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Laser de baixa intensidade induz a proliferacao in vitro

de células-tronco mesenquimais
Low-level laser irradiation induces /n vitro proliferation of mesenchymal stem cells

Carlos Augusto Galvao Barboza!, Fernanda Ginani!, Diego Moura Soares?,
Aguida Cristina Gomes Henriques', Roseana de Almeida Freitas'

RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da terapia com laser de baixa intensidade
sobre a proliferagéo e as possiveis alteragdes morfoldgicas nucleares
em células-tronco mesenquimais de camundongos. Métedos: Células-
tronco mesenquimais derivadas da medula éssea e do tecido adiposo
foram submetidas a duas aplicagdes (TO e T48 horas) de laser de
baixa intensidade (660nm; doses de 0,5 e 1,0J/cm?). O ensaio de azul
de tripan foi utilizado para a avaliagdo da viabilidade celular, e curvas
de crescimento foram usadas para avaliar a proliferagao das células
em zero, 24, 48, e 72 horas. Alteragdes nucleares foram avaliadas
por coloragao com DAPI (4-6-diamidino-2-fenilindolo) em 72 horas.
Resultados: As células-tronco mesenquimais derivadas da medula
Ossea responderam a terapia com laser de forma dose-dependente.
Um maior crescimento celular foi observado quando as células
foram irradiadas com dose de 1,0J/cm?, especialmente depois de
24 horas (p<0,01). As células-tronco mesenquimais derivadas do
tecido adiposo responderam melhor a dose de 1,0J/cm?, com maior
proliferagéo ap6s 48 (p<0,05) e 72 horas (p<0,01). Nem alteragdes
nucleares nem a mudanga significativa na viabilidade celular
foi detectada nos grupos estudados. Conclusaoe: Laser de baixa
intensidade estimulou a proliferagéo de células-tronco mesenquimais
sem causar alteragdes nucleares. A bioestimulacéo de células-tronco
mesenquimais por laserterapia pode ser uma ferramenta importante
para a terapia regenerativa e a engenharia tecidual.

Descritores: Terapia a laser; Proliferagao de células; Células-tronco;
Medula dssea; Tecido adiposo

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of low-level laser irradiation on
the proliferation and possible nuclear morphological changes of

mouse mesenchymal stem cells. Methods: Mesenchymal stem
cells derived from bone marrow and adipose tissue were submitted
to two applications (TO and T48 hours) of low-level laser irradiation
(660nm; doses of 0.5 and 1.0J/cm?). The trypan blue assay was used
to evaluate cell viability, and growth curves were used to analyze
proliferation at zero, 24, 48, and 72 hours. Nuclear alterations were
evaluated by staining with DAPI (4’-6-diamidino-2-phenylindole) at
72 hours. Results: Bone marrow-derived mesenchymal stem cells
responded to laser therapy in a dose-dependent manner. Higher cell
growth was observed when the cells were irradiated with a dose
of 1.0J/cm?, especially after 24 hours (p<0.01). Adipose-derived
mesenchymal stem cells responded better to a dose of 1.0J/cm?, but
higher cell proliferation was observed after 48 hours (p<0.05) and 72
hours (p<0.01). Neither nuclear alterations nor a significant change
in cell viability was detected in the studied groups. Conclusion:
Low-level laser irradiation stimulated the proliferation of mouse
mesenchymal stem cells without causing nuclear alterations. The
biostimulation of mesenchymal stem cells using laser therapy might
be an important tool for regenerative therapy and tissue engineering.

Keywords: Laser therapy; Cell proliferation; Stem cells; Bone marrow;
Adipose tissue

INTRODUCAO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sao células
indiferenciadas com potencial importante para aplica-
¢coes em terapia celular, devido a sua capacidade pa-
ra autorrenovacado, proliferacao e diferenciacio em
diversos tipos de células especializadas.!? As CTMs
adultas sao responsaveis pela reposicao de tecidos da-
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nificados no local onde residem. Essas células podem
ser isoladas a partir de varios tecidos, como medula
6ssea,® cordao umbilical,® polpa dentaria,® ligamen-
to periodontal® e tecido adiposo.® As CTMs deriva-
das do tecido adiposo (ADSCs) tém um potencial de
diferenciacdo similar aquelas derivadas da medula
6ssea (BMMSCs) e podem diferenciar-se em tipos de
células diferentes, como adipdcitos, condrdcitos, os-
teoblastos e mioblastos.”

