamida, oferecem beneficios significativos na
hidratacédo, renovacgao celular e na prevengao dos sinais do envelhecimento.
Essas abordagens, quando combinadas, proporcionam resultados eficazes na
manutengdo da saude e juventude da pele, prevenindo os efeitos do

envelhecimento precoce (Satriyasa, 2019).
1.4. Fatores de Crescimento

Os fatores de crescimento (FC) englobam uma ampla variedade de

moléculas de natureza proteica, biologicamente ativas, cuja principal funcéo é a
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regulacao do ciclo celular (Park, 2017). Em conjunto com citocinas e moléculas
sinalizadoras, os FC desempenham um papel essencial no processo de
reparagao de feridas cutaneas, influenciando o crescimento, a migracdo, a
diferenciacao e a proliferagédo celular, além de estarem envolvidos na sintese de
proteinas Cista Amara (2020), Park et al. (2017). Dessa maneira, os FC sao
fundamentais para a regulagdo de multiplas fungdes celulares, promovendo o
aumento da taxa de crescimento celular no organismo por meio proliferagéo
celular. Além disso, estao envolvidos na morfogénese de tecidos e érgados desde
a embriogénese até a vida adulta, assim como na producgao e distribuicdo de
elastina e colageno (Costa Amaral et al., 2020).

A aplicagdo dos fatores de crescimento (FC) e de outras citocinas na
regeneragao cutanea, observada em estudos clinicos, marcou o inicio da
investigacdo sobre seus beneficios para tratamentos estéticos voltados ao
rejuvenescimento e a prevencgao do fotoenvelhecimento. Em 2003, Fitzpatrick et
al. e Rostan conduziram um dos primeiros estudos que comprovaram a eficacia
dos FC no rejuvenescimento da pele foto danificada. Os resultados
demonstraram que o uso continuo por 60 dias de um gel contendo uma
combinagao de FC estimulou a proliferacao de fibroblastos e queratindcitos, com
aumento na produgao de colageno, espessamento da epiderme e melhorias na
textura da pele, bem como na redugao de rugas (Fitzpatrick et al., 2003).

Os fatores de crescimento sdo amplamente utilizados na estética facial
para estimular a regeneragao celular, a produ¢ao de colageno e a melhora da
qualidade da pele (Ulusal, 2017). Eles podem ser aplicados de diversas maneiras
para potencializar tratamentos de rejuvenescimento e regeneragao tecidual
(Ulusal, 2017).

Uma das abordagens mais comuns ¢é a bioestimulagao com PRP (Plasma
Rico em Plaquetas), que contém fatores de crescimento derivados das plaquetas
do proprio paciente. Esse método promove renovacao celular, estimula os
fibroblastos e aumenta a produgédo de colageno e elastina, sendo utilizado em
procedimentos como microagulhamento e injecao direta na pele para tratar rugas
finas, cicatrizes de acne e flacidez (Ulusal, 2017). Outra maneira de aplicagao é
por meio do uso de dermocosmeéticos formulados com fatores de crescimento
derivados de biotecnologia, como o EGF (Fator de crescimento epidermal) e o

TGFB (Fator de crescimento transformador beta). Esses produtos ajudam na
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reparacdo cutadnea, na hidratagcdo e na firmeza da pele, sendo indicados
especialmente para potencializar tratamentos apos-laser, peeling e
microagulhamento (Gomes et al., 2021).

O microagulhamento com drug delivery é outra técnica eficaz, na qual os
fatores de crescimento sao aplicados durante o procedimento para aumentar sua
absor¢cdo e otimizar a regeneracdo celular. Essa abordagem acelera a
cicatrizagéo e potencializa os resultados do tratamento (Hou et al., 2017). Além
disso, os fatores de crescimento sdo frequentemente utilizados apés
procedimentos estéticos invasivos, como laser fracionado, peeling quimico e
radiofrequéncia microagulhada, para auxiliar na recuperagao da pele, reduzindo
o tempo de downtime e melhorando os efeitos do tratamento (Meephansan et
al., 2018). Por fim, alguns bioestimuladores e preenchedores ja contém fatores
de crescimento em sua composi¢cdo, promovendo uma regeneracido mais
eficiente da pele e estimulando a produc¢ao de colageno a longo prazo (Chernoff;
Greg, 2023).

O uso dos fatores de crescimento na harmonizacgéo facial € uma estratégia
inovadora que melhora a qualidade da pele, acelera a cicatrizacio e potencializa
os resultados dos tratamentos estéticos, uma vez que promove a proliferacéo e
migracao dos fibroblastos, tornando-se um grande aliado para quem busca
rejuvenescimento e revitalizagao facial (Chen et al., 2020).

O TGF-B (fator de crescimento transformador beta) é uma citocina
multifuncional da superfamilia do TGF-B, que inclui trés isoformas
principais:TGF-1, TGF-f2 e TGF-B3, além das proteinas morfogenéticas
o0sseas (BMPs) e activinas (Park, 2025). Em mamiferos, essas trés isoformas
representam as principais formas do TGF-3, sendo o TGF-f1 o predominante na
cicatrizagado de feridas cutaneas (Park, 2025). Essas moléculas sdo produzidas
por macrofagos, fibroblastos, queratindcitos e plaquetas, atuando por meio da
ligagdo a um complexo de receptores heteroméricos (tipo | e tipo Il, serina-
treonina quinases), com auxilio de um receptor tipo lll, que apresenta o ligante
ao receptor tipo Il. Apos ativagao dos receptores, a sinalizagdo prossegue por
meio da familia de fatores de transcricdo Smad (Langton et al., 2019).

O TGF-B1 é essencial para o reparo tecidual, participando da inflamacao,
formacgao de tecido de granulagéo, angiogénese, reepitelizagdo e remodelagao

da matriz extracelular. Atua recrutando células inflamatdrias, estimula a
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producao de colageno e VEGF, facilitando a contragdo da ferida por meio da
inducdo da expressado de actina de musculo liso alfa nos fibroblastos e sua
diferenciacdo em miofibroblastos, além de modular a migracdo dos
queratinécitos (Vallée, 2019). Dependendo da fase, o TGF-B1 pode inibir ou
estimular a proliferagdo dos queratindcitos, e seu excesso leva a fibrose e
formacgao de cicatrizes hipertréficas ou queloides, enquanto niveis mais baixos,
como observado em feridas fetais, estdo associados a cicatrizagdo sem cicatriz
(Lichtman, 2016).

O TGF-B2 é essencial para manter a estrutura, firmeza, elasticidade e
reparo da pele, atuando na sintese e protegao da matriz extracelular, modulagéo
da inflamacgao e equilibrio celular dérmico (Yuan et al., 2022).

O TGF-B3 exerce fungdes distintas e essenciais tanto na pele integra
quanto durante o processo de reparo de feridas. Em condi¢gdes normais, o TGF-
B3 participa da manutengao da homeostase tecidual, controlando o ciclo celular
dos queratinécitos e limitando sua proliferagcdo excessiva (Luo, 2015). Em
resposta a lesbes, promove a re-epitelizagcéo, regula a resposta inflamatéria,
estimula a angiogénese e contribui para a formagéo do tecido de granulagéo
(Luo, 2015; Barrientos et al., 2008). Além disso, o TGF-3 facilita o recrutamento
de células inflamatérias e fibroblastos, promove a migracao dos queratindcitos,
estimula a neovascularizagéo e o rearranjo vascular (Park, 2025). Em contraste
com o TGF-B1 e o TGF-32, o TGF-B3 inibe a formacao de cicatrizes, favorecendo
uma organizacao mais adequada das fibras colagenas e proporcionando uma
cicatrizacao mais estética (Yuan et al., 2022). Em feridas crbnicas, a diminuicao
dos niveis de TGF-B3 pode comprometer sua atividade regenerativa (Barrientos
et al., 2008).

Na estética e na harmonizagao facial, o TGFB3 vem sendo amplamente
estudado pelo seu potencial de melhorar a qualidade da pele. Sua utilizagao
associada a bioestimuladores como hidroxiapatita de calcio e tecnologias como
a FBM potencializa os efeitos de rejuvenescimento e reparagédo, promovendo
uma regeneracao otimizada (Junior, 2023).

O CG IDP-2, classificado como um decapeptideo-4 de ultima geracao, é
um fragmento sintético do fator de crescimento de insulina, desenvolvido com
tecnologia nano encapsulada para assegurar maior biodisponibilidade e agao

direcionada nas trés camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme (Pai,
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2017). Sua atuacgao envolve a proliferagdo de queratinécitos e fibroblastos, o
estimulo a produgdo de matriz extracelular e o fortalecimento da arquitetura
cuténea (Dieamant et al., 2012). Tais efeitos sao validados por estudos clinicos
e histopatolégicos que evidenciam o aumento da densidade celular e a sintese
de colageno, especialmente na derme papilar (Dieamant et al., 2012).

