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RESUMO

O laser de baixa poténcia tem sido utilizado em tratamentos odontoldgicos visando
melhorar a reparagdio cicatricial nos tecidos. Com o objetivo de comparar o efeito destes lasers
com o laser de diodo de comprimento de onda de 808 nm em alta densidade de poténcia,
usando a mesma dose, foi empregada uma linhagem de fibroblastos gengivais humanos in
vitro. Os fibroblastos de gengiva humana cresceram em meio DME contendo 10% de soro
fetal bovino (SFT). Assim foi proposto um modelo de estudo em que se trabalhou com
fibroblastos em condi¢des de déficit nutricional parcial (meio de cultivo DME com S5 % de
soro fetal bovino), simulando-se situagfio de estresse celular. Células LMF foram dispostas
em trés placas de Petri € cultivadas nessa concentracio de SFB. Apos 48 horas, as placas
foram divididas em cinco grupos e realizadas em triplicata: um grupo controle, um irradiado
com densidade de poténcia de 250 mW/cm®, seguido dos outros grupos com densidades de
500 mW/cm?, 1000 mW/cm? e 1500 mW/cm?, respectivamente, irradiados com densidade de
energia de 2 J/cm?, desfocado 1 cm, com respectivos tempos de 6,6 s, 4s, 2s, 1,33s. Foram
realizadas duas irradiagdes com 12 horas de intervalo. A contagem celular foi feita 12 horas
apos o plaqueamento, quando ocorreu confluéncia de 50 % na maioria das placas, € outra apos
16 horas. Por meio de analise estatistica, concluiu-se que ndo houve diferenca entre os grupos

em relagdo ao grupo controle, apesar de uma melhor atuagdo no grupo quatro.

Palavras-chave: Laser de Alta Poténcia. Crescimentos de Células. Fibroblastos.




ABSTRACT

Low Level Laser Therapy (LILT) is used in odontologic treatments to improve wound
healing. In the research we analyse the effect of LILT using diode laser irradiation at, 808 nm,
in vitro in human fibroblasts. The gingival fibroblasts are grown in a DME medium with 10 %
of fetal bovine serum (FBS), using growth conditions of partial nutricial deficit in order to
simulate a stress condition. The fibroblasts were devided into five groups, control group,
irradiation with 250 mW/cm?, 500 mW/cm?, 1000 mW/cm? and 1500 mW/cm?>, respectifully.
The energy density was in all cases 2 J/cm? and the fiber tip was kept at I cm from the cells,
in order to achieve the respective irradiation intensities. Irradiation times were 6,6 s, 4s, 2s
and 1,33s respectively. Two irradiations were applied with a 12 hour interval. The celular
count was done after 12 hours and after 16 hours. Statistically, there was no significant

diference between the groups, although the mean value of group four was the highest.

Keywords: High Laser Therapy. Cells Grow. Fibroblast.
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A moderna tecnologia do laser nos permite hoje realizar diversos procedimentos
cirargicos com inumeros sistemas de laser, cada um com indicagdes clinicas especificas. E
necessaria uma informagdo precisa sobre os equipamentos a serem usados, assim como 0s
pardmetros de aplicagdes , como energia, taxa de repetigdo ¢ poténcia.

A tecnologia laser, assim como os efeitos biologicos causados pela sua radiagdo, tem
sido muito estudados nas diversas areas da Odontologia. Os lasers podem ser divididos em
dois grupos: os cirlirgicos (alta poténcia) € os néo cirtrgicos (baixa poténcia). Na terapia com
lasers de baixa poténcia a energia dos fotons absorvidos € transformada predominantemente
em efeitos fotoquimicos, fotofisicos e/ou fotobioldgicos nas células € no tecido.

Os lasers de baixa poténcia agem como moduladores teciduais (KARU et al., 1984;
MARSHAL, 1972; MESTER; MESTER; MESTER, 1985), antiinflamatérios e analgésicos
(TUNER; HODE, 1998; YLMAZ et al, 2002), podendo ser usados em diversos
procedimentos nas mais distintas areas odontoldgicas como em cirurgias orais, periodontia,
dentistica, ortodontia, pediatria, endodontia, semiologia entre outras.

Alguns efeitos da terapia com os lasers de baixa intensidade em nivel celular ja estio
bem estabelecidos como a estimulagfo da atividade mitocondrial, (BAXTER, 1994; KARU et
al., 1984; LOWE, 1998; KLIMA, 1998a, 1998b; MESTER; MESTER; MESTER, 1985),
estimulagdo da sintese de DNA ¢ RNA (KARU et al., 1984), variagdo do pH intra e
extracelular, aceleragdo do metabolismo (DORTBUDAK et al., 2001; KLIMA, 1998a,
1998b), aumento da produgdo proteica e modulagdo da atividade enzimatica.

O laser de baixa intensidade cada vez mais tem ficado conhecido em varias aplica¢des
clinicas. Ao contrario dos lasers de alta poténcia, os “soft lasers” emitem luz em baixa

densidade de energia ¢ promove certas reacdes bioquimicas sem induzir a efeitos térmicos

(KREISLER et al., 2003).



Dentre os lasers de baixa poténcia mais utilizados estdo os semicondutores (AsGa e
AsGaAl) e os laseres de HeNe. Os semicondutores idealizados ¢ construidos por Mester
(1969) ¢ Marshall (1972), possuem diodo emissor constituido de Arseneto de Galio (AsGa),
cuja radiagdo apresenta comprimento de onda de 904 nm, correspondente a faixa do
infravermelho no espectro eletromagnético. Hoje existem diodos que emitem luz em outros
comprimentos de onda, inclusive na faixa do visivel, como os Arseneto de galio e aluminio
(MESAWA et al., 1990).

Quando a célula tem a sua fungdo debilitada esses efeitos sdo bastante evidentes
(KARU, 1989). Estudos mostram que a terapia com o laser em baixa intensidade (LILT -
Low Intensity Laser Therapy) tem efeitos mais pronunciados sobre orgdos ou tecidos
enfraquecidos (VELEZ-GONZALEZ et al., 1994) por ndo serem visiveis ao olho humano, sdo
até hoje, muito discutidos, e alguns modelos ja foram propostos na literatura, na tentativa de
desvendar o que realmente ocorre no tecido quando irradiados com baixa poténcia. O modelo
mais aceito foi proposto em 1987 por Tina Karu, que sugeriu que ocorreram mudangas
fotoquimicas em moléculas fotorreceptoras componentes da cadeia respiratoria. Como
resultado de fotoexcitagdo de estados eletronicos, ocorreriam os seguintes fendmenos fisicos
e/ou quimicos: alteragdo de propriedade redox, aceleragdo na transferéncia de elétrons, e
mudangas na atividade bioquimica causando mudangas na atividade redox da mitocondria.

Tem sido muito investigada a aplicacdio do laser na eliminagdo de endotoxinas no
cemento ou na migragdo das células. Este efeito pode ser de suma importdncia para a
cavidade bucal, pela estreita camada epitelial que permite a penetrago do raio laser para as
regiGes da derme, oferecendo assim um estado privilegiado para tratamento das lesdes.

Os lasers de baixa poténcia podem produzir efeitos em outras partes do corpo além do

local de irradiadagdo. Uma possivel explicacdo para esse efeito sistémico sdo as células do



)

tecido irradiado que possuem substincias que sdo liberadas nos vasos sanguineos e no sistema
linfatico (LONGO; MESTER, 1998, ROCKIND et al., 1998).

