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Pansani TN. Resposta de fibroblastos da gengiva de pacientes jovens e idosos 

e efeito da laserterapia de baixa potência e de fator de crescimento sobre estas 

células [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia de 

Araraquara da UNESP; 2015. 

 

Resumo 
 

A idade do indivíduo e a presença de inflamação podem influenciar o 

metabolismo celular, retardando o processo de reparo tecidual. Diferentes 

tratamentos, como a laserterapia de baixa potência (LBP) e a aplicação de 

fatores de crescimento são capazes promover bioestimulação celular através 

do aumento de sua proliferação e metabolismo. O objetivo deste estudo foi 

avaliar as atividades de fibroblastos obtidos da gengiva de indivíduos jovens e 

idosos (Estudo 1), a capacidade de resposta destas células expostas ao fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α) (Estudo 2), bem como o efeito da LBP ou do 

fator de crescimento epidérmico (EGF) sobre a viabilidade e metabolismo 

destas células em cultura (Estudo 3). Culturas primárias de fibroblastos de 

gengiva de 6 pacientes (3 jovens – J; e 3 idosos - I) foram obtidas e semeadas 

em meio de cultura completo (DMEM), de acordo com cada protocolo proposto. 

No Estudo 1, fibroblastos em DMEM completo foram cultivados em placas de 

24 compartimentos pelos períodos de 24, 48 ou 72 horas e submetidos a 

análise da viabilidade celular (MTT, n=36), produção de proteína total (PT, 

n=36) e síntese de colágeno Sirius Red (SR, n=36). No Estudo 2, após 24 

horas do cultivo celular em placas de 96 compartimentos, o meio de cultura 

completo foi substituído por DMEM sem soro fetal bovino (SFB) acrescido ou 

não de TNF-α (100 ng/mL) e mantido em contato com as células por 24 horas 

adicionais. Então, as células foram analisadas quanto a produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs, n=36), produção de óxido nítrico (NO, n=36) e 

síntese de quimiocina CCL5 (ELISA, n=36). No Estudo 3, fibroblastos 

cultivados em placas de 24 compartimentos foram tratados com EGF (100 μM) 

ou irradiados com laser de baixa potência (LASERTable, InGaAsP - 780 ± 3nm; 

25mW). A viabilidade celular (Alamar Blue®, n=12), migração celular (Wound 

Healing, n=12), síntese de colágeno (SR, n=12), e síntese do fator de 

crescimento vascular endotelial - VEGF (ELISA, n=12) foram avaliados 72 
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horas após os tratamentos propostos. Os dados foram submetidos ao teste 

estatístico de Kruskal-Wallis complementado por Mann-Whitney (p>0,05). Foi 

observado que fibroblastos I apresentaram maior viabilidade quando 

comparados aos J para os períodos de 24 e 48 horas. Os fibroblastos I 

apresentaram redução gradativa de viabilidade com o decorrer dos períodos de 

avaliação, porém maior produção de PT no período de 24 horas quando 

comparado aos J, sendo que ocorreu redução na síntese de colágeno para as 

células I no período de 48 horas. Quanto à resposta celular ao TNF-α, não foi 

observado diferença na produção de EROs. Para CCL5 os fibroblastos J e I 

expostos ao TNF-α tiveram sua expressão aumentada. Houve aumento na 

produção de NO pelas células J e I em presença de TNF-α, sendo este maior 

nos fibroblastos J. Tanto as células J quanto I expostas ao EGF e LBP 

apresentaram aumento de viabilidade, sendo que maior migração ocorreu para 

os fibroblastos J. Apenas a LBP induziu aumento na migração das células I. 

Tanto a LBP quanto a aplicação de EGF induziu aumento na síntese de 

colágeno pelos fibroblastos J e I. A síntese de VEGF foi maior nas células J e I 

expostas ao EGF, sendo que esta atividade foi reduzida quando os fibroblastos 

I foram tratados com LBP. De acordo com as metodologias aplicadas e 

limitações que esse estudo laboratorial apresenta, foi possível concluir, de 

maneira geral, que existem diferenças funcionais entre os fibroblastos obtidos 

de gengiva de pacientes jovens e idosos e que a LBP e aplicação de EGF 

podem bioestimular as funções celulares envolvidas no reparo tecidual. 

 
Palavras-chave: Envelhecimento celular, terapia a laser de baixa intensidade, 

fator de crescimento epidérmico 
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Pansani TN. Response of gingival fibroblast obtained from young and elderly 

patients and effect of low level laser therapy and growth factor in these cells 

[Dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 

2015. 

Abstract  

The age as well as the presence of inflammation can influence the cellular 

metabolism, slowing the tissue healing process. Different therapies, such as the 

application of growth factors and low level laser therapy (LLLT) are capable of 

biostimulating cells by increasing their proliferation and metabolism. The aim of 