Os peptideos, exercem uma variedade de fungdes biologicas, atuando
principalmente como moléculas sinalizadoras e reguladoras em diversos
processos fisioldgicos, como defesa, imunidade, estresse, crescimento,
homeostase e reprodugdao (Pai, 2017). Entrar com o idp2 aqui. Essas
propriedades tém sido amplamente exploradas nas areas da dermatologia e
cosmetologia, com o desenvolvimento de peptideos curtos, sintéticos e estaveis
voltados para a modulacédo da matriz extracelular, pigmentacao, imunidade inata
e inflamacao (Pai, 2017). Além disso, os peptideos sdo considerados fragmentos
funcionais de fatores de crescimento, com alta especificidade de acao, sendo
amplamente aplicados em formulagdes cosmecéuticas e terapéuticas de forma
concentrada (Pai, 2017).

O CGIDP-2 tem se mostrado promissor na cicatrizacdo de feridas
extensas, no tratamento de ulceras varicosas, queimaduras, lipodistrofias e na
prevencgao de queldides pds-cirurgicos (Polentini, 2021). Na harmonizagéo facial
e em procedimentos estéticos, o IDP2 tem sido estudado por seu potencial de
otimizar tratamentos de rejuvenescimento, gracas as suas propriedades
antirrugas, efeito lifting e estimulo ao crescimento capilar (Polentini, 2021).
Também exerce fungdes importantes no crescimento e regeneragdo da pele,
favorecendo os processos de cicatrizagao e reparacgao tecidual.

Sua capacidade de estimular a renovacado celular contribui para a
prevencao de linhas de expressdao e melhora da textura cutanea. O CG-IDP2,
uma de suas formas aplicadas, € amplamente utilizado em formulagdes voltadas
aos cuidados dermatologicos e capilares. Por suas propriedades regenerativas
e moduladoras, o IDP2 se mostra um aliado promissor na estética, promovendo
uma pele mais firme, revitalizada e com aparéncia saudavel (Polentini, 2021).
Essa amplitude de aplicagdes destaca seu valor como um recurso biotecnologico
de ponta na medicina regenerativa.

O IGF (Fator de crescimento insulinico) € um fator de crescimento

semelhante a insulina, essencial para a regeneragao celular, o crescimento
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tecidual e a manutengao da pele (Gan, 2021). Ele possui duas principais formas,
o IGF-1 e o IGF-2, ambas fundamentais para a induzir a proliferacédo e
diferenciacao celular, contribuindo diretamente para a reparacido da pele e dos
tecidos conjuntivos (Gan, 2021).0s fatores de crescimento semelhantes a
insulina (IGFs) sao produzidos principalmente pelas células hepaticas em
resposta aos horménios hipofisarios, formando um circuito de retroalimentagao
com a hipofise, o figado e a liberagdo do hormdnio liberador do hormdnio de
crescimento pelo hipotalamo (Nurwidya et al., 2016).

A atividade dos IGFs é cerca de 1% da atividade da insulina no que se
refere ao metabolismo da glicose, lipidios e proteinas. Além disso, os IGFs
desempenham um papel fundamental na diferenciacao de tecidos mioblasticos
ou osteoblasticos em musculo e osso (Fernandez et al.,2017). Para além de seu
papel como mediadores do metabolismo, o IGF-1 também esta envolvido em
disturbios do desenvolvimento e em diversas doencgas, além dos disturbios
metabdlicos e cancer (Fernandez et al., 2017).

A via de sinalizagao do IGF é composta por trés ligantes (IGF-1, IGF-2 e
insulina), trés receptores (receptor do IGF-1, IGF-1R, IGF-2R e receptor de
insulina, IR) e uma superfamilia de seis proteinas ligantes de IGF (IGFBPs 1-6)
(Baxter, 2024). O IGF-1 e o IGF-2 sao os dois unicos membros dos IGFs
identificados até o momento. Em relagdo aos mecanismos moleculares,
alteragdes transcriptbmicas, como a modulagdo de genes envolvidos na
vascularizagdo, crescimento celular, morfogénese e vias como MAPK/Wnt, sdo
observadas. A repressao da expressao de IGF-1 por Ezh2 é critica para a
diferenciagcdo adequada das células basais, enquanto o IGF-1 ativa as vias AKT
e ERK1/2 em células basais humanas, promovendo diferenciagao epitelial. Além
disso, o IGF-1 tem efeitos especificos em fibroblastos, como estimular sua
proliferacdo e diferenciagao, inibir a apoptose de miofibroblastos, levando ao
acumulo de matriz extracelular (ECM), e ativar diversas vias, como
IRS2/PI3K/Akt, Ras, MAPK, EGR-1/2 (Warnken, 2020). O bloqueio do IGF-1R
pode induzir a apoptose de fibroblastos, resultando em uma melhora na fibrose
(Hernandez et al., 2020).

O efeito anti-apoptotico do IGF-1 pode ser mediado pela ativacao das vias
ras, FOS, EGR-1, EGR-2, PI3K/Akt e/ou MAPK, e pode ser bloqueado por

anticorpos ou siRNA direcionados ao IGF-1R (Hernandez et al. , 2020). A via de
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sinalizagdo do IGF-1 esta fortemente associada a ativagao, proliferacao,
migracao e sobrevivéncia de fibroblastos e miofibroblastos pulmonares, efeitos
esses que contribuem diretamente para o acumulo de matriz extracelular e a
persisténcia da fibrose, sugerindo um papel funcional crucial no processo
fibrético (Kapoor et al., 2006). Existem alguns estudos que avaliaram o efeito do
IGF-1 nos fibroblastos, queratindcitos, bulbo capilar dentre outros (Hou et
al.,2015) porém sao poucas as informagdes sobre o uso do IGF-1 em fibroblastos
humanos e seus efeitos nessas células (Hou et al., 2015).

Apesar de sua ampla aplicagéo na dermatologia e na harmonizacéo facial,
os fatores de crescimento continuam sendo, majoritariamente, utilizados de
forma isolada, cada um visando efeitos especificos sobre proliferacdo celular,
sintese de matriz extracelular ou reparagao tecidual. Embora haja estudos
avaliando combinag¢des entre diferentes fatores de crescimento e, mais
recentemente, associagdes com tecnologias como a fotobiomodulagdo, os
resultados permanecem heterogéneos e, em muitos casos, inconclusivos. A
auséncia de padronizacdo quanto a concentracdes, formulagbes, modelos
experimentais e protocolos de aplicacao dificulta a identificacdo de reais efeitos
sinérgicos. Dessa forma, embora apresentem grande potencial terapéutico, as
evidéncias cientificas atuais ainda sao insuficientes para definir com precisao os
beneficios das combinacbes de fatores de crescimento, reforcando a
necessidade de estudos controlados que elucidem seus mecanismos, interacoes

e eficacia.
1.5 Fotobiomodulagao — Luz Vermelha

A FBM anteriormente conhecida como terapia com luz de baixa intensidade
(LLLT) ou fototerapia com laser, utiliza luz monocromatica ou quase
monocromatica, na faixa oOptica de aproximadamente 600 a 1000 nm, para
promover tratamentos nao térmicos e ndo destrutivos em diversas condigdes
envolvendo tecidos moles e neuroldgicos, interagindo com as células e tecidos,
sendo capaz de promover a proliferacdo celular, modulagdo inflamatdria,
modulagao do sistema linfatico e reparagao tecidual (Karu, 2013).

Tanto os lasers de baixa intensidade quanto os LEDs podem ser empregados
na FBM. A principal diferenga entre esses dispositivos esta na coeréncia do feixe
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de luz emitido. Enquanto os lasers produzem luz monocromatica, colimada e
coerente, ou seja, com ondas alinhadas em fase os LEDs emitem luz de forma
nao colimada e, portanto, incoerente. Apesar dessa diferenca fisica, estudos in
vitro e in vivo demonstraram que ambos os dispositivos sédo eficazes no estimulo
a proliferagao de fibroblastos, a sintese de colageno e a angiogénese, processos
fundamentais para o reparo tecidual. Assim, tanto o laser quanto o LED séo
considerados apropriados para aplicagdes terapéuticas na FBM (Maghfour et al.,
2024).

O mecanismo de acdo da FBM pode ser dividido em primario e
secundario. Os efeitos biolégicos da FBM resultam da interagdo entre os fétons
emitidos por lasers e LEDs terapéuticos de baixa poténcia e cromoforos
enddégenos especificos, também chamados de fotorreceptores. Quando um
fotorreceptor absorve um féton, sua energia é elevada do estado fundamental
para um estado excitado (Pourhajibagher, 2025).Como esse estado € instavel, o
fotorreceptor retorna ao seu estado original, liberando o excesso de energia para
outras moléculas, o que desencadeia uma série de reagdes biolégicas, como o
aumento da transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial,
producao de radicais livres e modulagao da forga motriz de prétons e do potencial
da membrana mitocondrial (Karu, 2014).