Estudos tém demonstrado que quanto maior a pro-
liferacao de CTMs, maiores as capacidades regene-
rativa e cicatricial dos tecidos onde residem. Dentro
desse contexto, o laser de baixa intensidade (LBI) tem
mostrado eficiéncia em diversas condicoes médicas,
como cicatrizacao da mucosa, ulcera na pele, derma-
tites e mucosites, por exercer efeitos biomoduladores
positivos nas CTMs.®? Essa capacidade de acelerar o
processo de cicatrizacdo estd provavelmente relacio-
nada aos achados que o LBI promove na proliferacao
celular. Contudo, o mecanismo molecular subjacente
para esse processo ainda nao é completamente com-
preendido.!” Sugere-se que a energia do laser seja
absorvida por cromoéforos intracelulares e convertida
em energia metabdlica, que, entdo, € utilizada pela ca-
deia respiratoria mitocondrial, para produzir ATP, e
aumentar a atividade do DNA, e aumentar a sintese
de RNA e proteinas.(:12)

O espectro da luz visivel, infravermelha ou ultravio-
leta pode ser utilizado para LBI. De acordo com a lite-
ratura, o espectro da luz visivel varia de 600 a 700nm‘®
bandas de resultados mais efetivos, em termos de pro-
liferacdo e diferenciagao celular. Yu et al.¥ relataram
alta producao do fator de crescimento de fibroblastos
quando os fibroblastos foram irradiados com onda de
laser de 600nm. Pourreau-Schneider et al.('> mostraram
que a irradiacao de laser com comprimento de onda de
632,8nm induziu a transformacio de fibroblastos nos
miofibroblastos em cultura. Além disso, encontrou-se
que a luz do laser de 632,8nm aumenta a proliferagao
de células nas culturas de queratindcitos!® e estimula
a secre¢ao de citocinas IL-1 e IL-8.(7 Stein et al.(819
observaram alta proliferacao, diferenciacao e matura-
¢ao de osteoblastos quando irradiados a 632,8 e 670nm,
respectivamente.

O LBI tem mostrado estimular o crescimento, a
proliferagao e a diferenciagdo de tipos diferentes de
células em cultura, incluindo queratindcitos, fibroblas-
tos, células endoteliais, mioblastos e osteoblastos, por
exercer efeitos biomoduladores positivos.*?) Todavia,
pouco € conhecido em relagdo ao efeito da terapia a
laser nas CTMs.*!122) Devido a proliferacdo das CTMs
ser geralmente lenta e o percentual dessas células apos
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a primeira colheita ser baixo, uma ferramenta terapéu-
tica que aumente a proliferagao dessas sem causar da-
nos moleculares enquanto mantém suas caracteristicas
especificas é importante para aplicacdo clinica efetiva
dessas células.

OBJETIVO

Avaliar danos ao percentual de células e DNA em cé-
lulas-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea
e naquelas derivadas do tecido adiposo tratadas com
duas doses (0,5 e 1,0J/cm?) de laser de baixa intensida-
de em 660nm.

METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (protocolo 008/2009) e conduzido no Departamento
de Morfologia/Centro de Biociéncias da instituicdo, en-
tre 2010 e 2011.

Cultura celular

BMMSCs e ADSCs foram obtidas de dois camundon-
gos albinos Swiss machos com 3 meses de idade. As
BMMSCs foram extraidas de acordo com protocolo de
Soleimani e Nadri.®? Os fémures e as tibias foram dis-
secados, e as cavidades da medula 6ssea foram lavadas
em meio o- MEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB, Gibco, EUA), 50mg/L de sulfato de gen-
tamicina e 2mg/L de anfotericina (ambos da Cultilab,
Brasil). Para isolamento das ADSCs, um fragmento
de tecido adiposo foi removido da regido inguinal do
animal e lavado trés vezes com a- MEM suplementado
com antibidticos e agentes antifungicos (Gibco, EUA).
Ap06s, o fragmento do tecido foi digerido enzimati-
camente em solucdo de colagenase (3mg/mL; Gibco,
EUA) por 1 hora a 37°C.

Os dois tipos de célula foram cultivados em placas
contendo meio a- MEM suplementado com 10% SFB
em atmosfera humida, com 5% CO,a 37°C. O meio de
cultura era trocado em intervalos de 3 a 4 dias, até as
células atingirem 80 a 95% de confluéncia.