this study was to evaluate: the functions of gingival fibroblasts obtained from 

young and elderly individuals (Study 1); the response of these cells exposed to 

tumor necrosis factor alpha - TNF-α (Study 2); and the effect of LLLT or 

epidermal growth factor - EGF on the viability and metabolism of these 

connective cell type (Study 3). Primary culture of gingival fibroblasts of 6 

patients (3 young - Y and 3 elderly - E) were collected and cultured in complete 

culture medium (DMEM). In the Study 1 fibroblasts were seeded in 96-well 

plates in complete DMEM containing 10% of fetal bovine serum (FBS) for 24, 

48 or 72 hours and subjected to evaluation of cell viability (MTT, n=36), total 

protein production (TP, n=36) and collagen synthesis (SR, n=36). In the Study 

2, after 24-hour cell seeding, the complete DMEM was replaced by DMEM 

without FBS supplemented or not with TNF-α (100 ng/mL) which was kept in 

contact with cells for additional 24 hours. Then, the production of reactive 

oxygen TNF-α species (ROS, n=36), nitric oxide (NO, n=36) and synthesis of 

CCL5 chemokine (ELISA, n=36) were assessed. In the Study 3 fibroblasts were 

seeded in 24-well plates for 24 hours, and then exposed to EGF (100 μM) or 

submitted to low power laser irradiation (LASERTable device, InGaAsP - 780 ± 

3nm; 25mW). Cell viability (Alamar Blue®, n=12), cell migration (Wound 

Healing, n=12), collagen synthesis (SR, n=12), and synthesis of vascular 

endothelial growth factor - VEGF (ELISA, n=12) were assessed 72 hours after 

the treatments. The data were statistically Kruskal-Wallis complemented by 

Mann-Whitney test (p> 0.05). It was demonstrated that E-fibroblasts presented 

higher viability than Y-fibroblasts at 24 and 48-hour periods. Gradual reduction 

on cell viability was detected for E-cells according to the periods (24, 48, 72 h). 
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E-fibroblasts showed higher TP production at 24 hours compared to Y-

fibroblasts, associated with a decreased collagen synthesis at 48 hours. 

Regarding the cellular response after TNF-α treatment, no differences were 

observed for ROS or CCL5 production for Y-fibroblasts and increased NO 

production was detected for both cells (Y and E) with higher results for Y-

fibroblasts. The EGF and LLLT treatments increased the viability of Y-and E-

fibroblasts; however, LLLT enhanced the migration of only Y-fibroblasts. 

Increased collagen synthesis was observed in I-and E-cells exposed to LLLT 

and EGF. The VEGF synthesis was higher in EGF-treated E-fibroblasts while 

decreased synthesis of this growth factor was demonstrated for Y-cells 

submitted to LLLT. According to the methodologies and limitations of this in vitro 

study, it is possible to conclude that Y-and E-fibroblasts present functional 

differences and that LLLT and EGF can biostimulate cell functions related to 

tissue healing.  

Key-words: Cellular senescence; low level laser therapy; epidermal growth 

factor 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

O reparo tecidual é dependente de fenômenos locais, tais como 

proliferação celular e síntese de elementos da matriz extracelular, os quais 

estão diretamente relacionados com a intensa atividade de células endoteliais, 

fibroblastos e queratinócitos51.  

O envelhecimento é resultado de uma complexa interação entre 

processos físicos, biológicos e bioquímicos76. Desta maneira, o aumento da 

idade do indivíduo pode causar perda gradual do potencial replicativo celular e 

menor resposta aos fatores de crescimento, o que pode reduzir a capacidade 

de reparo de feridas47. Estudos têm demonstrado alterações na capacidade de 

migração e proliferação celular, bem como na síntese de matriz por células 

envelhecidas47, 95. Além dessas perdas funcionais, células senescentes 

também apresentam alterações morfológicas e estruturais, que podem estar 

relacionadas à sua motilidade29, 57, 95, 102. 

           O aumento do número de passagens realizadas com fibroblastos de 

pele em cultura resultou em redução da capacidade de quimiotaxia por estas 

células, o que pode interferir diretamente no processo de migração celular 

durante o reparo tecidual1. Além disto, foi observado que fibroblastos de pele 

obtidos de indivíduos idosos apresentaram migração mais lenta quando 

comparados com fibroblastos de indivíduos adultos e fibroblastos fetais68. 

 Stephens et al.105 (1996) relataram que fibroblastos de gengiva 

apresentam  maior capacidade de reparo quando comparados com fibroblastos 

de pele, representada pela reorganização da matriz extracelular e contração do 

colágeno. A rápida cicatrização de feridas em mucosa oral também pode estar 

relacionada à presença do fluido salivar e à microflora específica da cavidade 

oral41, 51. Porém, não há estudos que tenham avaliado a influência da idade 

sobre a capacidade de reparo da mucosa oral, tal como já caracterizado para a 

pele. 

O processo de reparação de feridas depende de uma série de eventos 

os quais envolvem desde a proliferação e migração celular, até o 

repovoamento da área agredida78. Os processos de migração e proliferação 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stephens%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8831630
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celular, por sua vez, dependem da liberação coordenada de fatores de 

crescimento e citocinas na região lesionada28. 

A obtenção de um efeito no reparo da mucosa oral também está 

relacionada à capacidade da resposta celular frente a estímulos inflamatórios 

agudos, que participam do processo inicial de reparo, induzindo a proliferação 

e migração celulares, bem como a eliminação de patógenos72, 79. Esta 

resposta, porém, deve ser modulada, pois se exacerbada ou mantida por 

períodos prolongados pode causar um retardo deste processo.  

Ohshima et al.84 (2002) relataram que níveis fisiológicos do fator de 

crescimento epidérmico (EGF) na saliva estimulam a proliferação e migração 

de células do epitélio oral. A partir de então, alguns pesquisadores sugeriram 

como positivo o uso de fatores de crescimento como uma ferramenta para 

acelerar a proliferação celular e a cicatrização de feridas11, 93. Assim, foi 

demonstrado que a aplicação tópica de EGF ou por via subcutânea, acelera 

significativamente a re-epitelização e aumenta a resistência à tração da 

ferida23, 25, 44, 69, 80. Consequentemente, o uso do EGF para tratamento de 

feridas dérmicas tem se expandido com o objetivo de acelerar o reparo tecidual 

através da estimulação da migração celular e síntese de fatores diretamente 

relacionados ao reparo (Hardwicke et al., 2008).  