Essas reagbes compdem o0s mecanismos primarios da FBM, que
envolvem principalmente a absorgédo de fétons por cromoforos celulares sendo
a mitocbndria o principal deles. Os cinco principais mecanismos primarios
descritos sao: (1) alteragcao nas propriedades redox dos componentes da cadeia
respiratoria apods excitacao; (2) liberagao de 6xido nitrico do centro catalitico da
citocromo ¢ oxidase; (3) formacdo de oxigénio singleto; (4) aquecimento
transitorio local dos cromoforos; e (5) aumento na produgao de anion superoéxido,
seguido pelo aumento das espécies reativas derivadas de sua dismutagao
(Passarella, S.; Karu, T., 2014). J& os mecanismos secundarios correspondem
as respostas bioldgicas desencadeadas por essas alteragdes iniciais, incluindo
(1) modificagdo do metabolismo celular; (2) aumento da sintese de colageno por
fibroblastos; (3) elevagdo do potencial de acao em células nervosas; e (4)
estimulo a formagédo de DNA e RNA no nucleo celular (Luna, 2020).

O LED possui alguns comprimentos de onda com diferentes graus de

absorcao, espalhamento e reflexdo. Entre eles, destaca-se o LED azul, que
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emite feixes de luz com propriedades bactericidas, com comprimento de onda
de 470 nm, sendo sensivel a membrana plasmatica bacteriana, o que impede as
trocas metabdlicas e induz a autodestruicdo da célula. Ja os LEDs verdes (530
nm) apresentam efeitos anti-inflamatorios, atuando diretamente em células como
monadcitos, linfocitos, plasmécitos e macréfagos. Os LEDs ambar, com
comprimento de onda de 590 nm, estimulam a producdo de colageno e
promovem aumento da circulagdo sanguinea e da nutricdo cutédnea. Por sua vez,
os LEDs vermelhos (660 nm) atuam na inibicdo de mediadores quimicos
envolvidos na cascata inflamatéria. Finalmente, o LED infravermelho, com
comprimento de onda de 808 nm, contribui para o aumento da absorgao
energeética celular, promovendo a ativagédo das células e favorecendo a recepg¢ao
de ativos (Sorbellini, 2018).

Diferentes comprimentos de onda podem ser produzidos dependendo da
composi¢ao do semicondutor utilizado, e os sistemas de LED podem emitir luz
tanto de forma continua quanto pulsada. Os comprimentos de onda empregados
em FBM variam de 400 a 1200 nm, sendo que os comprimentos de onda maiores
tém maior capacidade de penetragcao nos tecidos, de acordo com Catéo et al.
(2013) e Baldassarro et al. (2023).

A pele apresenta uma janela de comprimento de onda éptico entre 600 e
1.300 nm, na qual os coeficientes de absor¢cao da melanina, hemoglobina e agua
sao relativamente baixos. Com o aumento do comprimento de onda, as reacdes
que favorecem a formacao de oxidantes reativos tendem a diminuir, uma vez
que ha uma reducdo na quantidade de espécies fotossensibilizadoras
endégenas (EP) presentes na pele humana nesse intervalo de ondas.

A FBM influencia a pele de acordo com os principios da hormese, que
postula que um agente, substancia ou estimulo pode gerar uma resposta bifasica
em relagao a dose (Felician et al., 2023). Em intensidades de luz mais baixas,
observa-se uma resposta estimulante, enquanto em intensidades mais altas, os
efeitos tendem a ser inibitérios. Além disso, diferentes células e tecidos
absorvem luz em diferentes comprimentos de onda, o que esta diretamente
relacionado a profundidade de penetracdo que esses comprimentos devem
atingir. Os fotossensibilizadores endégenos, presentes em concentracdes e
localizagbes especificas, sdo responsaveis por absorver a radiagdo e gerar

estados excitados e oxidantes reativos, responsaveis pelas diferentes respostas
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da pele durante e apds a exposicao solar ou protocolos de irradiagao (Bastos et
al.,, 2023). Entre esses fotossensibilizadores enddgenos estdo pequenas
moléculas como vitaminas (nicotinamida, flavina, folato), aminoacidos, cofatores,
bilirrubina, B-caroteno, bem como macromoléculas como proteinas, acidos
nucleicos, glicanos e opsinas (de Assis et al., 2021).

Nesse contexto, a luz vermelha (630-700 nm) destaca-se por sua
capacidade de alcancar a derme, ativando fibroblastos e aumentando a
expressdao de fatores de crescimento como o procolageno tipo 1 e a
metaloproteinase de matriz-9 (MMP-9) (Travi, 2013). Comparada a luz azul e
verde, a luz vermelha penetra mais profundamente na pele, uma vez que seus
fétons sdo menos dispersos e absorvidos pelos fotossensibilizadores enddégenos
(de Assis et al.,, 2021). Como resultado, ocorre uma formacao reduzida de
estados excitados e oxidantes reativos, diminuindo o risco de dano a arquitetura
bioldgica da pele, a quantidade total de oxidantes induzidos por essa faixa de luz
€ até sete vezes menor do que em outras regides do espectro visivel (Zastrow
et al., 2009). Essa menor absorgao permite que a pele experimente de forma
mais efetiva os efeitos bioestimulantes da interagao luz-pele, incluindo a ativagao
de vias de sinalizacdo, como a via Nrf2, que promove alteracdes metabdlicas
favoraveis dentro das células (de Assis et al., 2021).

A FBM, portanto, exerce efeitos que dependem diretamente do estado
fisiologico do tecido-alvo e da maneira como cada comprimento de onda é
absorvido pelos diferentes tipos de tecidos (Soberllini, 2018). Na pele, a FBM
tem sido amplamente utilizada para promover cicatrizagao, alivio da dor, reducao
de edema e prurido, além de estimular a producdo de colageno e elastina,
contribuindo para maior firmeza, elasticidade e diminui¢gdo de rugas e linhas finas
(Bensadoun, 2018).

Recentemente, diversos estudos vém explorando protocolos especificos
de irradiagdo com foco especial nas aplicagdes estéticas da luz vermelha (600—
700 nm). Evidéncias demonstram que doses entre 15-20 J/cm? promovem
melhorias significativas na qualidade da pele, incluindo aumento da elasticidade
e densidade cutanea, reducédo da aspereza e do didametro dos poros, além da
regulacao da produgao de sebo (Couturaud et al., 2023). A luz vermelha também

tem papel importante na repitelizagao e retragao de feridas, sobretudo nas fases
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finais da cicatrizagao (Simdes et al., 2020), favorecendo a restauragao da fungao
de barreira da pele (Abe et al., 2019).

Um dos efeitos mais marcantes da FBM é a estimulagao da proliferagao
celular, observada em varios tipos celulares sob exposi¢ao a fontes de luz entre
600 e 900 nm (Tang et al., 2023). Esses beneficios estao fortemente associados
a acao da luz vermelha sobre os fibroblastos, resultando em maior atividade
metabdlica (George et al., 2018) e aumento da sintese de colageno, elastina e
acido hialurénico (Kim Y. et al., 2015; Kim B. et al., 2019). Além disso, a luz
vermelha também contribui para processos celulares fundamentais, como a
reparacado do DNA em fibroblastos (Kim H. et al., 2017).

Alguns estudos avaliaram modulacdo da atividade dos fibroblastos
através de alguns fatores de crescimento, em associacdo a luz vermelha,
representando uma abordagem promissora para otimizar os processos de
cicatrizacao, reparo tecidual e rejuvenescimento, segundo Teodoro et al. (2020),
Costa Amaral et al. (2020), Guo et al. (2020).

Estudos recentes tém investigado a acdo da luz vermelha sobre
fibroblastos dérmicos, células essenciais na manutencdo da homeostase da
matriz extracelular e fundamentais nos processos de cicatrizagdo (Mamalis,
2016). Durante a regeneragao tecidual, a sintese de proteinas estruturais é
ativada, sendo a desregulacdo desse processo um fator chave em patologias
como a fibrose cutanea (Andrews et al., 2016). A exposigao a luz vermelha tem
demonstrado acelerar o processo de reparo (Felician et al., 2023) e modular a
expressao de genes relacionada a matriz extracelular, como metaloproteinases
(MMPs), seus inibidores (TIMPs) e colageno (COL) (Li et al., 2020).

Em protocolos frequentemente utilizados na fotobiomodulagéo (FBM),
emprega-se luz vermelha de 660 nm associada a uma fluéncia de 5 J/cm?
geralmente aplicada em dose unica sobre culturas celulares, com avaliacdo dos
desfechos em diferentes tempos pés-irradiagao (24, 48 e 72 horas). Nesses
modelos, observou-se reducdo na expressao de MMP3 e MMP9, além de
aumento na expressdao de COL1A1 e TIMP1, tanto em fibroblastos normais
quanto em condi¢des adversas, como hipdxia ou diabetes (Ayuk et al., 2018).
Kim et al. (2015) também relataram diminui¢cdo na expressdo de MMP1 e MMP2,
acompanhada de aumento na expressao de COL1A1, embora sem alteragcao na

quantidade da proteina colageno tipo |, sugerindo modulagbes em etapas pos-
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transcricionais. Por outro lado, alguns estudos apresentam resultados
divergentes. Lee et al. (2024) observaram aumento simultdneo na expressao de
MMP1, MMP3 e COL1A1 apds exposigao a luz de 628 nm cm fluéncia de 6 J/
cm?, indicando que o comportamento celular pode variar conforme o
comprimento de onda, a fluéncia e o contexto experimental.