O comprimento de onda correto a ser utilizado com o laser de diodo tem beneficios
para o paciente no pds-operatdrio, principalmente no que se refere as propriedades de
coagulagdo e qualidade na incisfo. A aplicagdo clinica do laser de diodo (980 nm) tem efeitos

benéficos na pratica odontologica ( ROMANOS; NENTWIG, 1999).



2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo ¢ analisar o efeito do laser de alta poténcia desfocado na
proliferagé@o de fibroblastos, utilizando a mesma densidade de energia de protocolos bem

sucedidos no caso de lasers de baixa poténcia, porém com intensidade mais alta.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Laser

3.1.1. ASPECTOS HISTORICOS

O primeiro laser da historia foi construido por Theodore Maiman, em 1960, era um
laser de rubi, operando em 694,3 nm.

Um tipo especial de laser ¢ o laser semicondutor, ou laser de diodo. Seus trabalhos
datam de 1961, pouco tempo apds o desenvolvimento do primeiro laser. E de enorme
interesse econdmico, pois suas dimensdes sfo reduzidas e apresenta um alto grau de
eficiéncia.

Em 1962, Patel desenvolven o primeiro laser com finalidade terapéutica, um Hélio-
Ne6nio (He-Ne) com comprimento de onda de 632,8 nm (PONTINEN, 1992).

O primetro trabalho cientifico referente aos efeitos nfio térmicos do laser sobre a pele
de ratos foi publicado em 1966 pelo grupo de estudo do professor Endré Mester que foi um
dos pioneiros na pesquisa da aplicagdo do laser de baixa poténcia nas 4reas biomédicas. Ele
produziu um grande volume de trabalhos cientificos, clinicos e experimentais, tendo o He-Ne,
como tema central.

O laser operando em baixa poténcia foi considerado por Mester (1969), um
bioestimulador, e por isso por um determinado periodo de tempo, encontramos na literatura

essa terminologia utilizada como sindnimo para designar este tipo de laser, que também era




chamado de bioestimulagdo. Adotou esta terminologia porque basicamente utilizava essa
terapia para acelerar o processo de cicatrizagdo.

Os lasers terapéuticos mais utilizados nas décadas de 70 e 80 foram os de He-Ne com
emissdo na regido do visivel. Nesta regido do espectro eletromagnético, a radiagdo laser
apresenta pequena penetragdo nos tecidos biologicos.

A partir destes primeiros relatos, comegaram a ser desenvolvidos lasers de diodo,
semicondutores, dando origem ao primeiro diodo operando na regido do infravermelho
proximo (A =904 nm), constituido de um cristal de Arsenieto de Gélio (As-Ga). As vantagens
deste sobre 0 He-Ne é que apresenta maior penetragfo no tecido biologico.

A partir dos anos 90, diferentes dopantes foram introduzidos na tecnologia para
obtengdo de um laser de diodo gerando uma larga faixa de comprimentos de onda.

Hoje, podem-se ter aparelhos pequenos, de facil transporte € manuseio, com baixa

frequéncia, além do baixo custo.

3.1.2. INTRODUCAO

Os lasers tiveram sua aplica¢do inicial no setor bélico, mas foram rapidamente
introduzidos na 4rea médica. As aplicagdes em oftalmologia ¢ dermatologia foram as que
incorporaram a tecnologia laser com maior rapidez.

Se a radiagdo de um laser de alta poténcia atingir um tecido alvo, dependendo do

coeficiente de absor¢do deste tecido, ele podera sofrer carbonizagio, vaporizacio, coagulacdo

ou ainda ter suas proteinas desnaturadas ou degradadas.
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Além dos efeitos foto-térmicos, existem outros efeitos ndo dependentes de calor, os
quais criam igualmente alteragdes irreversiveis ou destrui¢do do tecido, que sfo os efeitos
foto-enzimaticos, foto-osméticos e foto-idnicos (OHSHIRO; CALDERHEAD, 1998).

Os lasers de alta poténcia sdo muito usados na cavidade oral e em regides
periodontais. Dentre eles podemos citar o laser de diodo, CO, Nd: YAG, Er:YAG, Ho:YAG,
argdnio, dentre outros. Romanos et al. (1998), relata de acordo com o estado do tecido
(inflamado, hiperplasico, com mais teor de fluidos ou sangue) e dos parametros do laser, €
possivel realizar um procedimento cirurgico seguro sem complicagdes, sem a formagdo de

cicatrizes e sem um alto indice de recorréncia.

3.1.3 DIFERENCAS DA ACAO ENTRE LUZ VISIVEL E INFRAVERMELHO

A energia dos fotons de uma radiacdo laser absorvida por uma célula serd
transformada em energia bioquimica ¢ utilizada em sua cadeia respiratoria. Karu (KARU et
al.,, 1984; KARU, 1987, 1989), descreveu um mecanismo de acdo diferente para os lasers
emitindo radia¢do na regido do visivel e do infravermelho proximo.

A luz visivel induz a uma reagfo fotoquimica, ou seja, ha uma direta ativacdo da
indugdo de sintese de enzimas (BOLTON; YOUNG; DYSON, 1995), ¢ essa luz tem como
primeiros alvos os lisossomos e as mitocondrias das células.

O mecanismo de interagdo do laser em nivel molecular foi descrito inicialmente por
Karu et al. (1984). Os incrementos de ATP mitocondrial que se produzem apds a irradiagdo
com laser, favorecem um grande niimero de reagdes que interferem no metabolismo celular
(POURREAU-SCHNEIDER et al., 1989, FRIEDMANN; LUBART; LAULICHT, 1991).

Em estados patologicos, o laser interfere no processo de troca idnica, acelerando o

incremento de ATP (KARU, 1989).



32. CULTURA DE CELULAS

O estudo in vifro utilizando cultura de células tem sido muito usado devido a
facilidade de padronizagdo da amostra, cujo controle de pH, temperatura, pressdo osmética,
tensdo de CO; e de O, podem ser obtido de maneira precisa, além de conseguir-se amostras
totalmente homogéneas. As desvantagens desse método de estudo sdo, por exemplo, a
necessidade de trabalhar em ambiente estéril e asseptico, o que Yimita algumas vezes o seu
protocolo. Além disso, a quantidade de material obtido em cultura € bastante pequena; ainda
assim o custo de um experimento realizado com célula em cultura € muito maior que o
mesmo feito em animais (FRESHNEY, 1990).

Em Odontotogia foram realizados estudos in vitro utilizando cultura de células por
Kawahara, Yamagami ¢ Nakamura (1968), para avaliar citotoxicidade de materiais dentarios.

Através da abservagdio da morfologia celular, efeitos na membrana, atividade celular e
indice de proliferacdo, pode avaliar o dano celular. Em 1959, Bergman introduziu o método
de contagem cehular e de namero de mitoses para avaliagdo do dano celutar, onde mistura-se a
suspensdo celular e a solugo teste em uma cémara de cultura apropriada. Esta consiste de um
anel de vidro fixada a uma lamina. Apos a fixagdo e coloragsio da cultura de células e mitoses
sdo controladas.

A cultura de células periodontais humanas permitem a avaliagio primaria da
biocompatibilidade das raizes. A aderéncia de células progenitoras na superficie das raizes é
um pré-requisito para a formagfo de novo colageno. A formagdo do ligamento periodontal é
seguida da eliminagdo da infecgdo. A producdo de colageno ¢ proporcional ao numero de

celulas aderentes. A redugdo destas células in vitro pode estar relacionado as endotoxinas das
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bactérias patogénicas periodontais as quais penetram nas raizes, fazendo-as inibir suas
fungdes ( KREISLER, 2001).