Há mais de duas décadas, pesquisadores têm demonstrado que a 

laserterapia de baixa potência (LBP) apresenta importantes efeitos fotofísicos e 

fotoquímicos sobre as células e tecidos17, 59. A interação do laser com os 

tecidos depende das características ópticas deste tipo de luz, tais como 

comprimento de onda, potência, tempo de exposição do tecido, densidade de 

energia, além da presença e tipo de cromóforos60, 74.  

Esses são caracterizados como elementos teciduais capazes de 

absorver fótons e transformar a energia da luz em energia fotoquímica. Alguns 

dos efeitos fotobiológicos da LBP relatados na literatura são: aumento do 

metabolismo e proliferação celular, bem como da síntese protéica, de 

colágeno, de DNA e RNA, e da expressão de fatores de crescimento13, 14, 20, 38, 

53, 73, 77.  

Estudos anteriores demonstraram que a LBP, aplicada sobre cultura de 

fibroblastos e de células epiteliais, causou aumento da proliferação e 

expressão gênica por parte destas células, com significante estímulo da 
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expressão de colágeno tipo I4, 9, 13, 14, 32, 37, 64, 66. Portanto, o uso da LBP, 

associada ou não à terapia com fatores de crescimento, tal como o EGF, 

poderia favorecer o processo de reparo de lesões que ocorrem frequentemente 

na mucosa oral de indivíduos jovens e idosos.   
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2 REVISÃO DE LITERATURA  
 
 

O reparo tecidual ocorre de forma complexa e organizada em nível 

celular e molecular, para que a recuperação da fisiologia do tecido lesionado 

seja restabelecida. Este processo é constituído, basicamente, das seguintes 

fases: hemostasia, inflamação, proliferação e remodelação do tecido, as quais 

podem se sobrepor47, 92. 

Diversos tipos celulares, incluindo células endoteliais, fibroblastos, 

queratinócitos e células circulatórias, como as do sistema imune, além de 

moléculas como fatores de crescimento e citocinas, participam de uma 

infinidade de processos essenciais ao reparo, incluindo migração celular, 

proliferação e produção de matriz extracelular de maneira coordenada, com a 

finalidade de restaurar o tecido11. Dentre esses diferentes tipos celulares, as 

células epiteliais e os fibroblastos exercem papel fundamental no 

restabelecimento efetivo da homeostasia de um tecido previamente agredido51. 

Os fibroblastos participam ativamente do processo de reparo tecidual 

através de sua capacidade inerente de proliferação, migração e preenchimento 

da ferida, bem como de sintetizar fatores de crescimento e moléculas da matriz 

extracelular51. No tecido conjuntivo normal, os fibroblastos se apresentam em 

estado de repouso e com baixa taxa de proliferação e atividade metabólica. 

Uma mudança fenotípica nos fibroblastos em repouso para células em 

proliferação e, posteriormente, para células em migração, torna-se necessária 

para que ocorra a produção de uma matriz estacionária capaz de reparar o 

tecido lesionado51. Quando ocorre um ferimento, este evento induz a deposição 

de matriz extracelular e proteínas que modulam a adesão celular, e dessa 

forma os fibroblastos migram para o centro da ferida51. 

Durante o reparo tecidual, fibroblastos são expostos a uma variedade de 

moléculas da matriz extracelular e fatores de crescimento, os quais podem 

exercer diversos sinais simultaneamente51. No entanto, apesar de inúmeros 

eventos estarem ocorrendo simultaneamente e de maneira coordenada, 

estudos prévios demostraram que alguns fatores podem influenciar 



16 
 

negativamente no processo de reparto tecidual, tal como a idade do indivíduo7, 

47, 49. 

 O envelhecimento é um processo natural, gradual e contínuo que resulta 

em inúmeras mudanças celulares e teciduais em nível morfológico, estrutural e 

funcional76. Com o aumento da idade, algumas células podem apresentar 

alterações morfológicas e funcionais, tais como redução de sua capacidade 

proliferativa, quantidade de organelas, expressão de fatores de crescimento e 

síntese de colágeno29, 47, 57, 95.  

Albini et al.1 (1988) avaliaram, comparativamente, a capacidade 

quimiotática de fibroblastos de pele em cultura com variadas passagens, 

obtidas de doadores com faixas etárias diferentes. Os autores observaram que 

o aumento da idade causou declínio na resposta migratória celular e aumento 

da deposição de fibronectina na matriz extracelular. Além dessas alterações, 

Schulze et al.95 (2010) verificaram in vivo, que durante o envelhecimento ocorre 

aumento significativo na rigidez de fibroblastos dérmicos. Dessa maneira, uma 

possível razão para o retardo na motilidade celular relacionada à idade, 

particularmente no reparo de tecidos dérmicos, está acompanhada por 

mudanças na organização do citoesqueleto das células, sendo que outras 

funções celulares, como motilidade e proliferação, podem ser afetadas por 

essas mudanças91. 

Estudos anteriores demostraram que fibroblastos de gengiva 

apresentam maior capacidade de reparo quando comparados a fibroblastos de 

pele105. Isto ocorre devido à presença do fluído salivar e microflora específica 

da cavidade oral, além da rápida capacidade de migração e repovoamento da 

área da ferida pelos fibroblastos de gengiva, os quais ainda exibem maior 

potencial de produção de fatores de crescimento e de deposição de matriz 

circundante mais organizada e efetiva36, 41, 51, 106, 108. Kim et al.63 (2009) 

relataram que o processo de envelhecimento pode reduzir síntese de proteínas 

além de induzir alterações na composição de proteoglicanas da matriz 

extracelular em fibroblastos de gengiva. Assim, alterações celulares podem 

estar relacionadas ao atraso do processo de reparo das feridas47, 91.  