Para analisar a natureza multipotente das células
antes da terapia a laser, as BMMSCs e ADSCs foram
cultivadas em meio de diferenciacao osteogénico e adi-
pogénico (StemPro® Differentiation kits, Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA, EUA) por até 21 dias. A andlise das cé-
lulas, apds esse periodo, utilizando microscopia de luz,
revelou caracteristicas morfoldgicas de osteoblastos e
células adiposas (Figura 1).



Irradiacao a laser

Na terceira passagem (P3), as culturas celulares foram
irradiadas com laser diodo InGaAIP (Kondortech
Bio Wave LLLT Dual, Brasil) em modo continuo uti-
lizando poténcia de 30mW, comprimento de onda de
660nm e doses de 0,5 e 1,0J/cm? Cada poco tratado
com doses de 0,5 e 1,0J/cm? foi irradiado por 16 e 33
segundos, respectivamente, as zero e 48 horas. Apos
a primeira irradiagao a laser, as células foram, entao,
analisadas em zero, 24, 48 ¢ 72 horas. Para irradiacao
a laser, a sonda foi direcionada perpendicularmente
a cada placa, com distancia de 0,5cm das células. As
células foram incubadas de modo que um poco, en-
tre os semeados, fosse deixado vazio, para prevenir a
dispersao intencional de luz entre os pocos durante a
irradiacdo a laser.

Analise do efeito da irradiacao a laser na proliferagao
e viabilidade celular

O ensaio de azul de tripan foi utilizado para avaliar a
viabilidade celular durante o experimento, e as curvas
de crescimento obtidas foram utilizadas para estabe-
lecer a proliferacao das células submetidas a terapia
a laser. As células foram cultivadas em placas para
cultura celular de 24 pogos com densidade de 3x10*
células/pocos, e as células coradas com azul de tripan
foram contadas em cimara de Neubauer em zero, 24,
48 e 72 horas.
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Figura 1. Fotomicrografia de células-tronco da medula éssea (A a C) e do tecido adiposo (D a F) no estagio de indiferenciacao (A e D) e submetidas a diferenciacéo
osteogénica (B e E) e adipogénica (C e F). Microscopia de luz, A e D: 40x; B e E: corante de von Kossa, 40x; C e F: corante Oil Red, 100x

Andlise do efeito da irradiacao a laser no niicleo celular
Para avaliar as mudancas morfoldgicas, a células foram
coradas com DAPI (4-6-diamidina-2-fenilindol) para
identificar a presenca do ntucleo picnético e a fragmen-
tacdo nuclear ap6s 72 horas.

Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise nao paramé-
trica. As diferencas entre os grupos a cada momento
(zero, 24, 48 e 72 horas) foram analisadas utilizando os
testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Adotou-se
nivel de significancia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Células-tronco mesenquimais derivadas da medula dssea
A figura 2 ilustra as curvas de crescimento de BMMSCs
nos diferentes grupos. A menor proliferacao foi obser-
vada para o grupo controle (sem tratamento a laser),
em todos os momentos estudados, em comparagao aos
grupos irradiados.

A comparagao das duas doses de laser mostrou uma
tendéncia em relagao a alta proliferacao de células no
grupo tratado com 1,0J/cm? porém essa diferenca foi
significativa somente apos 24 horas (Tabela 1). Uma di-
ferenca significativa na proliferacdo celular foi obser-
vada entre o grupo controle e os grupos tratados com
duas doses (0,5 e 1,0J/cm?) apds 24 horas (Tabela 1),
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Figura 2. Curvas de crescimento das células-tronco mesenquimais da medula
dssea, submetidas ou ndo a irradiacdo laser ao longo do tempo

Tabela 1. Crescimento e viabilidade de células-troncos mesenquimais derivadas
da medula 6ssea submetidas ou néo a irradiagéo a laser em diferentes momentos
do estudo
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Figura 3. Curvas de crescimento das células-tronco derivadas do tecido adiposo
submetidas ou ndo a irradiagéo laser ao longo do tempo

Tabela 2. Crescimento e viabilidade de células-troncos mesenquimais derivadas
do adiposo derivado submetidas ou néo a irradiagéo a laser em momentos dife-
rentes do estudo

Valor de p* Valor de p*
Controle Lgsgr L:s;r Controle  Controle 0,5 versus Controle LgsEer L‘i‘sgr Controle  Controle 0,5 versus
' , versus versus 10 . . versus versus 10
0,5 1,0 ’ 0,5 1,0 '