A aplicagio do laser de diodo, com comprimento de onda de 810 nm,
microscopicamente ndo causa alteragdes detectaveis na superficie das raizes, porque o
coeficiente de absorcdo da agua é pequeno. Kreisler et al. (2001), relatou que ndo ha diferenga
entre culturas de migragdo da célula e crescimento da célula entre areas onde o laser de diodo
foi usado e aonde ndo foi. A aderéncia da célula foi um pouco maior no grupo em que foi
usado o laser quando comparado ao grupo controle, entretanto a diferenca ndo foi significante,
nio apresentando relevancia clinicamente. Observou também que o laser de diodo obteve uma
superficie menos irregular em relagio a fraca interagdo com estruturas mineralizadas.

Presumindo que as superficies irradiadas pelo laser de diodo sdo 4cidos resistentes,
Oliveira et al. (2001), observou a homogénea resolidificagdo da area de ablagdo ap6s o uso do
laser de diodo. Cita também a versatilidade deste laser, assim como o seu baixo custo,
permitindo ser utilizado para prevengdo de céries, em estudos para as pessoas de baixa renda.

Neiburger (1997), concluiu através de seus estudos que o laser de He-Ne de diodo,
com uma fluéneia de 1,2 J/em*, aumenta o indice de cicatrizagio em tecido gengival humano.
Afirma que a consisténcia depende de um nivel apropriado de fluéncia (entre 1 € 20 J/cm?), e
do comprimento de onda usado, dependendo do laser a ser utilizado.

A comparagdo da contagem entre o inicio € o final das bactérias existentes revela que
a irradiagdo com o laser de diodo tem uma grande considerago na eliminagdo das bactérias,
principalmente a Actinobacillus actinomycetemcomitans, nas bolsas periodontais. Mortz et al.
(1997), concluiu que a luz laser ndo s6 elimina a bactéria, mas também inativa as suas toxinas
difundidas entre o cemento das raizes. Este sucesso depende diretamente do comprimento de

onda, energia de pulso, freqiiéncia e o tamanho do spot usado com o laser de diodo




11

Conclui-se que o laser de diodo pode ser controlado na profundidade de penetrac@o,
evitando necroses das bordas de tecidos duros e moles. Bach, Neckel e Mall (2000), mostram
os beneficios do tratamento de periimplantitess com o laser de diodo de alta poténcia,
mostrando baixos indices de recorréncia em falhas de implantes.

Muitos estudos vem sendo realizados com lasers de baixa poténcia na periodontia. Os
lasers de baixa poténcia agem como ativadores da microcirculagdo local auxiliando na
resolucdo de lesdes inflamatérias, como aceleradores na cicatrizagdo de alvéolos
(NEIBURGER, 1997), como elemento coadjuvante no processo de cicatrizagdo de
gengivectomias ou ainda como inibidores na produgdo de PGE; (prostaglandina E;) que ¢ um
estimulador de inflamag&o e reabsor¢io dssea (SAKURALI, 2000).

Muitos estudos “in vitro” indicam que os lasers podem causar danos severos as
estruturas da superficie das raizes, assim como inibir a nova adesdo celular quando um certo
nivel de energia ¢ excedido (KREISLER et al., 2002).

Pollard (1990) sugeriu que a determinagdo do niimero celular fosse realizada usando-
se um contador eletronico de particulas ou através de um hemocitomero. O primeiro método é
mais preciso € pode ser usado para contar baixas concentragdes celulares. O segundo requer
maior densidade celular e ¢ mais propenso a erro de mostragem.

No mesmo ano, Baserga (1990) relatou que células em cultura podiam crescer por
aumento no tamanho da célula ou por aumento de seu namero. A contagem de células em
uma placa de Petri nos diz quanto a populagdo celular cresceu, porém ndo informa se as
células estdo ou ndo proliferando. Quando desejamos determinar o efeito de qualquer
alteragdo da proliferacdio celular no meio de cultura, ou seja, sua capacidade de estimular ou
inibir a divisdo celular, o método mais indicado é contar o niimero de células antes e apos o
tratamento, de p.referéncia a cada 24 horas. Para indicar-se uma populagdo celular esta

crescendo ou ndo, o melhor pardmetro ¢ contar o niimero de células por placa de cultura.
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Freshney (1990) revendo os ensaios em cultura de células colocou que podem ser
divididos em duas classes: (1) Resposta imediata ou de curto prazo, tal como alteragdo na
permeabilidade da membrana ou perturbagdo de uma via metabdlica; e (2) sobrevivéncia a
longo prazo, geralmente medida pela retengdo da capacidade de auto-renovagdo ou
sobrevivéncia em estado alterado, como por exemplo, transformagdo maligna. Os ensaios de
curta duragdio sdio usados para medir a propor¢dio de células viaveis apos um determinado
procedimento traumatico. Os ensaios, a longo prazo, sdo usados para demonstrar a capacidade
metabolica ou proliferativa das células apos influéncia toxica, cujo objetivo ¢ medir a
sobrevivéncia.

Schmalz (1994) afirmou que podem ser usados dois tipos de células: (1) linhagens de
células permanentes derivadas de cole¢des tipo cultura (ou de fontes comerciais) € (2)
linhagem de células primarias. O autor afirma que a escolha do método de registro deve ser
baseada na informacéo que se deseja.

Sabemos que o comportamento do fibroblasto humano de pele ¢ diferente daquele
observado no fibroblasto humano de mucosa, ainda que mantidos nas mesmas condigdes.
Apesar disso, a maioria dos trabalhos in vitro utilizam fibroblastos obtidos a partir de
amostras de pele humana, ou ainda de animais, pela praticidade de se trabalhar com
fibroblastos de linhagens ja estabelecidas, menos sensiveis a variagdes e que se¢ podem
adquirir no mercado.

Linhagens de células obtidas de cultivos primarios sdo mais delicadas e exigem um
certo tempo de trabalho e grande dedicagdo antes de poder-se comegar 0 experimento,
propriamente dito. Por isso, poucos autores demonstram a atividade dos lasers de baixa
poténcia sobre fibroblastos de mucosa humana, sobretudo em linhagem primaria.

Pourreau-Schneider et al. (1989), ja mostrava evidéncias de que o tratamento com o

laser de He-Ne em lesdes cuténeas e periodontais aceleravam o processo de cicatrizagdo. A
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baixa energia estimula a regeneragdo da pele, induzindo a uma atividade mitotica de células
epiteliais.

A luminosidade do laser para reparo de feridas também ajuda na estimulagio de
replicagiio de fibroblastos, assim como no alivio da dor apos irradiagdo (KATADA et al,
1992; PORREAU-SCHNEIDER et al., 1989).

Hall et al. (1994), observou clinicamente e macroscopicamente, em dias alternados,
em igual periodo de tempo, reparagdo de tecidos irradiados com laser de He-Ne. Concluiu que
¢ de suma importincia a escolha adequada de energia a ser usada, e que esta energia varia
entre 0s varios autores na literatura. Observou que o laser de baixa intensidade utilizado
apresentou uma estimulagfio da resposta imunolégica com influéncia positiva no controle de
reparos, assim como um aumento na proliferagdo celular, porém com resultados n@o
significativos. Em nenhum momento hove diferenca clinica ou microscopica. Sugere mais
estudos, comparando os varios pardmetros € ndo confirma a intensidade da influéncia do laser
neste processo.

A absorgfo molecular da luz laser é um pré-requisito para qualquer efeito celular. E
geralmente aceita a teoria de que o efeito do laser nas células é dose-dependente, assim como
o comprimento de onda. A existéncia de uma “janela especifica” para o comprimento de onda
¢ doses de energia, sdo postuladas por vérios autores (KREISLER et al., 2002).