Esse processo de envelhecimento tem sido amplamente estudado e 

discutido, principalmente quando este está relacionado ao processo de reparo 

e cicatrização de feridas40, 92.  
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O atraso do processo de reparo também já foi relacionado à manutenção 

da fase inflamatória, devido a uma diminuição da capacidade proliferativa das 

células envolvidas neste processo49.  

A fase inflamatória é uma consequência direta da lesão e de extrema 

importância para o início do processo de reparo, cujo objetivo é a recuperação 

morfológica e funcional do tecido72. Além disso, essa fase é essencial para a 

eliminação de bactérias e microrganismos contaminantes, pois caso essa 

descontaminação não ocorra de maneira eficaz, o processo de reparo pode ser 

atrasado, devido à presença de bactérias e endotoxinas, que podem elevar e 

prolongar a produção de citocinas pró-inflamatórias, tais como a interleucina 1 

(IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF) estendendo, portanto a fase 

inflamatória49. 

Estudos anteriores demonstraram que a cicatrização em indivíduos 

idosos apresenta-se retardada, e que estes indivíduos apresentam reduzida 

resposta inflamatória, devido a uma menor infiltração de células T no local da 

ferida, bem como alterações na produção de quimiocinas e capacidade 

fagocitária de macrófagos107. 

Fatores de crescimento apresentam diferentes funções celulares durante 

o processo de reparo. Como muitos dos fatores de crescimento são 

transportados pela saliva juntamente com o fluído gengival, acredita-se que a 

concentração destas proteínas seja mais elevada no tecido gengival quando 

comparada a qualquer outro sítio da cavidade oral51.  

Dentre todos os fatores de crescimento envolvidos nesse processo, o 

fator de crescimento epidérmico (EGF) se destaca por apresentar efeitos sobre 

a proliferação, migração celular e metabolismo da matriz extracelular24, 83. 

Dessa maneira, o EGF é essencial para a manutenção da mucosa oral, bem 

como para o processo de reparo deste tipo de tecido83. 

O EGF é uma molécula de baixo peso molecular (6 kDa), produzida por 

glândulas salivares, incluindo parótida e submandibular e também por alguns 

tipos celulares específicos, tais como plaquetas, células epiteliais e do tecido 

conjuntivo23, 84 e está presente em altas concentrações durante os primeiros 

estágios do processo de reparação de feridas51, 84. Moléculas da família do 

EGF e suas características são as mais estudadas quando se quer observar os 

efeitos de reepitelização10. Esse fator de crescimento pode desempenhar papel 
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dominante no início do reparo de feridas, estimulando a proliferação dos 

queratinócitos e migração dos mesmos com o objetivo de promover a 

cicatrização local46. 

Alguns estudos apresentam resultados promissores utilizando o EGF 

para acelerar o processo de reparo44, 69, 93. Desde que seu uso tópico ou por via 

subcutânea acelera a re-epitelização de feridas, a terapia com EGF pode ser 

considerada eficaz para o tratamento de úlceras e estomatites de difícil 

resolução44. Posteriormente, os efeitos positivos do EGF foi relatado por Ryu et 

al.93 (2009), os quais verificaram aumento da proliferação e quantidade de 

fibroblastos viáveis tratados com EGF. Portanto, a capacidade deste fator de 

crescimento de induzir migração celular, torna o EGF uma importante 

modalidade de terapia para auxiliar e acelerar o processo de reparo tecidual. 

Com o objetivo de acelerar a reparação de tecidos agredidos, além da 

utilização de fatores de crescimento, outras modalidades de tratamento, tal 

como a fototerapia, tem sido amplamente pesquisada e difundida na área de 

saúde. 

Há mais de 25 anos, pesquisadores demonstraram os efeitos fotofísicos 

e fotoquímicos, causados pela laserterapia de baixa potência (LBP) aplicada 

sobre células e tecidos17, 59. Características ópticas desse tipo de luz, como 

comprimento de onda, potência, tempo de exposição do tecido, densidade de 

energia e a presença e tipo e cromóforos no tecido a ser irradiado, devem ser 

levados em consideração para observar o efeito da fototerapia no mesmo60, 74. 

Cromóforos são caracterizados como elementos presentes nos tecidos, 

os quais podem ser enzimas, estruturas de membranas, componentes 

extracelulares ou outros componentes celulares18, 75, capazes de absorver 

fótons e transformar a energia da luz em energia fotoquímica60, 74. No entanto, 

sabe-se que cada cromóforo é excitado em um comprimento de onda 

específico; dessa forma comprimentos de onda variados podem promover 

efeitos diversos em diferentes células e tecidos74, 94. Essa luz, quando 

absorvida pelos elétrons dos cromóforos, faz com que os mesmos passem 

para um estado mais excitado, mudando sua camada de valência para uma 

mais energética; ao retornarem para sua camada original, os elétrons liberam 

energia a qual é utilizada em seus processos metabólicos17, 59. 
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Alguns pesquisadores têm avaliado os mecanismos moleculares 

envolvidos nos processos de proliferação celular provenientes da irradiação 

com laser de baixa potência. Gao, Xing45 (2009) relataram que as luzes 

vermelha e infravermelho-próximo podem ativar componentes da cadeia 

respiratória nas mitocôndrias, dando início a cascata de sinalizações que levam 

ao aumento da proliferação celular. Sabe-se que a cadeia respiratória 

mitocondrial é composta por 5 complexos: NADH desidrogenase (complexo I), 

succinato desidrogenase (complexo II), citocromo c redutase (complexo III), 

citocromo c oxidase (complexo IV) e ATP sintase (complexo V)56. Segundo 

Karu61 (2010), o citocromo c oxidase é bioestimulado nas bandas de 

comprimento de onda de 620 nm, 680 nm, 760 nm e 825 nm, sendo o maior 

pico de estimulação em torno de 760-780 nm semelhante à utilizada na 

pesquisa em questão. 