Na literatura, os protocolos de fotobiomodulagdo mais frequentemente
aplicados em modelos in vitro, em fibroblastos humanos, utilizam luz vermelha
na faixa de 630-660 nm, com fluéncias em torno de 5-6 J/cm?, demonstrando
aumento da sintese de colageno e redugédo da expressao de metaloproteinases
(Guo et al., 2015; Ayuk et al., 2018; Lee et al.,, 2024). Em modelos in vivo,
destacam-se aplicagdes no infravermelho préximo, como 808 nm com 5 J/cm?,
que promovem aceleragao da cicatrizagao, epitelizacao e deposig¢ao de colageno
em feridas cutaneas (Lau et al., 2015). Ja em ensaios clinicos, protocolos com
LEDs de 633-830 nm, aplicados em sessdes de 20 minutos, duas vezes por
semana, tém mostrado aumento da atividade fibroblastica, da sintese de
colageno e elastina, além da modulagcdo de citocinas e inibidores de
metaloproteinases (Lee et al., 2007; Choi et al., 2019).

De forma geral, os achados confirmam que a fluéncia e o comprimento de
onda sado determinantes para os efeitos celulares e teciduais, reforcando a
necessidade de otimizagdo da dosimetria em protocolos voltados a estética e
rejuvenescimento.

Um recente estudo utilizou o fator de crescimento epidérmico e a
associagao da luz vermelha com objetivo de investigar os efeitos do EGF
associado a FBM sobre o processo de cicatrizagdo em modelo experimental de
feridas cutaneas em ratos de acordo com Costa e Busanello et al. (2023). No
estudo, foram utilizados 40 ratos Wistar, divididos aleatoriamente em quatro
grupos experimentais: grupo controle (sem tratamento), grupo tratado com EGF
tépico, grupo tratado com FBMT-LED e grupo com tratamento combinado EGF
+ PBMT. A aplicagao dos tratamentos iniciou-se imediatamente apds a indugao
da ferida e foi realizada diariamente por oito dias consecutivos. A terapia com
LED foi aplicada previamente ao EGF, em um unico ponto central da lesdo. A
avaliacao dos efeitos terapéuticos incluiu analises macroscopicas, histolégicas,
morfométricas e imunohistoquimicas, com foco na expressdo de marcadores

relacionados a inflamagdo (COX-2), angiogénese (VEGF) e remodelagéao
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tecidual (TGF-B). Os resultados demonstraram que a associagado entre EGF e
FBMT proporcionou o maior indice de cicatrizagao. Morfologicamente, todos os
grupos tratados apresentaram melhora nos parametros inflamatérios e
regenerativos, porém o grupo EGF + PBMT destacou-se com maior extensao de
neoepitélio e aumento exclusivo da expressao de TGF-f, além da reducéo de
COX-2 e elevacao de VEGF.Com base nesses achados, concluiu-se que tanto
o EGF quanto a FBMT-LED atuam de forma efetiva na modulagao da resposta
inflamatoria e na estimulagdo da angiogénese. No entanto, a terapia combinada
demonstrou um efeito superior, sugerindo-se como uma estratégia promissora
para otimizar o tratamento de feridas cutdneas em contextos clinicos (Costa;
Busanello et al., 2023).

Um outro estudo avaliou a combinacao do laser Er:-YAG de 2940 nm com
o fator de crescimento fibroblastico e o led vermelho em estrias albas. De acordo
com Shen et al. (2017), o uso do rb-bFGF reduziu o tempo de cicatrizacéo e
acelerou a regeneracao da ferida, o que foi benéfico para diminuir o risco de
infeccdo. Uma semana apos o tratamento com o laser Er:-YAG AFL, os pacientes
receberam sessdes de LED-RL a cada 7 dias, por trés sessoes, entre os dois
tratamentos com o laser Er:YAG de 2940 nm, reduzindo a vermelhidado causada
por inflamacdes ou irritagdes cutdneas apods os tratamentos com laser de alta
poténcia (Shen et al., 2017).

Existem evidéncias em protocolos corporais, como relatado por
Disphanurat (2020), que demonstram os beneficios do uso de fatores de
crescimento em gel associados a lasers de alta poténcia na melhora da textura
da pele em estrias albas, com resultados observados apés 30 dias de
tratamento. Entretanto, ainda sdo escassas na literatura cientifica as
investigagcbes sobre protocolos faciais que combinem fatores de crescimento
com a aplicagdo de luz vermelha. Sabe-se, entretanto, que a luz vermelha
estimula a atividade mitocondrial e eleva a produc¢ao de ATP, o que potencializa
a acao dos fatores de crescimento ao promover a proliferacdo celular e acelerar
0 processo de reparo tecidual. Essa sinergia confere a associagdo um grande
potencial terapéutico em tratamentos como estrias, cicatrizes, rejuvenescimento

cuténeo e recuperagao pos-procedimentos a laser (Disphanurat, 2020).
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2. JUSTIFICATIVA

O envelhecimento cutdneo é um processo biolégico inevitavel e
multifatorial, marcado por mudangas estruturais e funcionais na pele, que
resultam na perda da elasticidade, firmeza e luminosidade da mesma. Com o
passar dos anos, a capacidade da pele de regenerar e reparar-se diminui,
principalmente devido a redugao na produgao de colageno e elastina, proteinas
fundamentais para a sustentacdo e aparéncia da pele. Fatores internos, como
genética e alteragbes hormonais, juntamente com fatores externos, como a
exposi¢ao crbénica ao sol, poluicdo e estresse, aceleram esse processo de
envelhecimento, tornando-se o principal desafio para a medicina estética. Além
disso, o envelhecimento cutaneo nao se limita apenas a uma mudanca estética,
mas também esta relacionado a uma diminuigdo funcional da pele, impactando
sua resisténcia a agressdes e sua capacidade de regeneragao.

A busca por alternativas eficazes para retardar os sinais do
envelhecimento tem sido um dos principais focos da medicina estética. Nos
ultimos anos, diversas abordagens tém sido estudadas, incluindo tratamentos
tépicos, procedimentos invasivos e ndo invasivos, com o objetivo de estimular a
regeneragao celular, melhorar a producao de colageno e restaurar a saude e
aparéncia da pele. Entre essas alternativas, os fatores de crescimento (FC) tém
mostrado grande potencial devido a sua capacidade de estimular processos
celulares cruciais para a regeneragao da pele, como a proliferagdo, migracao e
diferenciagcdo celular, além de promoverem a sintese de novas fibras de
colageno e elastina. Fatores de crescimento como o TGF-B3 e IGF tém sido
amplamente estudados na estética clinica devido a sua capacidade de modular
processos de cicatrizagdo, rejuvenescimento e reparagao tecidual.

Na medicina estética, a FBM tem se destacado como uma abordagem
nao invasiva promissora para o tratamento de diversos sinais do envelhecimento
cutaneo. A luz vermelha, com comprimento de onda em torno de 660nm, tem
sido amplamente utilizada devido ao seu potencial em promover a regeneragao
celular, melhorar a circulagdo sanguinea local e estimular a produgdo de
colageno nos fibroblastos dérmicos. Esse efeito € mediado pela absorg¢ao da luz
pelas mitocondrias, que induz a produgao de ATP (energia celular), ativando vias

celulares responsaveis pelo reparo e rejuvenescimento da pele. A combinagao
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da FBM com fatores de crescimento, como o TGF-3, IDP2 e IGF, representa
uma estratégia inovadora para potencializar os efeitos regenerativos da luz,
criando um ambiente propicio a regeneragao da pele.