T0 08+03 0803  1,0£00 09266 0,0705 0,0705 0 26+06 35x05 33+03 00239  0,0239** 04871
100% 100% 93,4% 100% 100% 93,8%

724 18+03 28+03 38+03  00039**  0,0039**  0,0039** T24  49+09 33+03  40=11  0,0041* 03674 04871
100% 949%  96,8% 9.1%  944% 100%

T48  28+03 35+00 43+08  0,0024** 0,0039** 0,0705 T48  67+06 70x16 8011 0,8671 0,0383** 0,1613
100% 97.8% 98,5% 98% 95.9% 100%

172 30+00 38+03 4000  0,0024** 0,0013** 0,0705 172 75+08 68+08 98+14 0,1659 0,0084** 0,0039**
98,6% 100% 100% 96,8% 96,9% 100%

Valores do crescimento celular relatados por médias=desvio padrao; viabilidade relatada por porcentagem de células
vidveis. Nao se observaram diferencas significativas na viabilidade celular.
*Teste de Mann\Whitney; ** diferenca significativa (p<0,01).

Valores de crescimento celular relatados por médias=desvio padrao; viabilidade relatada por porcentagem de células
viaveis. Nao se observaram diferencas significativas na viabilidade celular.
*Teste de Mann‘Whitney; ** diferenca significativa (p<0,05)

Figura 4. Micrografia de células-tronco mesenquimais derivadas da medula dssea (A a C) e do tecido adiposo (D a F) corada com DAPI, mostrando auséncia de
mudancas nucleares morfolégicas. (A e D) Controle; (B e E) laser 0,5J/cm?, (C e F) laser 1,0J/cm?
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com ambas as doses estimulando o crescimento celu-
lar. Nao se observou diferenca na viabilidade celular
(Tabela 1) utilizando o método de exclusao de azul
de tripan.

Células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
A proliferacao de ADSCs mostrou tendéncia de au-
mento em todos os grupos estudados (Figura 3). Ten-
déncia em relacdo a alta proliferacao foi observada no
grupo que recebeu irradiagio com dose de 1,0J/cm?
ap06s 24 horas quando comparado com o grupo controle
e o grupo que recebeu irradiagdo com 0,5J/cm?.

A comparacdo da proliferacdo celular dos grupos
que receberam irradiacdo a laser mostrou diferenca sig-
nificativa apenas apds 72 horas (Tabela 2). A irradiacao
a laser, utilizando dose de 1,0J/cm?, pareceu influenciar
positivamente a proliferacao de ADSCs. Um comporta-
mento distinto foi observado ao longo do tempo quan-
do a média de proliferacao celular foi comparada entre
os grupos que receberam irradiacio a laser e o grupo
controle (Tabela 2). O ensaio de exclusdo com azul de
tripan nao mostrou diferenga na viabilidade celular nos
grupos estudados.

Efeito de irradiacao a laser no nicleo celular

Nao foi detectada mudanca nuclear (fragmentacao nu-
clear ou ntcleo picnético) nas BMMSCs ou ADSCs
(Figura 4).

DISCUSSAO

O LBI € utilizado para estimular a proliferacgao e a dife-
renciacao de diversos tipos de células.**1.2) Porém, a
bioestimulacao nao € sempre observada, devido a uma
variedade de fatores que influenciam no processo.¥
Nesse sentido, a bioestimulagao in vitro depende de pa-
rametros relacionados ao laser, como o comprimento
da onda, dose, poténcia e tempo de irradiagao,!*2)
tipo de célula irradiada,® e caracteristicas fisiologicas
de células no momento da irradiacio.®* Como conse-
quéncia desses fatores, a interacao da luz do laser com
células e tecidos pode estimular ou inibir a proliferacao
celular.

Pinheiro et al.?” recomendou baixas doses para ir-
radiacdo da mucosa e das feridas, ja que a absorcao e
a propagacao da luz sdo maiores em razao da falta de
uma barreira Optica. De acordo com os autores, estu-
dos in vitro normalmente refletem as mesmas condicoes
como observado em feridas abertas, i.e, a falta de uma
barreira dptica e baixas doses, sendo, portanto, indica-
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dos em caso de bioestimulac¢io. Baseado nessa hipodtese,
as doses de 0,5 e 1,0J/cm? foram utilizadas no presente
estudo devido ao objetivo de estimular a proliferacao
de BMMSCs e ADSCs. De acordo com Karu,®® a dose
aumenta os danos aos fotorreceptores, que reduzem o
efeito biomodular do laser, como resultado da inibicao
do metabolismo e consequente morte celular. Kreisler
et al.!D apoiaram essa hipdtese, demostrando que a ir-
radiagao a laser utilizando uma dose de 4,0J/cm? exer-
ceu efeito estimulante na proliferacao celular, enquan-
to altas doses parecem exercer um efeito negativo nesse
processo bioldgico.