Para os comprimentos de onda do laser vermelho e infravermelho-

próximo, o qual foi utilizado no presente estudo laboratorial, o receptor primário 

é a enzima citocromo c oxidase, que é um fotorreceptor que estimula o 

complexo IV a produzir maior quantidade de adenosina trifosfato (ATP) para as 

células, resultando na fotobiomodulação56. Quando esse fotorreceptor é 

ativado, os níveis de respiração, ATP e espécies reativas de oxigênio (EROs) 

são aumentados, fazendo com que estas mudanças bioquímicas eleve a 

proliferação celular e acelere o processo de reparo tecidual45. 

 Nas últimas décadas, os seguintes efeitos fotobiológicos da LBP em 

cultura celular foram demonstrados: aumento do metabolismo e proliferação 

celular, da síntese protéica, da síntese de colágeno, de DNA e RNA, bem como 

aumento da angiogênese, da expressão de fatores de crescimento e de 

diferenciação celular6, 20, 38, 53, 64, 73, 77, 81. 

Na Odontologia, a LBP tem sido amplamente investigada, sendo que os 

resultados positivos têm indicado que este tipo de terapia poderia ser aplicada 

para acelerar o processo de reparo tecidual, especialmente para o tratamento 

de lesões ulcerativas da mucosa bucal26, 66.  

Em 2009, Damante et al.32 avaliaram parâmetros de irradiação com laser 

infra-vermelho nas doses de 3,0 e 5,0 J/cm² aplicados sobre fibroblastos. Os 

autores verificaram que essas doses testadas foram capazes de promover 

maior síntese de fator de crescimento fibroblástico (bFGF) quando comparado 
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às células não irradiadas, sendo esse fator importante durante o processo de 

cicatrização.  

Basso et al.13 (2012) demonstraram aumento da viabilidade e migração 

de fibroblastos de gengiva submetidos a LBP, sendo as doses de 0,5 J/cm2 e 

3,0 J/cm2 as mais eficientes para esse tipo de células em cultura. No ano 

seguinte (2013), Basso et al.15 demonstraram que a LBP também promoveu 

efeito bioestimulatório sobre cultura de células epiteliais, aumentando a 

atividade metabólica, o número de células viáveis, bem como a expressão 

gênica do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF).  

A LBP tem resultado em efeitos bioestimulatórios promissores sobre 

células da mucosa oral, tanto em pesquisas in vitro quanto in vivo5, 13, 32, 42, 111, o 

que determinou que este tipo de terapia pudesse ser uma alternativa 

interessante para o tratamento de alguns tipos de lesões na cavidade oral. 

Apesar de diversos estudos terem anteriormente avaliado o processo de 

senescência e suas alterações celulares, ainda existe a necessidade de se 

investigar os mecanismos que envolvem o reparo da mucosa oral, 

particularmente através da análise comparativa entre indivíduos jovens e 

idosos submetidos ou não a diferentes modalidades terapêuticas22, 29. 

Segundo a literatura, pesquisas utilizando cultura celular fornecem 

respostas adequadas e confiáveis quando se pretende avaliar o 

comportamento celular e o processo de senescência durante o processo de 

reparo22, 29, 41. Dessa maneira, o presente estudo pretende avaliar algumas 

funções celulares dos fibroblastos de gengiva, as quais apresentam 

importância durante o processo de reparo tecidual da cavidade oral frente à 

senescência celular e a utilização de terapias como a LBP e fator de 

crescimento (EGF) com o objetivo de auxiliar esse processo. 
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3 PROPOSIÇÃO 
 

3.1 Objetivo geral 
 

 
Baseado na literatura científica, a qual relata a relação entre 

envelhecimento de fibroblastos de pele e reparo tecidual, esse estudo teve 

como objetivo principal analisar, de maneira comparativa, o metabolismo dos 

fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos e a capacidade de 

resposta destas células frente a diferentes estímulos relacionados à indução ou 

atraso do processo de reparo da mucosa oral.  

 
3.2 Objetivos específicos 
 

 
3.2.1 Estudo 1 - Diferenças funcionais envolvidas na capacidade de 
reparo de fibroblastos obtidos da gengiva de indivíduos jovens e idosos  

 
Avaliar diferenças funcionais envolvidas na capacidade de reparo: 

viabilidade, produção de proteínas e síntese de colágeno dos fibroblastos de 

gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos.  
 

  

3.2.2 Estudo 2 - Capacidade de reparo e comparação da resposta dos 
fibroblastos obtidos da gengiva de indivíduos jovens e idosos frente ao 
TNF alfa 

 
Avaliar a resposta dos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes 

jovens e idosos quando expostos ao Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) 

por meio da análise da produção de mediadores inflamatórios. 
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3.2.3 Estudo 3 - Efeito da laserterapia de baixa potência ou do fator de 
crescimento epidérmico sobre a atividade de fibroblastos obtidos da 
gengiva de indivíduos jovens e idosos  
 

Avaliar a viabilidade de fibroblastos da gengiva obtidos de pacientes 

jovens e idosos, submetidos ou não à laserterapia de baixa potência (LBP) e ao 

tratamento com fator de crescimento epidérmico (EGF). 

Avaliar a migração de fibroblastos da gengiva obtidos de pacientes 

jovens e idosos, submetidos ou não à laserterapia de baixa potência (LBP) e ao 

tratamento com fator de crescimento epidérmico (EGF). 

Avaliar a síntese de colágeno pelos fibroblastos da gengiva obtidos de 

pacientes jovens e idosos, submetidos ou não à laserterapia de baixa potência 

(LBP) e ao tratamento com fator de crescimento epidérmico (EGF). 