Kreisler et al. (2002), relatou que apesar de incansaveis estudos, as reagdes
bioquimicas nio sdo totalmente compreendidas. Elas ainda necessitam de pesquisas sobre a
biologia do laser nas reagdes histologicas basicas das células. A estimulagdo de fibroblastos
gengivais pode ser benéfica na aceleragdo do processo de reparagao.

Segundo Pereira et al. (2002), estudos experimentais mostram que o uso do laser

acelera essa reparag¢do. Este efeito pode ser visto e explicado pela atividade mitotica, assim
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como as mudangas de sintese de colageno. Concluiu que a redug@o do namero de células pode
estar atribuido a desnaturago de proteinas da superficie das raizes.

Pourreau-Schneider et al. (1989), através de linhagens de fibroblastos gengivais
humanos, os quais ajudam a direcionar os efeitos biolégicos do laser a nivel celular, observou
mudangas estruturais das células quando irradiadas. A maior modificagdo pode ser observada
48 hrs apds o tratamento com o laser. Varios e diferentes efeitos podem ser vistos na sua
aplicagio, como a produgdo de colageno, dependendo do comprimento de onda do laser
usado. Por exemplo, o laser de Nd:YAG apresenta uma dramatica redugdo na sintese de
colgeno com alta energia; ja os He-Ne e os Ga-As, estimulam a produgdo de colageno com
baixa energia.

Na literatura, os estudos comparando os efeitos do laser usando luz vermelha ou
infravermelha mostram resultados diferentes. A maioria destes estudos mostra melhores
resultados com o laser visivel (ALMEIDA-LOPES et al., 2001).

Dois outros aspectos do laser de baixa poténcia que pode ser citado quando
relacionado com cultura de fibroblastos sdo a dosagem e as condigdes das culturas. Baixa
fluéncia pode significar resultado sem efeito. Em contrapartida, alta fluéncia tem um efeito
inibitorio. A fluéncia ideal para ter respostas especificas dos fibroblastos in vitro é entre 2
J/em ? (ALMEIDA-LOPES et al., 2001).

Pequenas diferengas de densidades de energia sdo capazes de agir diferentemente no
crescimento das células. A resposta celular para a bioestimulacdo do laser de baixa poténcia
depende da combinagdo entre comprimento de onda, densidade de energia, poténcia e tempo
de irradiagdo. Muitos estudos tentam combinar o melhor destes parametros em diferentes
tipos de células (PEREIRA et al., 2002). O grande niimero destas variaveis e pardmetros, as

vezes pode tornar dificil a4 comparacdo dos resultados de diferentes investigagoes

(ALMEIDA-LOPES et al., 2001).
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O mecanismo de agdo do laser de baixa poténcia, entretanto ndo esta totalmente
entendido (KREISLER et al., 2003).

Experimentos com cultura de células mostram que a irradiagdio com o laser de baixa
pode aumentar a sintese de colageno e de DNA (LOEVSCHALL; ARENHALT-BINDSTEV,
1994: BALBONI et al., 1986). Ha um aumento de produgdo ¢ um aumento na proliferagdo e
migrac¢io de células (NOBLE et al., 1992).

Pourreau-Schneider et al. (1989), concluiu que o tratamento com o laser de He-Ne
aumenta a replicagdo de fibroblastos gengivais humanos normais e induz a mudangas
morfolégicas a um nivel estrtutural: hiperplasia mitocondrial e hipertrofia, aparecimento de
microfilamentos citoplasmaticos e deposi¢do abundante de matriz fibrilar em regides
periféricas.

Pourreau-Schneider (1989), relatou que no tratamento das culturas com o laser de He-
Ne, achou-se células predominantes como os miofibroblastos. Sdo células que aparecem antes
das 24 hrs apds a irradiag@o com o laser. Em tecido gengival também se pode observar 48 hrs
ap6s a irradiagdo, um grande numero de células, morfologicamente com aparéncia de
miofibroblastos. A cultura de fibroblastos ¢ morfologicamente similar a miofibroblastos.
Estes por sua vez, sdo gerados de fibroblastos ou de células mesenquimais imaturas.

Katada et al. (1992), usou fibroblastos gengivais para analise, irradiando com laser de
He-Ne, mostrando o efeito de crescimento nas diferentes poténcias e duragdes dos lasers, e 0s
dias nas culturas apéds irradia¢do. Pode observar que a poténcia e a duragio da irradiagio ndo
tem efeito nos primeiros dias da cultura, sendo este efeito conseguido gradualmente no dia 5.
Os grupos irradiados mostram maior quantidade no crescimento das células com o grupo de
maior energia quando comparado ao grupo controle.

A proliferagﬁo de fibroblastos e a sua ativacdo aumenta com a deposicdo de matriz

extracelular ¢ acompanha muitas doengas proliferativas. Em estudos com microscopia
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eletronica, pode-se identificar fibroblastos inativos e ativos em culturas de controle € em
tecidos gengivais nio tratados (SCHNEIDER et al., 1990). 24 hrs apos a irradiacéo pelo laser
de He-Ne, a maioria das células da cultura tratadas tem caracteristicas de miofibroblastos. Isto
caracteriza, (o recrutamento experimental de miofibroblastos apos tratamento de fibroblastos
com laser He-Ne), uma sequéncia de eventos que resulta na reagdo do estroma em processos
patologicos e naturais. A aceleragdio do processo cicatricial pode ser atribuida a um efeito de
estimulagdo na sintese de colageno e o indice de epitelizagio.

Irradiagdes aplicadas a laser com poténcias diferentes e duragdes diferentes podem ndo
ter efeito no crescimento das células. Em contrapartida, outras andlises, como sintese de
colageno e indice de epitelizagdo podem ser estimulado com diferentes niveis de poténcia do
laser.

Hall et al. (1994), relata que ¢ de suma importdncia a escolha adequada do
comprimento de onda, mas a dose aplicada para a bioestimulagdo ocorrer, varia entre 0s
autores na literatura. Observando clinicamente € macroscopicamente a reparagdo cicatricial,
em dias alternados e no mesmo periodo de tempo, ndo se observou diferenga significativa
quando foi realizada irradiag@io com o laser de He-Ne, aplicando-se doses diferentes.

Comprovado pela literatura em diferentes estudos, pode-se afirmar que as células que
sdo irradiadas em meio apresentando déficit nutricional tém seu crescimento igual ou maior
que as cé¢lulas irradiadas dentro do padrdio da normalidade ( sem estar sob estresse ). Usando a
mesma fluéncia, o laser vermelho, apesar de apresentar penetragdo menor, induz a uma
proliferacdo maior do que o He-Ne, quando as densidades de energia sdo diferentes.
(ALMEIDA-LOPES et al., 2001).

Katada et al. (1992), em seus estudos, analisaram o crescimento e maturagdo de

celulas osteoblasticas da calvaria de ratos, estimuladas por laser de baixa poténcia. Observou
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que para fibroblastos, a irradiagdo por Nd:YAG, ndo resultou em proliferagdo de células. Os
efeitos dependem da poténcia do laser a ser usado.

Kreisler et al. (2001), apos usar o laser de diodo com comprimento de onda de 810 nm
para observar proliferagdo de células, pode observar em sua contagem, que 0 grupo onde o
laser foi usado, houve um aumento insignificante do numero de fibroblastos do que no grupo
controle. Pode observar que diante da aplicagio deste laser em quest@o ndo causou nenhuma
alteragio detectavel na sua superficie. O resultado indicou que para a descontaminagdo das
bolsas periodontais ndo facilitou e ndo obteve um aumento estatisticamente significativo na
aderéncia celular.