Estudos investigando os efeitos da irradiacao a laser
em células-troncos tém mostrado que a terapia pode au-
mentar a proliferacdo celular®®?V e contribuir para di-
ferenciagao dessas células.!3?) Comprimentos de onda
de 600 a 700nm foram utilizados quando o objetivo foi
estimular a proliferacao e diferenciagao celular.t®

Um estudo demonstrou que a irradiacao de ADSCs
em humanos utilizando um laser com comprimento de
onda de 635nm e dose de 5,0J/cm? influenciou positi-
vamente a proliferacao e a viabilidade celular, também
como a expressao de proteinas, tal como o fator de cres-
cimento epidérmico.® Tais resultados corroboram os
achados do presente estudo, que mostram um nimero
aumentado de células. Todavia, baixas doses foram uti-
lizadas (0,5 e 1,0J/cm?), o que suscitou respostas simila-
res aquelas relatadas na literatura. Acreditamos que as
baixas doses reduzem o risco de dano celular e promo-
vem a proliferacio de células-tronco, que mantém suas
caracteristicas iniciais intactas. Além disso, a terapia a
laser mostrou efeito dose-dependente no presente es-
tudo, como indicado pela taxa alta de proliferacao de
BMMSCs e ADSCs, quando irradiadas com a dose de
1,0J/cm?, comparadas com 0,5J/cm?. Stein et al.*) ob-
servaram que LBI utilizando um comprimento de onda
de 670nm e doses de 1,0 e 2,0J/cm? exerceu um efeito
biomodular positivo no crescimento e na diferenciacao
de osteoblastos humanos durante as primeiras 72 horas
apos irradiagao. Os melhores resultados foram obtidos
com dose de 1,0J/cm? que concordou com os achados
do presente estudo, mostrando alta proliferacao de
BMMSCs e ADSCs tratadas com uma dose de 1,0J/cm?
ao longo do mesmo periodo de tempo (72 horas).

Moore et al.? estudaram o efeito da irradiagao a
laser em diferentes comprimentos de ondas (625, 635,
645, 655, 665, 675 e 810nm) em dois tipos de células (fi-
broblastos e células endoteliais) por meio da avalia-
¢ao das taxas de proliferagcao de células apds 72 horas
de cultura. Os autores encontraram um aumento no
crescimento de células endoteliais em todos os com-
primentos de onda testados. O mesmo foi observado em
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fibroblastos, exceto no comprimento da onda de 810nm.
Resultados similares em relagao a proliferacao de fi-
broblastos foram relatados por Evans e Abrahamse,®”
que avaliaram comprimentos de onda de 632,8 e 830nm.
Esses autores observaram maior estimulagao efeti-
va da proliferacao de fibroblastos em células tratadas
com laser 632,8nm, sugerindo que a operacao de com-
primento de onda de laser interferiu na resposta ce-
lular. O comprimento da onda utilizado neste estudo
(660nm) estava dentro da variacdo empregada em es-
tudos de bioestimulagao e, como relatado na literatu-
ra, observou-se um efeito positivo na proliferaciao das
células testadas.

Bouvet-Gerbettaz et al.”) analisaram a influéncia
de LBI na proliferacao e diferenciagaio de BMMSCs na
suspensao e observaram a presenca de unidades de co-
lonias de tamanho médio (didmetro <0,5mm) no grupo
controle e no grupo tratado com laser ap6s 7 dias, sem
diferenca significativas entre os grupos. Esses resultados
discordam do presente estudo, que observou diferen-
cas significativas na taxa de proliferacao de BMMSCs
e ADSCs, entre o grupo controle e o que recebeu irra-
diacdo. Os fatores que podem ter influenciado a falta
de uma diferenca no estudo de Bouvet-Gerbettaz et
al.?) incluem o comprimento da onda (808nm), a dose
utilizada (4,0J/cm?), e o desenho do estudo. Como dis-
cutido anteriormente, os comprimentos de onda fora
da variacao de 600 a 700nm e as altas doses de irradia-
cao podem exercer efeitos inibitorios na proliferacao
celular.(1323:29)