Avaliar a síntese de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) 

pelos fibroblastos da gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos, submetidos 

ou não à laserterapia de baixa potência (LBP) e ao tratamento com fator de 

crescimento epidérmico (EGF). 
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4 MATERIAL E MÉTODO 
 
Obtenção das amostras 

 

Foram obtidas amostras de tecido gengival da papila dental de 

aproximadamente 1 milímetro, de 6 pacientes, sendo 3 deles jovens (18-25 

anos) e 3 idosos sem comprometimento intelectual (acima de 65 anos), durante 

procedimento de extração dentária, instalação de implantes em áreas 

edêntulas ou regularização de rebordos. Como critérios de exclusão, foram 

considerados os seguintes fatores: presença de doenças sistêmicas, uso de 

medicamentos, tabagismo e presença de doença periodontal, sendo que estas 

informações foram obtidas através de cuidadosa anamnese e avaliação clínica. 

Todos os procedimentos propostos neste estudo foram realizados de acordo 

com as normas do Comitê de Ética em pesquisa da Faculdade de Odontologia 

de Araraquara FOAr/UNESP, após aprovação do protocolo de pesquisa # 

CAEE 13514813.6.0000.5416 (Anexo 1) e com prévio consentimento dos 

pacientes, por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE).  

 

 
Cultura Celular 

 
O fragmento de gengiva obtido de cada paciente foi colocado em tubo 

Falcon de 15 mL, (TPP - Techno Plastic Products, Trasadingen, Suiça), 

previamente identificado, contendo meio de cultura DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium, Gibco, Carlsbad, CA, EUA) com corante fenol red e 

acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco) e solução 

antibiótica/antimicótica (10.000 unidades/mL de penicillina, 10.000 µg/mL de 

estreptomicina, e 25 µg/mL de Fungizone® - Gibco).  

Os fibroblastos de gengiva foram isolados utilizando dissociação 

enzimática em colagenase tipo I (Worthington Biochemial Corp, Lakewood, NJ, 

EUA). Para proceder a digestão enzimática, os fragmentos de gengiva 

coletados foram colocados em placas de cultura de 6 compartimentos (TPP) 

contendo 3 mL de DMEM sem SFB e 3 mg/mL de colagenase tipo I. 
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 Após 24 h de incubação à 37ºC em atmosfera com 5% de CO2 (Isotemp 

Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA), o meio de cultura contendo as células 

isoladas (fibroblastos) e os fragmentos de tecido foram transferidos para um 

tubo Falcon de 15 mL (TPP). A seguir, foi realizada a centrifugação por 2 

minutos (4.000 x g, Centrífuga Baby Fanem – Guarulhos, SP, Brasil) e o pellet 

celular formado foi re-suspendido em DMEM (1 mL) contendo 10% de SFB e 

transferido para um frasco de cultura celular de 75 cm2 (TPP).  

As células foram mantidas em incubadora à 37ºC, em uma atmosfera de 

5% de CO2 até a obtenção de sub-confluência de 80% (Figura 1). 

 
Figura 1 - Esquema representativo da obtenção de culturas primárias de fibroblastos de 

gengiva humanos. 

 
 

 

As substituições do meio de cultura foram realizadas a cada 72 h e o 

crescimento celular avaliado a cada 24 h. O sub-cultivo celular foi realizado 

utilizando solução de Tripsina 0,25% (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), a partir 

da observação da sub-confluência, sendo que este procedimento foi repetido 

até que se obtivesse o número de células adequado para a realização do 

estudo. 
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4.1 Estudo 1 - Diferenças funcionais envolvidas na capacidade de reparo 
de fibroblastos obtidos da gengiva de indivíduos jovens e idosos  

 
 

4.1.1 Grupos experimentais 
 
Os grupos experimentais e controle para a comparação das funções 

celulares entre fibroblastos de gengiva de indivíduos jovens e idosos estão 

representados na Tabela 1.  

 
Tabela 1 - Definição dos grupos experimentais 

 
*n=36 por grupo, sendo 12 amostras de cada indivíduo, realizado 

em duplicata  

 

 
4.1.2 Cultivo Celular  

 

Para a comparação das funções celulares e resposta dos fibroblastos de 

gengiva obtidos de indivíduos jovens as células foram cultivadas por 24 h em 

placas de 96 compartimentos (TPP) na densidade de 9x103 

células/compartimento em meio de cultura contendo 10% de SFB por 24, 48 e 

72 horas. Foram utilizadas células entre as passagens 3 a 6, sendo que para 

cada experimento foram utilizadas as mesmas passagens para todos os 

pacientes. 

 

 

4.1.3 Avaliação da viabilidade celular pelo teste de MTT 
 
A viabilidade celular foi determinada por meio do ensaio colorimétrico de 

metiltetrazolium (MTT Assay)13, 15. Este método determina a atividade 

respiratória das células em cultura por meio da clivagem do sal de MTT (3-(4,5-



26 
 

dimetiltriazol-2yl)-2,5 difenil brometo de tetrazolina – Sigma-Aldrich), pela 

enzima desidrogenase succínica. Esta clivagem, por sua vez, dá origem ao 

cristal de formazan. A quantidade de cristais de formazan determina a atividade 

respiratória das células, a qual corresponde à taxa de viabilidade celular.  