Pereira et al. (2002), cita que irradiagdes com 3J/cm’ ou 4 J/em* aumentam o nimero
de células em trés ou seis vezes quando comparadas ao grupo controle. A energia de 3 Jem®
aumenta esse crescimento, mas nfo tem efeito na sintese do procolageno. Um laser especifico,
como o de diodo de 804 nm, pode estimular a proliferagdo de fibroblastos sem interferir na
sintese de procolageno. A luz vermelha tem uma penetrago menor € um efeito melhor em
refacfio a reparacdo cicatricial.

Segundo Pourreau-Schneider (1989), varios traumas mecanicos ou quimicos
provocam a multiplicagdo de fibroblastos entre os primeiros dias e o aparecimento de
miofibroblastos entre os dias oito ¢ vinte e um, dependendo do modelo. Os fibroblastos
inativos tém uma alta concentragdo de reticulo endoplasmatico, enquanto os ativos, além de
serem maiores que os inativos, compreendem a maior concentragdo da populagio de células.

Kreisler et al. (2003), em seu estudo com laser de baixa poténcia de 809 nm, tem seu
efeito estimulatério na proliferacdo do ligamento periodontal fibroblastico. Entretanto,
segundo o autor, pode-se concluir sendo relevante no tratamento da periodontite, A
proliferagio celul‘ar como resultado da estimulagdo do laser de baixa pode estar associada com

a producdo dos fatores de crescimento. Segundo Kreisler, mais investigacdes sdo necessarias
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para poder elucidar os mecanismos moleculares para um aumento da proliferacdo dos
ligamentos periodontais induzidos pelo comprimento de onda da luz laser.

Em um trabalho mais recente, usando o laser de baixa intensidade de Ga-Al-As, diodo
de 904 nm, observando o crescimento de células fibroblasticas em déficit nutricional, pode-se
observar mudangas na estrutura das organelas do citoplasma tratadas. O procolageno ndo foi
alterado pela irradiacgéo, entretanto pode-se observar redugdo significativa na quantidade de

proteinas das células irradiadas. (MARQUES et al., 2004 )

3.2.1 PARTICIPACAQ DOS MIOFIBROBLASTOS

Os miofibroblastos sdo fibroblastos que se diferenciam para agir na contragdo da
ferida assumindo um fenotipo contratil. Uma vez executado seu papel, eles se desdiferenciam
¢ voltam a ser fibroblastos.

Os fibroblastos normais nfo estdo em contato uns com os outros. Os fibroblastos
isolados tornam-se mais curtos, o tecido circundante ndo ira contrair de todo. Essas
modificagdes levam os miofibroblastos a assemelhar-se, mas nio a tornar-se uma célula
muscular lisa.

Os miofibroblastos sdo células intermedidrias entre fibroblastos e células musculares
. lisas, porém o mecanismo de ‘utilizacdo’ ainda ndo estd esclarecido. Eles parecem exercer
esse estirdo de duas maneiras:

¢ por encurtamento, como fazem as células musculares;

® porum mecanismo estacionario (HARRIS; WILD; STOPAAK, 1980).
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Pouco se sabe dos mensageiros que induzem a diferenciagdo de fibroblastos a
miofibroblastos. Ha algo nas feridas que induzem essa modulagdo os miofibroblastos
alinham-se ao longo de novos depésitos de matriz extra celular, formando unides de célula a
matriz para gerar for¢as de tensfo da ferida produzindo a contragdo de si mesma.

A reparagdo tecidual envolve mecanismos complexos que abrangem eventos locais e
sistémicos, onde interferem em varios fatores como tipo de ferida, extensdo tipo e quantidade
de células. O laser de baixa poténcia tem diferentes agdes segundo o momento de reparagio e

o tipo de paciente em que estamos utilizando.



3.3 COMPARACAO DOS RESULTADOS NA LITERATURA
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Morfologia

AUTOR METODOLOGIA ANALISE LASER DOSE INTENSIDADE | ESTATISTICA
Almeida-Lopes Fibroblasto humano | Morfologia Diodo 2-5 J/em®* | 10 mW/em® Positivo
Crescimento 670 nm 30 mW/em?
780 nm 50 mW/cm’
Miyajima Fibroblasto humano | Contagem He-Ne 2-3 6 mW/3 min Positivo
células 632nm | Jem® 6 mW/10 min
25 mW/3 min
25 mW/ 10 min
Kreisler Fibroblasto humano Crescimento GaAlAs 1,96-7.84 10mW/ 75-300s | Positivo
809nm | Jem®
Powrreau-Schneider | Tecido gengival Crescimento He-Ne 1,2 J/em* 10 mW/ 10 min | Positivo
632,8nm
Pourreau-Schneider | Fibroblastos Miofibroblasto § He-Ne 1,2 Jem® 10 mW/10 min Positivo
632 nm
. Katada Fibroblasto humano | Crescimento He-Ne 2-3J/cm* | 6 mW/3 min Positivo
632 nm 6 mW / 10 min
25 mW/3 min
Pereira Cultura fibroblasto Sintese Diodo 3-5 J/em® 120 mW Positivo
pré-colageno 904 nm
Crescimento
Marques Cultura fibroblasto Sintese Diodo 3 J/em® 120 mW Positivo
proteina 904 nm




21

4 PROPOSICAO

Ha uma grande variagio de parimetros na literatura descritos, no que se refere aos
efeitos do laser sobre o metabolismo celular de fibroblastos, células essas diretamente
relacionadas com a reparagdo tecidual.

A literatura é um pouco escassa no que se refere a trabalhos relacionados ao
comportamento da irradiagdo do laser de diodo de alta poténcia analisando fibroblastos.

Podemos encontrar varios trabalhos com lasers de baixa intensidade que demonstram
que em condigdes de normalidade tecidual, ndo se pode observar nenhum efeito apos a
irradiagdo de laser nesses tecidos.

Sabe-se que o comportamento do fibroblasto humano de pele € diferente daquele
observado no fibroblasto humano de mucosa, ainda que mantidos nas mesmas condig¢des.
Linhagens celulares obtidas de cultivos primarios exigem grande dedicagfo antes de comecar
0 experimento propriamente dito.

O objetivo do nosso estudo é comparar resultados na irradiagdo dos lasers de baixa
intensidade e o laser de diodo de alta poténcia desfocado, observando a contagem do nimero
de células fibroblasticas, analisando assim o comportamento da proliferagio dos fibroblastos
humanos.

Para isso € necessario primeiramente obter uma linhagem celular a partir de um cultivo
primario de fibroblastos. Aplicar um protocolo onde in vitro se possa analisar condi¢des de
estresse com ou sem irradiagdo laser (grupo controle ).

Com esse estudo iremos analisar o efeito do laser de alta poténcia desfocado, na
proliferagdo de fibroblastos originados da linhagem celular, utilizando intensidades diferentes

e comparando com os ja existentes na literatura.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Cultivo Celular

5.1.1 OBTENCAO DA AMOSTRA

O material para o cultivo celular foi obtido a partir de linhagem celular de fibroblastos

de gengiva humana (LMF).

5.1.2 DESCONGELAMENTO CELULAR

Para o descongelamento, uma capsula criogénica contendo células foi descongelada
rapidamente em banho-maria a 37°C, agitando-o por 60 segundos (Figura 2) Para desativar a
substéncia crioprotetora (DMSO), o conteudo do cryovail foi transferido rapidamente para um
tubo de ensaio contendo 10 ml de meio de cultivo e centrifugado a 1000 rpm durante cinco
minutos, 4 temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido e o precipitado ressuspendido
em 1 ml de meio DME fresco e transferido para um frasco de plastico de 25 cm previamente

identificado. Foi acrescentado 5 ml de meio DME, contendo 10% de soro fetal bovino (SFB)
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com nimeros exatos de células nas placas, padronizando dessa forma os experimentos, da
maneira mais precisa possivel.