No entanto, embora esses tratamentos tenham mostrado resultados
promissores de forma isolada, o efeito combinado dos fatores de crescimento
TGF-B3, IDP2 e IGF com a FBM utilizando luz vermelha (660nm) em fibroblastos
dérmicos humanos ainda € amplamente desconhecido. Este € um ponto crucial,
pois a interagdo entre essas terapias pode proporcionar uma abordagem
sinérgica, potencializando ainda mais os efeitos regenerativos e
rejuvenescimento da pele. Portanto, é fundamental investigar como essa
combinagdo pode influenciar a atividade dos fibroblastos, a producédo de
colageno e elastina, e os mecanismos moleculares envolvidos no processo de

reparagao e rejuvenescimento cutaneo.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da FBM com comprimento de onda de 660nm na presenca
de fatores de crescimento TGF-B3, IDP2 e IGF em fibroblastos dérmicos

humanos.
3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a viabilidade de fibroblastos dérmicos humanos apos 24h, 48h e
72h de tratamento com a FBM associada aos fatores de crescimento
Nanofatores TGF 33+IDP2+IGF (1%).

e Avaliar a expressao dos genes COL3A1, COL1A1, ELASTINA, TGF-38
apos 48h de tratamento com a FBM associada aos fatores de crescimento
Nanofatores TGF B3+IDP2+IGF (1%).
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4. MATERIAIS E METODOS

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 sodio e
1% de aminoacidos ndo-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-B3, 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-B3, IDP2 e IGF (PHD do Brasil), diluido 1:3 em
meio de cultura completo com 10% de FBS.

e FBMV: células submetidas ao tratamento com FBM em comprimento de
onda vermelho (LEDbox BioLambda, Sao Paulo, Brasil) com comprimento
de onda de 660nm), de acordo com os parametros dosimétricos descritos
na Tabela 1.

e Fator de crescimento FC (1:1) + FBMV: células submetidas ao
tratamento com fator de crescimento TGF-3, IDP2 e IGF (PHD do Brasil)
e FBM em comprimento de onda vermelho de acordo com os parametros
dosimétricos descritos na Tabela 1.

e Fator de crescimento FC (1:3) + FBMV: 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 vermelho de acordo com os parametros

dosimétricos descritos na Tabela 1.
4.3. Fotobiomodulagao

O equipamento utilizado para a terapia de fotobiomodulagéo foi o LED Box®
(BioLambda, Brasil), desenvolvido para aplicagbes em biofotbnica e
fotomedicina. O sistema opera por meio de emissores de LEDs de alta poténcia,
disponibilizando diferentes comprimentos de onda na faixa do vermelho visivel
(630-660 nm). O dispositivo permite o ajuste preciso dos parametros de
irradiacao, incluindo poténcia de saida (mW), densidade de energia (J/cm?),
tempo de exposicéo (s ou min) e area do feixe (cm?), garantindo padronizagao
dos protocolos e reprodutibilidade experimental Tabela 1.0 equipamento emite
luz vermelha (660 nm) com densidade de energia de 5,04 J/cm?, apresentando
feixe homogéneo (>90%) e area de irradiagdo de 163 cm?.As irradiagdes foram
realizadas posicionando-se as placas de cultura contendo fibroblastos da
linhagem HFF-2, 3,84 x 10° encostados na fonte emissora, assegurando
distribuicdo homogénea da luz sobre toda a area da amostra. O procedimento
foi conduzido em ambiente estéril, dentro de capela de fluxo laminar, com o
equipamento previamente calibrado por espectrometro certificado. A irradiacao
foi realizada uma unica vez, 24 horas apds a colocacdo dos fatores de
crescimento, de forma pontual e uniforme sobre cada pogo, conforme o protocolo
experimental definido para os grupos submetidos a fotobiomodulagao isolada e
combinada aos fatores de crescimento. Durante o processo, a temperatura foi
monitorada e mantida constante, evitando aquecimento da amostra. Apds a
irradiagao, as células foram retornadas a estufa (37 °C, 5% CO,) até os periodos
de analise de 24 h, 48 h e 72 h para os ensaios de viabilidade celular e expressao

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

Parametros Tipo fonte (laser/LED)
Comprimento de onda [nm] 660
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
Duracéao da exposigao [s] 102
Exposigao radiante [J/cm?] 5,04
Energia radiante [J] 8,16
Técnicas de aplicagao Em contato
Numero e frequéncia das sessdes de 1
tratamento

Fonte: autora, 2026.

4.4. Analise da viabilidade celular

A irradiacao das placas foi feita colocando-se a placa diretamente sobre
a fonte de luz. As placas do grupo controle permaneceram da incubadora pelo
mesmo periodo de irradiacao. A irradiagao foi feita imediatamente apds a
colocacgao dos fatores de crescimento. 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 tetrazoélio MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -5-(3-
carboximetoxifenil) -2-(4-sulfofenil) -2H-tetrazolio) por enzimas mitocondriais
ativas em células metabolicamente funcionais, resultando na formagao de um
produto soluvel em meio aquoso, cuja concentragéo € proporcional ao numero
de células viaveis. Para isto, foram semeadas 4x10* 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 incubagado, o meio de cultura foi removido, os pocos foram lavados
com PBS e 10 uL de MTS foi adicionado em 90 uL de DMEM sem FBS por poco.
As células foram incubadas no escuro por 2h a 37°C. Apods este periodo, a
absorbancia foi mensurada em espectrofotdmetro Synergy H1 (BioTek) em
comprimento de onda de 490 nm. Os valores obtidos foram utilizados para
comparar a viabilidade celular entre os grupos experimentais, sendo expressos

como percentual em relagdo ao grupo controle no periodo de 24h. Apds a analise



48

da absorbancia do ensaio de MTS, a viabilidade celular foi confirmada por meio
do ensaio de cristal violeta, técnica baseada na coloragéo 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
150 uL de PBS e, posteriormente, foi adicionado 150 pyL de paraformaldeido a
4% por 20 minutos. Em seguida, os pogos foram lavados com 150 pyL de PBS e
foi adicionado 50 uL de cristal violeta 0,5% por 15 minutos. A placa foi entdo
lavada em agua corrente 4 vezes e mantida por 24h em temperatura ambiente
para secagem. Apoés este periodo, foi adicionado 100 pL de alcool metilico por
poco e a placa foi mantida em agitagcao 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 570
nm, 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 relagdo ao grupo controle no periodo de
24h.

4.5. Analise de expressao génica
4.5.1. Extracdo de RNA

O RNA total foi purificado utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen), de
acordo com as instrucdes 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 1ug de DNAse | Amplification Grade (Invitrogen)
por 15 min a temperatura ambiente para eliminagdo do DNA genbmico
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
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recomendagdes do fabricante, seguido de incubacdo 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 utilizacao.
4.5.3. PCR quantitativo em tempo real (qPCR)

As reacgbes de qPCR 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 amplificacdo especifica dos transcritos a partir do
cDNA de cada amostra, as reagdes foram realizadas em volume final de 10uL,
sendo 1 ul de cDNA (10ng), 5ul de Power SYBR™ Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), primers especificos para cada alvo, de acordo com a
concentragcédo 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 quantificagdo da

expresséo génica foi realizada de acordo com o método 2-22Ct (Zhu et al. ,2019).



50

Tabela 2. Descrigéo dos genes avaliados por RT-gPCR, de acordo com a
sequéncia de primers e concentracgao utilizadas

Gene Primers (5'-3) Concentragdao  Tm(°C)
(nM)
COL3AT F: AATCAGGTAGACCCGGACGA 75 62

R: TTCGTCCATCGAAGCCTCTG

COL1AT F: 5> GGCCCTCAAGGTTTCCAAGG 200 62
3,

R: 5 CACCCTGTGGTCCAACAACTC
33

ELASTINA  F: AGGTATCCCATCAAGGCCCC 100 62

R: TTTCCCTGTGGTGTAGGGCA

TGF-B F: 400 62
CAGAAATACAGCAACAATTCCTGG

R:
TTGCAGTGTGTATCCGTGCTGTC

Fonte: autora, 2026.

4.6. Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata 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 normalidade One
Sample t Test. Para as variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal,
empregou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparagao entre
os grupos. Nos casos em que os dados apresentaram distribuicdo normal, foi
aplicada a analise de variancia (ANOVA) one-way. Adotou-se um nivel de
significancia de p < 0,05 para todas as analises.
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5. RESULTADOS

5.1. Viabilidade celular por MTS

Apods 24 horas (Figura 2), foi observado que a viabilidade celular dos
diferentes grupos experimentais foi semelhante ao grupo controle, ndo havendo

diferenga estatistica significante entre os grupos.
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Figura 2. Analise da viabilidade celular por MTS ap6s 24h do tratamento com
FC nas proporgdes 1:1 e 1:3, associados ou ndo a FBM com LED 660nm.
*p<0,05, **p<0.001

Apods 48h foi observada uma diferenga significativa apenas ao comparar
os grupos FC 1:1 e FC 1:3+FBMV, sendo o ultimo a apresentar maior viabilidade
celular, ndao havendo diferenca significativa entre os demais grupo e quando

comparados com grupo controle (Figura 3).
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Figura 3. Analise da viabilidade celular por MTS ap6s 48h do tratamento com
FC nas proporg¢des 1:1 e 1:3, associados ou ndo a FBM RLT com LED 660nm.
*p<0,05, **p<0.001.

Em 72h, houve reducéo estatistica significante da viabilidade celular entre
0 grupo controle quando comparado com o grupo FC 1:1 (p<0,001) e FBMV +
FC 1:1 (p<0,05) (Figura 4), nao trazendo beneficios as células. Adicionalmente,
foi observado menor viabilidade celular no grupo FBMV + FC 1:1 em relagéo ao
grupo FBMV (p<0,001). Além disso, o grupo FBMV + FC 1:3 apresentou maior
viabilidade celular quando comparado com o grupo FBMV + FC 1:1 (p<0,05).
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Figura 4. Analise da viabilidade celular por MTS apds 72h do tratamento com
FC nas proporcoes 1:1 e 1:3, associados ou ndao a FBMV com LED 660nm.
*p<0,05, **p<0.001

5.2 Analise de viabilidade celular 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 horas de exposigao (Figura 5), os grupos tratados com FC (1:1 e
1:3) apresentaram resultados comparaveis ao grupo controle. Entretanto, o
FBMV isolado, e especialmente suas combinagcbes com FC, promoveram
reducao significativa no numero de células viaveis.