Sobre as células cultivadas em placas de 96 compartimentos foram 

adicionados 90 μL de meio de cultura (DMEM) sem soro fetal bovino e 10 μL 

de solução de MTT (5 mg/mL do sal metiltetrazolium em PBS 1X). As células 

permaneceram em contato com a solução de MTT em estufa à 37°C por 4h 

onde observou-se a formação de cristais de formazan. Após este período, a 

solução de MTT foi aspirada e substituída por 100 L da solução de 

isopropanol acidificada (0,04 N de HCl), para solubilização dos cristais, 

gerando uma solução homogênea a qual foi submetida a análise de 

absorbância em espectrofotômetro (Synergy H1 – Biotek, Winooski, VT, EUA ) 

no comprimento de onda de 570nm (Figura 2).  A absorbância expressa em 

valores numéricos foi transformada em porcentagem em função do grupo das 

células dos indivíduos jovens, considerado como controle, no período de 24h e 

submetida à análise estatística indicando o efeito da atividade mitocondrial das 

células13, 15. 
 

Figura 2 - Esquema representativo do ensaio de viabilidade celular pelo teste de MTT. 
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4.1.4 Análise da produção de proteína total pelo método de Lowry 
 
A análise da produção de proteína total foi realizada através do método 

de Lowry90. O meio de cultura foi aspirado e 100 μL da Solução de Lauril 

Sulfato de Sódio 0,1% (Sigma – Aldrich) foram adicionados em cada amostra, 

as quais permaneceram incubadas por 40 minutos em temperatura ambiente 

para promover a lise celular. Em seguida, 100 μL do reagente de Lowry 

(Sigma– Aldrich) foram adicionados em cada amostra por um período de 20 

minutos. Após esse período, 50 L da Solução de Folin e Ciocalteau´s Phenol 

Reagent (Sigma– Aldrich) foram adicionados e mantidos por 30 minutos. A 

seguir, absorbância das amostras foi avaliada em espectrofotômetro (Synergy 

H1 – Biotek) a 665 nm14. A absorbância expressa em valores numéricos foi 

transformada em porcentagem em função do grupo das células dos indivíduos 

jovens, considerado como controle, no período de 24 h (Figura 3). 

 
Figura 3 - Esquema representativo do ensaio de produção de proteína total pelo método de 

Lowry. 

 

 
 

 

4.1.5 Análise da síntese de colágeno pelo ensaio de Sirius Red 
 
A concentração de colágeno sintetizada pelos fibroblastos de gengiva 

em cultura foi determinada pelo método de Sirius Red. Este método baseia-se 

na ligação seletiva do corante Direct Red (Sigma-Aldrich) em ácido pícrico 
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saturado às fibras colágenas dos tipos I a IV, quantificando o colágeno total 

solúvel presente na amostra110.  

Para a realização deste ensaio, o meio de cultura foi coletado e 

armazenado a -20oC até a realização do teste. Aos 200 L de meio de cultura 

coletados em tubos eppendorf de 1,5 mL foram adicionados 200 L da solução 

de Direct Red (0,5M em ácido pícrico) sendo esta solução mantida por 60 

minutos sob agitação (400 rpm, temperatura ambiente - Thermomixer – Confort 

– Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Em seguida, essa solução foi centrifugada 

em microcentrifuga refrigerada (Eppendorf 5415R – Hamburg, Alemanha) por 

10 minutos a 12000 rcf. O sobrenadante foi dispensado, e 300 L de ácido 

clorídrico (HCL - 0,1M) foram adicionados, seguido de centrifugação por 10 

minutos a 12000 rcf. O sobrenadante foi novamente descartado e 250 L de 

hidróxido de sódio (NaOH - 0,5M) adicionados para a homogeneização das 

amostras sob agitação vigorosa. Alíquotas de 100 L em duplicata da solução 

foram transferidas para placas de 96 compartimentos e a análise da 

absorbância realizada no comprimento de 555 nm em espectrofotômetro 

(Synergy H1 – Biotek). A absorbância expressa em valores numéricos foi 

transformada em porcentagem em função do grupo das células dos indivíduos 

jovens, considerado como controle, no período de 24h (Figura 4). 
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Figura 4 - Esquema representativo do ensaio de síntese de colágeno pelo teste de Sirius Red. 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



30 
 

4.2 Estudo 2 – Capacidade de resposta de fibroblastos obtidos da gengiva 
de indivíduos jovens e idosos frente ao TNF alfa 
 
4.2.1 Grupos experimentais 
 

Os grupos experimentais e controle, referentes à análise da produção de 

mediadores inflamatórios, estão representados na Tabela 2. 

 
Tabela 2 - Definição dos grupos experimentais 

 
*n=36 por grupo, sendo 12 amostras de cada indivíduo, realizado em 

duplicata  

 

 
4.2.2 Cultivo Celular  

 

Os fibroblastos foram cultivados em placas de 96 compartimentos na 

densidade de 9 x 103 células/compartimento em meio de cultura completo 

contendo 10% de SFB por 24 horas. 

 

4.2.3 Aplicação de mediador inflamatório TNF-α 
 
Para a comparação da resposta dos fibroblastos obtidos da gengiva de 

indivíduos jovens e idosos frente ao mediador inflamatório, 100 ng/mL de TNF-

α foram mantidos em contato com as células por 24 h, conforme os grupos 

estabelecidos (Tabela 2). Este estímulo foi selecionado de acordo com estudo 

piloto, o qual comparou a expressão de citocinas inflamatórias como resposta 

dos fibroblastos de gengiva frente a diferentes estímulos com 

Lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli (E.coli), LPS de Porphyromonas 

gingivalis (P. gingivalis) e mediador inflamatório TNF-α. 
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Após esse período, foram avaliadas a produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), óxido nítrico (NO) e a síntese das quimiocina CCL5. 

 

 
4.2.4 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 

A produção de espécies reativas de oxigênio está diretamente 

relacionada ao estresse oxidativo, causando a peroxidação de moléculas e 

organelas celulares, que podem levar a danos irreversíveis98. Porém, em 

baixas concentrações, estas moléculas podem estimular a proliferação e 

migração celulares, auxiliando o processo de reparo e homeostasia tecidual3. 