Para a determinag@o do nimero de células existentes nos frascos originais (contagem
celular), as células foram lavadas duas vezes com PBSA e levantadas de seu substrato
utilizando solug¢do de tripsina a 0,25% em PBSA ¢ 1% de EDTA. O conteado de cada frasco
foi removido, colocado em tubo de ensaio e centrifugado. O sobrenadante dos tubos foi
descartado e os precipitados foram ressuspendidos em 1 ml de PBSA ¢ 0,1 ml dessa
suspensdo celular foi dispensada em um tubo de ensaio, sendo adicionado 0,8 ml de PBSA ¢
0,1 ml de Azul de Trypanil a 0,4%. Fora do fluxo laminar, uma gota dessa mistura foi
colocada em cada lado da Cémara de Neubauer, que foi levada ao microscopio invertido de
fase para realizacdo da contagem do namero de células. As células coradas em azul
representam as células mortas, enquanto que as células que ndo estiverem coradas
representam as células vidveis. Foram contados 25 quadrados na parte superior € 25 na parte
inferior, perfazendo um total de 50 quadrados contados. O calculo de contagem foi obtido
pela formula onde o nimero total de células contadas (mortas e vidveis) sera multiplicado
pela diluigdo (nesse caso de 10, ja que usaremos 100 ul de uma suspenséo celular de 1000 pl)
e multiplicado por 10* (pelo volume contado que ¢ 0,1 mm?® ou 10*ml). Esse valor sera
dividido pelo nimero de quadrados contados (50). A partir dessa formula entdo obteremos a
quantidade de células presentes em cada frasco.

O numero total de células presentes no frasco foi obtido através da equagdo:

N° de células = N° total de células contadas x diluicdo x 10*

NP° de quadrados usados péra contagem
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colocadas dentro do fluxo laminar a0 mesmo tempo, inclusive as placas controle, € assim
permaneceu até que a tltima placa do Gltimo grupo foi irradiada. Assim sendo, todas as placas
foram submetidas as mesmas condigdes de stress. Quando chegar o momento da irradiagdo, as
placas foram colocadas uma a uma no sistema e receberam a irradiag@o correspondente.

As irradiagtes foram feitas sempre da mesma forma, variando apenas o tempo de

aplicacdo, em fungdo da intensidade, segundo o experimento.

GRUPO 1: grupo controle

GRUPO 2: densidade de poténcia de 250 +20 mW/cm? ;P=0,1 W
GRUPO 3: densidade de poténcia de 500 + 40 mW/cm® ;P=02 W
GRUPO 4: densidade de poténcia de 1000 + 80 mW/cm® ; P=0,4 W

GRUPO 5: densidade de poténcia de 1500 + 120 mW/cm® ; P=0,6 W

A densidade de energia dos grupos 2 a 5 foi 2 J/em®. A aplicagdo foi realizada a
distancia, desfocado e englobando toda a placa. A area da placa é de 0, 385 cm’ e a érea
irradiada é de 0,4 + 0,03 cm’ .

Para os grupos controle, seguiram os mesmos processos de manipulagdo, simulando-se
receber aplicagﬁo.de laser, permanecendo fora da estufa de cultivo, com conseqiiente variagdo

de temperatura, sempre nas mesmas condi¢des que os grupos irradiados.

5.3.1 EXPERIMENTOS
As células foram tripsinizadas, centrifugadas, ressuspensas em meio DME sem soro ¢
semeadas em placas (plaqueamento), com pogos de 7 mm de didmetro. A concentracdo

celular para o seguinte plaqueamento foi de 1,7 x 10 células/placa.
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A primeira leitura foi realizada ap6s 12 horas do preparo. A segunda, 16 horas apds.
Para a leitura foi utilizada a Leitora Elisa (contagem de células), marca Biotrak II, do
laboratorio da Dentistica, da FOUSP.

O numero total de células foi registrado segundo a equagéo:

N° de células = N° total de células contadas x diluicdo x 10*

N° de quadrados usados para contagem

As suspensdes celulares restantes (0,9 ml de cada placa contada) ndo utilizadas na

contagem foram descartadas com jato de liquido de Dakin.

5.3.3 ANALISE ESTATISTICA

I Os pontos das curvas de crescimento e de viabilidade celular representam a média +/-
o erro da média da contagem de trés placas para cada periodo experimental. Os dados obtidos
foram comparados por teste estatistico de analise de varidncia. da presenga.

Foi aplicado o teste de KRUSKAL-WALLIS (GOMES, 1990) quando da presenga de

uma curva ndo normal, utilizando-se programa de informatica. As diferengas estatisticas

foram consideradas significantes ao nivel de 5% (p < 0,05).
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Somente as células do grupo IV, irradiadas com Dp= 1500 mW/cm? , apresentaram
crescimento significativo até 16 horas.

A contagem também foi realizada 30 horas ap6s a irradiagdo, mas foi possivel se
observar um decréscimo acentuado do nimero de células em todos os pardmetros de
aplicacdo, indicando a morte das células, ficando, assim, as mesmas inutilizaveis para o
trabalho.

O fator tempo foi imprescindivel para o crescimento das culturas, de acordo com a

area especifica de irradiaco.
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7 DISCUSSAO

A absor¢do molecular da luz laser ¢ um pré-requisito para qualquer efeito celular, e a
teoria de que o efeito do laser nas células depende da densidade de energia e do comprimento
de onda ¢ em geral aceita.

O laser de 809 nm LLLT tem consideravel efeito estimulatorio na proliferacio de
fibroblastos gengivais humanos.

Katada et al. (1992), analisaram o crescimento € a maturagdo de células osteoblasticas
da calvaria de ratos, estimuladas por laser de baixa poténcia, observando que para
fibroblastos, a irradiacdo por Nd: YAG néo gerou proliferacdo celular.

O aumento da prolifera¢do dos fibroblastos pode estar associada com a produgéo dos
fatores de crescimento.

Estudos anteriores indicam que a irradiagdo pelo laser com densidades acima de 4
Jlem* pode ter efeitos estimulatérios. Porém, em locais com altas doses podem ocorrer
caracteristicas inibitdrias ( ALMEIDA-LOPES, 2001 ).

A irradiagdo com o laser de diodo 808 nm, desfocado, em comparagdo com outros
estudos, inibe as prostaglandinas E, assim como a produgdo de IL-18 e genes que expressam
quais os beneficios terapéuticos contra o agravante da gengivite ¢ da periodontite que
acompanham as infec¢des bactericidas.

No crescimento das células, a irradiagio com 2 J/cm® aumenta o nimero de células em
3 ou 6 vezes quando comparadas ao grupo controle, mas ndo tem nenhum efeito na sintese do
procoldgeno. Os resultados mostram que um laser especifico pode estimular a proliferagéo

dos fibroblastos, sem interferir na sintese de procolageno.
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Porfirinas enddgenas e citocromas, assim como vasos biopolimeros, sdo descritos
como chaves para a absor¢do celular. Takema (1998), citou o laser 830 nm semicondutor
como inibidor do plasminogénio, ativador do sistema proteolitico plasmatico.