Apoés 48 horas e 72 horas (Figura 6 e 7), os resultados obtidos foram
consistentes com os observados no ensaio de MTS. O FBMV, principalmente
quando combinado ao FC, promoveu uma reducdo mais acentuada da
viabilidade celular ao longo do tempo. As redugdes observadas foram

estatisticamente significativas, indicadas por *p < 0,05 e **p < 0,001.
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Figura 5. Analise da viabilidade celular por meio do ensaio de cristal violeta
na linhagem HFF-2 apos 24h do tratamento com FC 1:1, FC 1:3, FBMV,
FBMV+FC 1:1, FBMV + FC 1:3. Dados representam o valor em porcentagem
das células viaveis em cada grupo em relagéo ao grupo Controle no periodo
de 24h. *p<0,05, **p<0.001 (One-way ANOVA seguido do teste de Kruskal-
Wallis).

48h
2m- - _es -

v
a 1 —— -
» Y
3 100~ £
o B
o 50

0-

$ AN AN sx L I
NN NN
S0 L PO L

°°° Ll _Q _‘c

&g

&

Figura 6. Analise da viabilidade celular por meio do ensaio de cristal violeta
na linhagem HFF-2 apds 48h do tratamento com FC 1:1, FC 1:3, FBMV,
FBMV+FC 1:1, FBMV + FC 1:3. Dados representam o valor em
porcentagem das células viaveis em cada grupo em relagado ao grupo
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Figura 7. Analise da viabilidade celular por meio do ensaio de cristal violeta na
linhagem HFF-2 apds 72h do tratamento com FC 1:1, FC 1:3, FBMV, FBMV+FC
1:1, FBMV + 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,
**p<0.001 (One-way ANOVA seguido do teste de Kruskal-Wallis).

5.3 ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENES COL3A1,COL1A1, ELASTINA,
TGFB

Como foi observada a reducao da viabilidade celular com o parametro FC
1:1 no periodo de 48h e 72h, a andlise da expresséo génica foi realizada nos
grupos FC 1:3, FBMV e FBMV+FC 1:3.

Na analise da expressdo do gene COL7A71, houve um aumento
significante em todos os grupos avaliados quando comparado ao grupo controle
(p<0,05). Interessantemente, houve uma redugdo dos niveis de mRNA de
COL1A1 no grupo FBMV + FC 1:3 em relagao ao grupo FBMV (p<0,001) (Figura
8).
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Figura 8. Analise da expressado génica por PCR em tempo real (QPCR) de
COL1A1 nos grupos tratados com FC 1:3, FBMV e FBMV + FC 1:3, em
comparagao ao grupo Controle. One Sample t Test, utilizado para comparacgéao
dos valores de expressdo 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.

Todos os tratamentos aumentaram a expressao de COL7A1 em relagao
ao Controle (p<0,05), sendo que a combinacdo FBMV + FC 1:3 apresentou
niveis significativamente menores que o FBMV isolado (**p<0,001). A diferenga
entre os grupos foi determinada por meio dos testes estatisticos 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 grupos, *p<0,05; **p<0,001.

Em relacdo ao COL3A, todos os tratamentos também levaram a um
aumento significativo em comparagéo ao controle (p<0,05), sem diferengas
estatisticas relevantes entre os grupos FC 1:3, FBMV e FBMV + FC 1:3, como
evidenciado pela auséncia de marcagdes de significancia entre eles. (Figura 9).
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Figura 9. Anadlise da expressado génica por PCR em tempo real (QPCR) de
COL31A nos grupos tratados com FC 1:3, FBMV e FBMV + FC 1:3, em
comparagao ao grupo Controle. One Sample t Test, utilizado para comparacéao
dos valores de expressdo génica em relagdo ao grupo controle, e One Way
ANOVA, empregado para a comparagao multipla entre os grupos.

Todos os tratamentos aumentaram todos os grupos tratados
apresentaram aumento significativo em relagdo ao Controle (p<0,05), sem
diferengas entre os protocolos. A diferenga entre os grupos foi determinada por
meio dos testes estatisticos One Sample t Test, utilizado para comparacgao dos
valores de expressao génica em relagao ao grupo Controle, e One Way ANOVA,
empregado para a comparagao multipla entre os grupos, *p<0,05; **p<0,001.

Na analise da Elastina, verificou-se apenas uma tendéncia de aumento
com o FBMV e com a combinagdo, sendo que somente o grupo FC 1:3
apresentou incremento significativo em relagdo ao controle (p<0,05). Ndo foram

observadas diferengas significativas entre os trés grupos tratados (Figura 10).
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Figura 10. Analise da expressado génica por PCR em tempo real (QPCR) de
Elastina nos grupos tratados com FC 1:3, FBMV e FBMV + FC 1:3, em
comparagao ao grupo Controle. One Sample t Test, utilizado para comparacgéao
dos valores de expressdo génica em relacdo ao grupo controle, e One Way
ANOVA, empregado para a comparagao multipla entre os grupos. **p<0,001;
**p<0,001.

Observou-se aumento significativo apenas no grupo FC 1:3 em relagao
ao Controle (p<0,05), enquanto os demais grupos nao apresentaram diferencas
relevantes. A diferenca entre os grupos foi determinada por meio dos testes
estatisticos One Sample t Test, utilizado para comparacdo dos valores de
expressao génica em relacdo ao grupo Controle, e One Way ANOVA,
empregado para a comparagao multipla entre os grupos, *p<0,05; **p<0,001.

Todos os tratamentos elevaram a expressao de TGFB1 em relagdo ao

controle (p<0,05), sem diferencas estatisticas entre os grupos ativo (Figura 11).



59

TFGB1
4
S *
g = - *
Sxad =11 -
c Q
£Q
e X
€9 24
o ™~
1w R
35
SR 14
S
3
wi
0 1 1
o) N D
NS
43(
&
Grupos

Figura 11. Analise da expressado génica por PCR em tempo real (QPCR) de
TGFB1 nos grupos tratados com FC 1:3, FBMV e FBMV + FC 1:3, em
comparacgao ao grupo Controle. One Sample t Test, utilizado para comparacgao
dos valores de expressdo génica em relagdo ao grupo controle, e One Way
ANOVA, empregado para a comparagao multipla entre os grupos. *p<0,05;
**p<0,001.

Todos os grupos tratados apresentaram aumento significativo em relagao
ao Controle (p<0,05), sem diferencas estatisticas entre os protocolos avaliados.
A diferenca entre os grupos foi determinada por meio dos testes estatisticos One
Sample t Test, utilizado para comparacao dos valores de expressao génica em
relacéo ao grupo Controle, e One Way ANOVA, empregado para a comparacgao
multipla entre os grupos, *p<0,05; **p<0,001.

Os genes COL1A1, COL3A1 e TGFB1 apresentaram aumento
significativo de expressao em todos os grupos tratados em comparagado ao
controle. Para elastina, apenas o grupo tratado com FC 1:3 mostrou elevagao
significativa, enquanto os demais apresentaram apenas tendéncia de aumento
sem alcancgar significancia estatistica. A associagdéo FBMV + FC 1:3 nao
potencializou os efeitos observados; pelo contrario, no caso de COL1A1, a
expressao foi menor do que no tratamento com FBMV isolado.
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6. DISCUSSAO

Este estudo avaliou o efeito da FBM com luz vermelha de 660 nm, isolada
e associada aos fatores de crescimento TGF-B3, IDP2 e IGF em fibroblastos
dérmicos humanos. Ressalta-se que, embora os fatores de crescimento e a FBM
sejam amplamente estudados isoladamente no reparo tecidual e estética, o
efeito da combinacado especifica destes fatores e a FBM com 660 nm em
fibroblastos permanece pouco conhecido na literatura.

Considerando COL1A1, COL3A e TGFB1, qualquer tratamento testado
modulou positivamente a expressao génica (vs. controle). Para elastina, o
aumento significativo ocorreu apenas com FC 1:3; nos demais houve tendéncia
positiva sem significancia. A combinagdo nao aumentou o efeito de nenhum alvo;
em COL1A1, foi inclusive inferior ao FBMV isolado.

O uso da FBM vermelha e de FC tem sido descrito na literatura como
estratégia para estimular os fibroblastos dérmicos, promovendo aumento da
viabilidade celular, sintese de colageno e elastina e reguladores relacionados a
angiogénese e a resposta inflamatéria, além da modulagdo de mediadores
envolvidos na cicatrizagdo, remodelamento da matriz extracelular e
rejuvenescimento cutédneo. Enquanto a FBMV atua principalmente por ativagao
mitocondrial e da modulagdo de vias de sinalizagao intracelulares, os FCs
exercem efeitos diretos sobre a proliferagao, diferenciacdo e metabolismo dos
fibroblastos. Entretanto, apesar do potencial promissor de ambas as
abordagens, ainda existe uma lacuna importante no conhecimento sobre os
efeitos combinados da FBMV e dos FCs (Simonassi-Paiva et al., 2024).