Neste estudo, BMMSCs responderam a terapia a
laser de uma forma dose-dependente. Uma curva de
proliferacdo celular similar nas duas doses testadas (0,5
e 1,0J/cm?) e uma acdo cumulativa dessas doses foram
observadas ao longo do tempo. Todavia, uma taxa alta
de proliferacdo foi observada para células irradiadas
com 1,0J/cm?, especialmente apds 24 horas de cultura.
As ADSCs responderam melhor a dose de irradiagio
de 1,0J/cm?, com alta proliferagao celular sendo obser-
vada ap6s 48 e 72 horas de cultura. Esses resultados
concordam com a sugestao de alguns pesquisadores de
que a acao do laser € diretamente relacionada a dose de
irradiacdo, ao estado fisiol6gico da célula, a linhagem
celular e ao comprimento da onda utilizada."*

A linhagem celular utilizada é um fator que influen-
cia o efeito da terapia a laser. Nesse sentido, de Villiers
et al.” avaliaram o efeito de irradiacdo utilizando um
laser diodo de 636nm em dose de 5,0J/cm? na prolife-
racdo de ADSCs em humanos. Os autores utilizaram
uma linhagem celular obtida durante a cirurgia e uma
linhagem celular comercial, sendo obtidos resultados
distintos. Nao foi observada diferenca significativa na
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proliferacao da linha comercial em nenhum momento
do estudo (24, 48 e 72 horas). Em contraste, foram ob-
servadas diferencas significativas na proliferacao celu-
lar em 24 e 72 horas ap0s irradiagio entre as células
obtidas durante a cirurgia e o controle nao irradiado.
Hou et al.® utilizaram LBI para aumentar a taxa de
proliferacio de BMMSCs pela aplicacdo de doses de
irradiacao de 0,5, 1,0, 2,0 e 5,0J/cm? com laser 635nm,;
os autores encontraram diferencas significativas na ci-
totoxidade entre os grupos que receberam irradiagao e
os que nao receberam. Porém, as BMMSCs irradiadas
apresentaram taxa de proliferacido altamente mais sig-
nificativa do que as células controle. A dose de 0,5]J/cm?
mostrou-se mais efetiva; porém, o tempo de avaliagao
foi maior naquele estudo. Todavia, os resultados concor-
dam com os do presente estudo em que o percentual de
células foi significativamente mais alto para BMMSCs
irradiadas, quando comparado ao grupo controle.

Tuby et al.?Y demonstraram que a terapia de laser
promove uma proliferacao de CTMs e células-troncos
cardiacas in vitro. Nesse estudo, as células foram irra-
diadas com laser diodo 804nm (AsGa) em doses de 1,0 a
3,0J/cm?, e a proliferacdo de dois tipos de célula foi sig-
nificativamente maior apoés a irradiacao a laser, quan-
do comparada com o grupo controle, que nao recebeu
irradiacao. As doses utilizadas nao induziram a efeitos
adversos nas células, fato que também foi observado em
nosso estudo, onde nenhuma alteragao compativel com
o dano no DNA, tal como ntcleo picnético ou frage-
mentado, foi detectada nas células submetidas a tera-
pia a laser. Porém, outras alteragoes, como dele¢oes ou
translocagdes cromossdmicas, nao podem ser excluidas
por esse método portanto a cariotipagem € essencial
para futuros estudos.

CONCLUSAO

Este estudo mostrou que o laser de baixa intensidade
promoveu a proliferacao de células-tronco mesenqui-
mais derivadas da medula dssea e do tecido adiposo.
Devido as c€lulas-troncos isoladas de fontes diferentes
geralmente apresentarem um percentual baixo e baixa
taxa de proliferacdo, o laser de baixa intensidade pode
ser uma ferramenta util para engenharia tecidual utili-
zando células-tronco. Nesse sentido, a terapia a laser
permite o aumento significativo no nimero inicial de
cClulas-tronco antes da diferenciagdo, aumentando,
com isso, o numero de células diferenciadas para en-
genharia e regeneracao teciduais, e processos de cica-
trizagdo. Porém, outros estudos sao necessarios para
padronizar os parametros do laser e testar outros tipos
celulares, visando melhorar o rendimento das células
em cultura.
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