A impossibilidade do preparo de solugdes de células com idénticas concentragdes
celulares pode resultar na razdo para as diferengas entre os respectivos grupos selecionados,
no primeiro, segundo e terceiro dia, nas diferentes concentragdes de radiagdo.

Culturas de células irradiadas em uma condic¢io deficitaria de suplemento médio de 5
% de FBS, cujo crescimento permite um aumento na prolifera¢cdo da célula podem ser
observada, o que traduz um indice significativo menor que as células crescidas em condicdes
normais.

Kreisler et al (2002), concluiu que as reagdes bioquimicas n3o sdo totalmente
compreendidas, sendo necessarias mais pesquisas sobre a biologia do laser nas reagdes
histolégicas das células. A estimulagfio de fibroblastos gengivais pode ser benéfica na
aceleragd@o do processo de reparaco.

O laser de baixa intensidade de poténcia tem suas melhores aplicagdes em tecidos sob
estresse (5 % SFB)

O uso de 5% FBS mostra ser o modelo ideal para a analise dos efeitos do laser
terap€utico, pois o crescimento celular decresce proporcionalmente para as FBS proporgdes.

A fluéncia de 2 J/cm® administrada estimula o fibroblasto gengival quando ele esta em
déficit nutricional (condigdo de estresse).

O aumento do indice de proliferacdo ocorre com o efeito do LLLT dos fibroblastos,
quando usada a fluéncia de 2 J/em?. O crescimento dos fibroblastos crescendo abaixo das
condigdes ideais (10 % FBS) tem pouco ou nenhum significado.

O laser vermelho, por apresentar particularidade de menor penetragdo, induz

significativamente o crescimento das células em amostras submetidas a um déficit nutricional
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( condigdo de estresse) do que os lasers infravermelhos. Os melhores resultados s@o
encontrados com um pequeno tempo de aplicagdo.

A combinag¢do do comprimento de onda, da intensidade e do tempo utilizados na
irradiagdo de cada grupo, determina o melhor pardmetro para a analise do crescimento das
culturas. Tentando determinar este pardmetro, estudou-se, na presente pesquisa, o efeito das
densidades de poténcia e suas variagdes.

Apesar de muitas investigacdes descreverem o efeito da agdo do laser com seus
diferentes comprimentos de onda em crescimento de células e suas intera¢des, os exatos
mecanismos ndo foram elucidados ainda. Entretanto, existe uma “janela especifica “ de certas
dosagens ¢ comprimentos de onda que vem sendo postulados (KARU, 1989; ALMEIDA-
LOPES, 2001 ). Assim, conclui-se que a fluéncia ideal para se obter resultados favoraveis
usando-se fibroblastos in vitro é de aproximadamente de 2 J/em® (MESTER; MESTER;
MESTER, 1985).

H4 muitos estudos tentando explicar o porqué de algumas pesquisas com laser de
baixa poténcia apresentarem resultados negativos.

Na presente pesquisa, foram usados pardmetros diferentes daqueles encontrados na
literatura, assim como equipamento e forma de irradiagdo (desfocado).

O resultado ndo foi o esperado. O grupo irradiado com uma intensidade maior teve em
média um crescimento superior em comparagdo com o grupo controle.

Comparando-se aos trabalhos descritos na literatura, que tiveram seus resultados mais
favoraveis com densidades de energia menores, como por exemplo, o trabalho de Kert e Rose,
em 1989, no qual o limite para o tratamento seria de 500 mW/cm 2 , ndo obtivemos

resultados semelhantes. Segundo o autor, acima deste valor as células sofreriam danos.

COMISSRO NACIORAL DE ENERGA NUCLEAR/SP-PEN
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8 CONCLUSAO

A irradiagdio das células com 1500 mW/em® ( grupo 4 ), resultou no favorecimento ao
crescimento das células. Ndo houve diferenga estatistica entre os grupos.

O crescimento das células com 1500 mW/cm® vai ao desencontro do resultado de
outros pesquisadores. Como nd@o houve diferenca significativa com o grupo controle ha a
necessidade de confirmar este resultado com mais pesquisas.

Como conclusdo, mais estudos devem ser realizados a fim de elucidar os efeitos das

diferentes densidades de poténcia no crescimento das culturas de fibroblastos humanos.
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Plate ID: 1 . ___Biotrak II Reader

Measurement Date

29.03.05 16:17

Measurement Filter 562 nm
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0.133 0.081 0.108 0.081 0.108 0.109 0.114 0.083 0.109 0.083 0.087 0.082
B 0.081 0.081 0.085 0.081 0.080 0.084 0.085 0.089 0.083 0.083 0.082 0.080
c 0.122 " 0.079 0.117 0.080 0.123 0.082 0.143 0.083 0.137 0.083 0.276 0.080
D 0.082 0.079 0.080 0.077 0.081 0.080 0.106 0.082 0.082 0.082 0.084 0.082
E 0.151 0.079 0.134 0.082 0.191 0.082 ¢.115 0.082 0.129 0.086 0.096 0.083
F 0.081 0.079 0.080 0.078 0.081 0.082 0.083 0.081 0.083 0.083 0.083 0.081
G 0.084 0.083| 0.080 0.087 0.084 0.083 0.083 0.085 0.083 0.083 0.080 0.080
H 0.083 0.085 0.084 0.082 0.080 0.083 0.081 0.082 0.080 0.082 0.079 0.081
30.03.05 Page 1



Biotrak II Reader

Plate ID: 2 Measurement
Measurement Date 29.03.05 19:31

Measurement Filter 562 nm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A 0.128 0.091 0.110 0.083 0.103 0.085 0.114 0.080 0.157 0.083 0.099 0.082
B 0.099 0.099f 0.105 0.091 0.096 0.099 0.103 0.083 0.085 0.084 0.085 0.083
c 0.125 0.106 0.127 0.094 0.167 0.106 0.328 0.088 0.167 0.089 0.132 0.082
D 0.086 0.089 0.096 0.090 0.097 0.099 0.105 0.136 0.096 0.089 0.089 0.086
E 0.102 0.082 0.098 0.082 0.165 0.086 1.216 0.116 0.144 0.103 1.730 0.082
F 0.083 0.083 0.083 0.085 0.084 0.082 0.086 0.079 0.085 0.089 0.087 0.080
G 0.099 0.089 0.141 0.114 0.080 0.080 0.084 0.087 0.089 0.084 0.086 0.086
H 0.094 0.084 0.082 0.080 0.080 0.082 0.082 0.080 0.085 0.082 0.083 0.083
30.03.05 Page 1
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Plate ID: 52

Biotrak II Reader

Results

Method

Measurement Date
Measurement Filter

NEW MTT LMF
30.03.05 14:32
562 nm

Legend: Layout / Absorbance / Average
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Teste de Kruskal-Wallis