No ensaio de viabilidade celular por MTS, os fibroblastos tratados com FC
1:1 mostraram redugao da viabilidade celular no periodo de 72h em relagdo ao
grupo controle e ainda, no grupo FBMV + FC 1:1 quando comparado ao grupo
FBMV. Entretanto, na avaliagdo por Cristal Violeta no periodo de 48h, o grupo
FC 1:1 apresentou viabilidade celular reduzida em relagao ao grupo controle bem
como o grupo FBMV + FC 1:1 em relagao ao grupo FBMV. No periodo de 72h,
somente o grupo FBMV + FC 1:1 mostro redugéo da viabilidade celular quando
comparado com o grupo controle. Vale ressaltar que apds 24h, ndo houve
alteracado da viabilidade celular, independentemente do tratamento. Para a
analise da expressao dos genes COL3A1, COL1A1, Elastina, TGFSB, RPL41 por
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RT-qPCR foi observada que os genes COL1A1, COL3A1 e TGFB1 tiveram
expressao aumentada em todos os tratamentos. A elastina s6 apresentou
aumento significativo com FC 1:3, enquanto os demais mostraram apenas
tendéncia positiva. A combinagao FBMV + FC 1:3 ndo potencializou os efeitos e,
para COL1A1, reduziu a expressao em relagdo ao FBMV isolado.

Esses achados vao de acordo com alguns estudos prévios que
demonstram a resposta bifasica da fotobiomodulagcdo em que diferentes doses
de energia podem estimular ou inibir a viabilidade celular. Em fibroblastos
humanos, doses de 660 nm (5 J/cm?) resultaram em uma maior proliferacéo e
diferenciagdo em miofibroblastos, enquanto doses muito baixas ou elevadas ndo
apresentaram o mesmo efeito benéfico (Mokoena et al., 2020; Simonassi-Paiva
et al.,, 2024). De forma semelhante, Herrera et al. (2019) relataram que a
resposta celular segue um padréo dose-dependente, com efeitos positivos em
faixas especificas de energia e perda de efeito ou inibigdo fora dessa janela
terapéutica. O numero de irradiagao e o intervalo entre elas também é destacado
como um fator determinante. De acordo com Paiva et al. (2024), observou-se
que trés sessodes de laser consecutivas (7,5 J totais) aumentaram a viabilidade
de fibroblastos e sintese de colageno tipo | e Ill, sem nenhum prejuizo celular.
Em contraste, doses unicas elevadas podem induzir o stress celular, justificando
parcialmente os resultados de redugao de viabilidade observados na associagao
FBMV + FC 1:1 no presente estudo. Além disso, condi¢cdes adversas, como
hipoxia, inflamagéo ou stress oxidativo, modulam a resposta celular a FBM. Ayuk
et al. (2018) e Karimi et al. (2024) demonstraram que os fibroblastos sobre
condi¢cbes de estresse respondem melhor a doses moderadas e repetidas do
que doses unicas, sugerindo que a combinagao de estimulos como (FBMV+ Fcs)
pode gerar efeitos distintos, inclusive reducdo da viabilidade, como observado
em nossos resultados. Lee et al. (2024) observaram aumento da expressao de
COL1A1, MMP1 e MMP3 em fibroblastos humanos apds exposicédo a 6 J/cm? de
628 nm, evidenciando que a dose empregada pode determinar tanto estimulagao
da matriz quanto remodelagédo enzimatica.

No presente estudo, optou-se por utilizar as concentracbes de FCs
estabelecidas diretamente pelo fabricante a fim de aproximar os resultados
experimentais @ maxima da realidade clinica. Essa estratégia metodolégica

reflete a formulacdo e forma de uso que sao efetivamente aplicadas na pratica
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profissional garantindo maior relevancia dos achados. Observamos que tais
concentracbes foram suficientes para estimular a expressdo de genes
relacionados a matriz extracelular (COL1A1, COL3A1, TGF-B1), embora em
alguns cenarios tenham sido associados a reducao de viabilidade celular, como
evidenciado em nossos ensaios de MTS e Cristal violeta. Na literatura, os FCs
sdo descritos em determinadas concentragdes que podem ser suficientes para
estimularem a sintese de componentes da matriz extracelular, como colageno e
elastina, sem necessariamente promover aumento da viabilidade celular, sendo
inclusive associada a sua reducido como observados em nossos resultados.

E importante ressaltar que os produtos a base de FCs sdo usualmente
empregados em associagdo com técnicas que induzem microlesdo tecidual
controlada como o microagulhamento ou lasers fracionados, contexto com que
a resposta inflamatoria local pode modificar os efeitos sobre os fibroblastos.
Merati et al. (2020) demonstraram melhora significativa na textura cuténea
quando fatores de crescimento foram aplicados apds o microagulhamento, em
comparagao ao procedimento isolado. De forma muito semelhante, um estudo
retrospectivo mostrou melhora dos sinais do fotoenvelhecimento com o uso
tépico de FCs apds microneedling (Merati et al., 2020). Resultados consistentes
também foram observados em protocolos combinados de FCs com laser de CO,
fracionado, nos quais houve maior remodulagao tecidual e menor tempo de
recuperacao em cicatrizes de acne (Yuan et al., 2023). Por outro lado, quando
utilizados de forma isolada, os FCs podem apresentar efeito neutro ou mesmo
inibitério sobre a viabilidade celular, como evidenciado tanto em nosso estudo
quanto em outro modelos experimentais (Mahmoudian et al., 2024).

A resposta dos fibroblastos a FBM é fortemente dependente da dosimetria
completa, ou seja, ndo s6 do comprimento de onda, mas da combinacgao fluéncia
(J/em?), irradiancia (mW/cm?), poténcia de saida (mW), area irradiada (cm?),
tempo de exposicéao (s), e numero de aplicagdes e intervalos entre elas. Estudos
de base indicam um comportamento bifasico (curva Arndt—Schulz) em que faixas
energéticas otimas promovem estimulo de proliferacdo e sintese de matriz,
enquanto doses insuficientes ou excessivas podem ineficazes ou até inibitorias
(Herrera et al., 2021). Alguns protocolos e parametros relatados na literatura
permitem comparacéo direta com o protocolo aplicado neste trabalho e ajudam
a interpretar as divergéncias observadas:
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Estudos prévios demonstraram que a FBM em fibroblastos gengivais
usando 635 nm e 808 nm com poténcia reportada de 100 mW e densidade de
energia de 4 J/cm?, aplicadas em quatro sessdes em esquema clinico. Esses
autores descreveram aumento da viabilidade, reducao do estresse oxidativo e
modulagdo de marcadores de apoptose (P53, CASP9, BAX) e de
mesenquimalidade (CD90, CD105), sugerindo efeito protetor sob as condi¢des
e sequéncia adotadas (Kocherova et al., 2021).

Ayuk et al. (2018), utilizaram 660 nm com fluéncia de 5 J/cm? um
parametro frequentemente referido na literatura como pro-regenerativo
reportaram efeitos positivos sobre a expressao de matriz (aumento de COL1A1
e TIMP-1 e redugao de MMPs) em fibroblastos em modelos “wounded”, diabético
ou hipoxico. Em alguns relatos, a irradiancia associada a 5 J/cm? foi
aproximadamente 1 mW/cm?, o que corresponde a tempo de exposi¢cao na
ordem de 7-8 minutos para entregar 5 J/cm?, dependendo da area irradiada e da
poténcia do emissor (Ayuk et al., 2018).

Mokoena et al. (2020) utilizaram 660 nm, 5 J/cm? e observaram estimulo
em relagao a diferenciagao de fibroblastos em miofibroblastos, além de aumento
de marcadores de reparo; novamente, a viabilidade nao foi prejudicada nessas
condicbes de estudo. Esses estudos convergem para que 660 nm a 5 J/cm?, com
irradiancias moderadas, sejam frequentemente protetores/estimuladores.

Paiva et al. (2024) reportaram um protocolo in vitro com trés sessdes
(cada sessao 2,5 J/cm?, totalizando 7,5 J/cm? apds 72 h), aplicadas com intervalo
de 24 h, que resultou em aumento de proliferacao e produgao de colageno tipos
| e lll, sem efeito deletério na viabilidade. Esse dado indica que exposicdes
repetidas de baixa/moderada energia pode ser benéficas quando corretamente
espacadas.