Postos médios 1e 13 54.3333 3.6023 3.126 <0.05
Postos médios 1e 14 31.3333 20774 3.126 ns
Postos médios 1 e 15 34.6667 22984 3.126 ns
Postos médios 2e 3 9.3333 06188 3.126 ns
Postos médios 2e 4 46667 0.3094 3.126 ns
Postos médios 2e5 7.3333 0.4862 3.126 ns
Postos médics 2e 6 1.6667 0.1105 3.126 ns
Postos médios 2e7 9.0000 0.5867 3.126 ns
Postos médios 2e 8 16.0000 1.0608 3.126 ns
Postos médios 2e9 253333 1.6796 3.126 ns
Postos médios 2 e 10 30.6667 20332 3.126 ns
Postos médios 2e 11 26.0000 1.7238 3126 ns
Postos médios 2e 12 21.3333 14144 3.126 ns
Postos médios 2e 13 39.3333 26078 3.126 ns
Postos médios 2 e 14 163333 1.0829 3.126 ns
Postos médios 2e 15 19.6667 1.3039 3.126 ns
Postos médios 3e4 4.6667 0.3094 3.126 ns
Postos médios 3e5 2.0000 0.1326 3.126 ns
Postos médios 306 11.0000 0.7293 3.126 ns
Postos médios 3e 7 18.3333 12155 3.126 ns
Postos médios 3e8 6.6667 0.4420 3.126 ns
Postos médios 3e9 16.0000 1.0608 3.126 ns
Postos médios 3 e 10 21.3333 14144 3.126 ns
Postos médios 3e 11 35.3333 23426 3.126 ns
Postos médios 3 e 12 30.6667 20332 3.126 ns
Postos médios 3e 13 48.6667 32266 3.126)] <0.05
Postos médios 3e 14 25.6667 1.7017 3.126 ns
Postos médios 3e 15 29.0000 1.9227 3.126 ns
Postos médios 4e5 26667 0.1768 3.126 ns
Postos médios 4e6 6.3333 0.4159 3.126 ns
Postos médios 4e7 13.6667 0.9061 3.126 ns
Postos médios 4e 8 11.3333 0.7514 3.126 ns
Postos médios 4e9 20.6667 1.3702 3.126 ns
Postos médios 4 10 26.0000 1.7238 3.126 ns
Postos médios 4e 11 30.6667 20332 3.126 ns
Postos médios 4e 12 26.0000 1.7238 3.126 ns
Postos médios 4e 13 44 0000 29172 3.126 ns
Postos médios 4e 14 21.0000 13923 3.126 ns
Postos médios 4e 15 243333 16133 3.126 ns
Postos médios 5e6 9.0000 0.5967 3.126 ns
Postos médios S5e7 163333 1.0829 3.126 ns
Postos medios S5e 8 8.6667 0.5746 3.126 ns
Postos médios 5e9 18.0000 1.1934 3.126 ns
Postos médios Se 10 233333 1.5470 3.126 ns
Postos médios Se 11 33.3333 22100 3.126 ns
Postos médios Se 12 28.6667 1.9006 3.126 ns
k Postos médios Se 13 46.6667 3.0940 3.126 ns




Teste de Kruskal-Wallis

Postos médios Se 14 23.6667 1.5691 3.126
Postos medios Se 15 27.0000 1.7901 3.126 ns
Postos médios 6e 7 7.3333 0.4862 3.126 ns
Postos médios 6e 8 17.6667 11713 3.126 ns
Postos médios 6e 9 27.0000 1.7901 3.126 ns
Postos médios 6 e 10 32.3333 2.1437 3.126 ns
Postos médios 6e 11 243333 16133 3.126 ns
Postos médios 612 19.6667 1.3039 3.126 ns
Postos médios 6e 13 37.6667 2.4973 3.126 ns
Postos médios 6e 14 14.6667 0.9724 3.126 ns
Postos médios 6e 15 18.0000 1.1934 3.126 ns
Postos médios 7e 8 25.0000 1.6575 3.126 ns
Postos médios 7e 9 34.3333 2.2763 3.126 ns
Postos médios 7 e 10 39.6667 26299 3.126 ns
Postos médios 7 e 11 17.0000 11271 3.126 ns
Postos médios 7 e 12 123333 08177 3.126 ns
Postos médios 7 e 13 30.3333 20111 3.126 ns
Postos médios 7 e 14 7.3333 0.4862 3.126 ns
Postos médios 7 e 15 10.6667 0.7072 3.126 ns
Postos médios 8e 9 9.3333 06188 3.126 ns
Postos médios 8e 10 14.6667 0.9724 3.126 ns
Postos médios 8e 11 42.0000 2.7846 3.126 ns
Postos médios 8 e 12 37.3333 24752 3.126 ns
Postos médios 8e 13 55.3333 3.6686 3126 <0.05
Postos médios 8 e 14 32.3333 21437 3.126 ns
Postos médios 8e 15 35.6667 2.3647 3.126 ns
Postos médios 9e 10 5.3333 0.3536 3.126 ns
Postos médios 9e 11 51.3333 3.4034 3126, <005
Postos médios 9e 12 46.6667 3.0840 3.126 ns
Postos médios 9e 13 64.6667 42874 3.126] <005
Postos médios e 14 41.6667 2.7625 3.126 ns
Postos médios Ge 15 45.0000 2.9835 3.126 ns
Postos médios 10e 11 56.6667 3.7570 3.126| <005
Postos médios 10e 12 52.0000 3.4476 3126 <005
Postos médios 10e 13 70.0000 46410 3.126 <0.05
Postos médios 10e 14 47.0000 3.1161 3.126 ns
Postos médios 10 e 15 50.3333 3.3371 3126 <005
Postos médios t1e 12 4.6667 0.3094 3.126 ns
Postos médios 11e 13 13.3333 0.8840 3.126 ns
Postos médios 11 e 14 9.6667 0.6409 3.126 ns
Postos médios 11 e 15 6.3333 04199 3.126 ns
Postos médios 12e 13 18.0000 1.1934 3.126 ns
Postos médios 12e 14 $.0000 0.3315 3.126 ns
Postos médios 12 e 15 1.6667 0.1105 3.126 ns
Postos médios 13 e 14 23.0000 1.5249 3.126 ns
Postos meédios 13e 15 19.6667 1.3039 3.126 ns
Postos médios 14e 15 3.3333 0.2210 3.126 ns

COMSSAO RACIOMAL DE ENERGIA MUTLFFRICP-IER}




Teste de Kruskal-Wallis -

Resuftados

H= 492698

Graus de fiberdade = 14

(p) Kruskal-Wallis = 0.0000

R1= 373.0000

R2= 283.0000

R3= 339.0000

Ra= 311.0000

RS= 327.0000

R6= 273.0000

R7= 229.0000

R8= 379.0000

R9= 435.0000

R10= 467.0000

R11= 127.0000

R12= 155.0000

R13= 47.0000

R14= 185.0000

R15= 165.0000

R 1 (posto médio) = 62.1667

R 2 (posto médio) = 47.1667

R 3 (posto médio) = 56.5000

R 4 (posto médio) = 51.8333

R 5 (posto médio) = 54.5000

R 6 (posto médio) = 45.5000

R 7 (posto médio) = 38.1667

R 8 (posto médio) = 63.1667

R 9 (posto médio) = 72.5000

R 10 (posto médio) = 77.8333

R 11 (posto médio) = 21.1667

R 12 (posto médio) = 25.8333

R 13 (posto médio) = 7.8333

R 14 (posto médio) = 30.8333

R 15 (posto médio) = 27.5000

Comparagbes (método de Dunn) Dif. Postos Z calculado 2 critico * p

Postos médios 1e2 15.0000 0.9945 3.126 ns
Postos médios 1e3 5.6667 0.3757 3.126 ns
Postos médios 1e 4 10.3333 0.6851 3.126 ns
Postos médios 1e5 7.6667 0.5083 3.126 ns
Postos médios 1e6 16.6667 1.1050 3.126 ns
Postos médios 1e7 24.0000 1.5912 3126 ns
Postos médios 1e8 1.0000 0.0663 3.126 ns
Postos médios 1e9 10.3333 0.6851 3.126 ns
Postos médios 1e 10 15.6667 1.0387 3.126 ns
Postos médios 1e 11 41.0000 2.7183 3.126 ns
Postos médios 1 e 12 36.3333 2.4089 3.126 ns

COMISSAO NACICHAL DE ERERGIA RUCLEAR/SP-IPEN
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