Em contraste, estudos que empregaram fluéncias muito elevadas
registraram efeitos deletérios. Por exemplo, analises transcriptbmicas e
experimentais com faixas energéticas extraordinariamente altas mostraram
aumento de espécies reativas e redugdo na contagem celular (Austin et al.,
2021), experimentos com fluéncias em ordens muito superiores as usadas
clinicamente, evidenciando que excesso de energia promove estresse oxidativo

e perda de viabilidade.
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O COL1A1 é responsavel pela sintese de colageno tipo I, principal
proteina fibrilar da pele, conferindo resisténcia e firmeza ao tecido cutaneo. Sua
diminuicdo esta associada ao processo de envelhecimento e a perda de
integridade estrutural da matriz extracelular. No presente estudo observou-se o
aumento significativo da expressao de COL71A7 em todos os grupos tratados,
sugerindo que tanto a FBM quanto os FCs estimulam vias anabdlicas
relacionadas a remodelagao da MEC. Este resultado é consistente com estudos
prévios que demonstraram que FBM em comprimentos de onda vermelho e
infravermelho promove aumento da expressao de colageno em fibroblastos
humanos (Kocherova et al., 2021; Ayuk et al., 2018).

O COLS3A1 codifica o colageno tipo Ill, componente fibrilar essencial para
a flexibilidade e elasticidade da pele. Assim como o COL1A, apresentou aumento
significativo de expressao em todos os tratamentos avaliados, corroborando a
de FBM e FC em modular positivamente a producéo de colageno e contribuir
para a manutencgao estrutural da pele. Esse efeito reforca a ideia de que tais
intervengdes podem atenuar alteragées degenerativas da MEC observadas no
envelhecimento cutaneo (Ayuk et al., 2018).

A elastina é a principal proteina responsavel pela elasticidade e resiliéncia
da pele, permitindo que o tecido retorne a sua forma apds deformacdes
mecanicas. No estudo apenas o grupo tratado com FC 1:3 apresentou aumento
significativo da expressdo de elastina, enquanto dos demais grupos
demonstraram apenas tendancia positiva. Estes achados indicam que a
concentracdo de FC é determinante para estimular a elastogénese, em
concordancia com estudos que relacionam fatores de crescimento a melhora da
elasticidade cutanea em protocolos combinados com microlesdes induzidas por
laser ou microagulhamento (Merati et al., 2020; Yuan et al., 2023).

O TGFB1 atua como mediador fundamental da regeneragao cutanea,
modulando a sintese de colageno e elastina, além de influenciar a diferenciacao
fenotipicas de fibroblastos. Observou-se aumento significativo da expressao de
TGFB1 em todos os grupos tratados, indicando que tanto a FBM quanto os FC
podem ativar vias regenerativas da MEC. Esse efeito é consistente com a
literatura, que evidencia o papel do TGFB1 na promocao de reparo tecidual e

remodelagdo cutanea (Merati et al., 2020).
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Nosso protocolo (660 nm; 1,5 J/cm?) insere-se na janela Optica cutanea
(600—-1300 nm), mas os efeitos de viabilidade observados com FBMV/FBMV+FC
sugerem que contexto celular e combinagdo com bioativos podem alterar o
sentido da resposta. Em fibroblastos, ha registros de efeitos pro-proliferativos e
bioestimulantes da luz vermelha (600-900 nm), com aumento de COL1A1,
reducao de MMPs e elevacao de TIMP1 em certas condigbes (660 nm, 5 J/cm?)
(Ayuki et al., 2017). Outros trabalhos encontraram resultados divergentes
(aumento do MMP1/3 e aumento COL71A1 com 628 nm, 6 J/cm?), reforgando que
parametros e contexto modulam a direcédo do efeito. (Karrer et al, 2003). Assim,
o aumento de COL1A1/COL3A1 aqui observado com FBM alinha-se a parte da
literatura, enquanto a auséncia de aumento significativo de elastina com FBM e
a queda de viabilidade nas combinacdes destacam a dependéncia de dose,
tempo e associagao com ativos.

Em relagao a viabilidade celular, o tratamento combinado de FBMV+ FCs
1:1 ndo promoveu aumento de viabilidade, apresentando efeito redutor em 48h
e 72h em comparagao a FBM isolada. Esse resultado indica que, sob as
condigdes testadas, a associagdo da FBMV com os FCs n&o confere beneficios
e pode comprometer a capacidade regenerativa dos fibroblastos. Diferentemente
de observacgodes clinicas, nas que os FCs aplicados apds microlesdes (como
microagulhamento ou laser fracionado), potencializam a remodelagao da MEC
(Merati et al., 2020; Yuan et al., 2023), em modelos in vitro, a auséncia de
inflamacao e microlesdes parece reduzir a responsividade aos FCs. Além disso,
diferengcas em irradiancia, sequéncia de aplicagdo, numero de sessbes e
intervalos entre tratamentos podem justificar os resultados divergentes
encontrados na literatura, mesmo com fluéncia total semelhante (ex.: 5 J/cm? a
660 nm).

Dessa forma, os achados do presente estudo demonstraram que ambos
os tratamentos com a FBM, seja ela de forma isolada ou combinada é capaz de
aumentar significamente a expressao dos genes COL1A7 e COL3A1, reforgcando
seu papel na promogao da sintese de coldgeno e manutengao da integridade
estrutural da pele. No entanto, a analise dos resultados referentes a elastina e a
viabilidade celular evidencia que esses efeitos sdo altamente dependentes dos
parametros utilizados como irradiancia, fluéncia, numero de sessoes, intervalo

entre aplicagdes e combinagdes terapéuticas com fatores de crescimento (FC).
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Observou-se que embora a FBMV isolada estimule a expresséo de colageno, a
associagao da FBM+ FCs 1:1 ndo aumentou a viabilidade celular, chegando até
a reduzi-la em determinados periodos, o que sugere que a combinagdo de
terapias nem sempre produz efeito sinérgico e pode, sob certas condigdes,
comprometer a fungao celular. Portanto, considerando os dados experimentais,
e a literatura existente nao justifica a utilizagao das terapias combinadas FBMV+
FCs como estratégia para tratamento do envelhecimento, sendo necessario
avaliar criteriosamente os parametros de cada intervengao para garantir efeitos

regenerativos seguros e eficazes.
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7. LIMITAGOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo apresenta algumas limitagbes que devem ser
consideradas. O modelo experimental foi restrito a fibroblastos dérmicos
humanos (HFF-2) cultivados in vitro, condigdo que, embora permita controle
rigoroso das variaveis, néo reproduz integralmente o microambiente cutaneo in
vivo, onde fatores como inflamagado, vascularizacdo e interagdo celular
influenciam a resposta regenerativa. A analise de expresséo génica foi realizada
no periodo de 48 horas, escolhido estrategicamente por representar um ponto
relevante para a deteccdo de alteragdes moleculares, ndo configurando,
portanto, uma limitagdo metodoldégica. Em relagdo aos fatores de crescimento
(FC), testou-se apenas a proporgédo 1:3, selecionada porque n&o apresentou
impacto negativo sobre a viabilidade celular em nenhum dos periodos avaliados.
Ainda assim, reconhece-se que, na pratica clinica, o FC costuma ser aplicado
em associagao com outras terapias, como microagulhamento e laser fracionado,
condi¢cdes que ndao podem ser reproduzidas no presente modelo in vitro.

Outra limitacdo importante refere-se aos parametros fixos de
fotobiomodulagdo (660 nm; 1,5 J/cm?), sem variagdo de dose, irradiancia ou
modo de emissdo. A literatura demonstra que a resposta celular a FBM pode
variar significativamente em funcdo desses parametros, de modo que estudos
futuros devem incluir curvas dose-resposta, diferentes poténcias e tempos de
exposicao, além de investigar possiveis efeitos da sequéncia e da combinagéo
com FC.

Esses achados reforcam a capacidade da luz vermelha em modular a
sintese de colageno por fibroblastos, mas também evidenciam que o
direcionamento da resposta celular, bioestimulacdo ou inibicdo, depende
fortemente dos parametros adotados e do contexto experimental. Nesse sentido,
torna-se essencial otimizar protocolos experimentais e clinicos, validando os
resultados em modelos tridimensionais, equivalentes teciduais e ensaios in vivo,
antes de recomendar a associacdo entre FBMV e FC em procedimentos

estéticos.
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8. CONCLUSAO

Os achados demonstram que tanto a FBMV (660 nm) quanto os FCs sao
capazes de modular a viabilidade celular e a expressao de genes relacionados
a matriz extracelular, mas os efeitos observados dependem fortemente da
proporcao dos fatores e da associagao entre as terapias.

Embora COL1A1, COL3A1 e TGFB1 tenham sido estimulados em todos
os tratamentos, a sintese de elastina foi limitada, com resposta significativa
apenas para o grupo FC 1:3.

A combinacdo FBMV + FCs, em especial na proporcdo 1:3, nao
potencializou os efeitos benéficos da FBMV isolada o contrario, reduziu a
expressao de COL1A1, indicando possivel interagao desfavoravel.

Dessa forma, os resultados nao justificam a utilizagdo das terapias
combinadas para o tratamento do envelhecimento, reforcando que os
parametros de fotobiomodulacdo e a escolha da proporcdo de fatores de
crescimento devem ser criteriosamente definidos para evitar respostas

indesejadas.
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