Na cavidade oral, o aumento da síntese de espécies reativas de oxigênio está 

relacionada à progressão da doença periodontal31. 

Para a determinação da produção de espécies reativas de oxigênio 

pelos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos, uma sonda 

fluorescente (H2DCFDA Invitrogen, San Francisco, CA, EUA), foi utilizada. 

Essa sonda permite a detecção destes EROs intracelularmente, uma vez que a 

mesma é permeável à membrana celular, sendo capaz de se ligar às espécies 

reativas de oxigênio permanentemente. 

Esta sonda foi adicionada ao meio de cultura previamente à aplicação do 

LPS, para permitir a identificação imediata das EROs, uma vez que estas são 

moléculas altamente reativas e instáveis99, e a mesma foi mantida por 24 h, em 

associação ao tratamento. 

Após 24 h, o meio de cultura foi aspirado e foram adicionados 500 μL de 

PBS a cada amostra. A quantidade de produção de EROs foi determinada pela 

intensidade de fluorescência da sonda em cada amostra por varredura de cada 

compartimento (excitação 488 nm, emissão 540 nm), em fluorímetro (Synergy 

H1 – Biotek) transformada em porcentagem em função do grupo das células 

dos indivíduos jovens, considerado como controle (Figura 5). 
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Figura 5 - Esquema representativo do ensaio de produção de EROs. 

 

 
 

 

4.2.5 Avaliação da produção de Óxido Nítrico (NO) 
 

O óxido nítrico também é um importante mediador inflamatório na 

resposta celular e tecidual, pois também é capaz de promover a proliferação 

celular30. Porém, assim como as EROs, o efeito deste mediador está 

relacionado a sua concentração tecidual, sendo que em altas concentrações, o 

NO pode causar intenso dano tecidual62. 

A quantificação de óxido nítrico (NO) produzido pelas células em cultura 

foi determinada utilizado o acúmulo de nitrito no sobrenadante da cultura de 

células por meio da reação de diazotação com o reagente de Griess (Sigma-

Aldrich)21, 48. 

Alíquotas de 50 μL do meio de cultura que foi mantido em contato com 

as células durante o tratamento proposto foram transferidas para outra placa de 

cultura de 96 compartimentos e o reagente de Griess adicionado na mesma 

proporção. Após 10 minutos de incubação em temperatura ambiente na 

ausência de luz, a concentração de NO foi determinada por meio da 

absorbância da solução, determinada em espectrofotômetro a 540 nm (Synergy 

H1-Biotek). A absorbância foi transformada em porcentagem em função do 

grupo das células dos indivíduos jovens, considerado como controle (Figura 6). 
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Figura 6 - Esquema representativo do ensaio de produção de NO. 

 

 
 

 

4.2.6 Avaliação da síntese de quimiocina CCL5 
 

A quimiocina CCL5 é altamente expressas durante o processo 

inflamatório e está relacionada à migração de outras células inflamatórias33. 

A avaliação da síntese de quimiocina consiste num teste de imunoensaio 

ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay), baseado em uma reação 

antígeno-anticorpo, o qual foi realizado segundo recomendações do fabricante 

(R&D Systems, EUA, Minneapolis MN, EUA). Para tanto, o meio de cultura em 

contato com as células foi coletado e armazenado a -20oC até o momento da 

realização do ensaio.  

Para o ensaio ELISA, as placas de 96 compartimentos foram tratadas 

com anticorpos primários específicos (2 μg/mL – CCL5) e incubadas overnight. 

A seguir, foram realizadas lavagens (wash solution 2,5%), seguido de 

incubação com solução de bloqueio (BSA 1% em PBS - R&D Systems) por 1 h 

a temperatura ambiente. Após lavagem, foram adicionados 100 uL de cada 

amostra e curva padrão, com concentrações pré-determinadas de cada 

quimiocina e as placas foram incubadas por 2 h a temperatura ambiente, 

seguido de nova lavagem. A seguir, foi adicionado o anticorpo secundário (400 

ng/mL – CCL5) e foram incubados por 2 h adicionais. Após lavagem, a 

streptavidina (1:400 em BSA 1% – R&D Systems) foi então adicionada às 
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amostras por 20 minutos na ausência de luz. Novas lavagens foram realizadas, 

e a substrate solution (R&D Systems) foi adicionada e mantida por 20 minutos. 

Por fim, a Stop solution foi adicionada para cessar a reação e a densidade 

óptica obtida das amostras mensurada por espectrofotômetro (Synergy H1-

Biotek) no comprimento de onda de 450 nm8. As concentrações de CCL5 foram 

determinadas por meio de transformação dos valores da absorbância em 

porcentagem em função do grupo das células dos indivíduos jovens, 

considerado como controle (Figura 7). 
 

Figura 7 - Esquema representativo do ensaio de síntese protéica de quimiocina CCL5 pelo 

teste de ELISA. 
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4.3 Estudo 3 - Efeito da laserterapia de baixa potência ou do fator de 
crescimento epidérmico sobre a atividade de fibroblastos obtidos da 
gengiva de indivíduos jovens e idosos 

 
 

4.3.1 Grupos experimentais 
 
Os grupos experimentais e controle para essa pesquisa estão 

representados na Tabela 3. Sendo os mesmos grupos experimentais e controle 

utilizados tanto para jovens quanto para idosos. 
 
                 

Tabela 3 - Divisão dos grupos experimentais dos fibroblastos 
gengivais obtidos dos indivíduos jovens e idosos 

 

 
    

*Cada grupo experimental foi composto de 2 amostras de 3 

indivíduos distintos, em duplicata, totalizando  n=12 

**Todos os grupos foram avaliados nos períodos de 72 h após os 

tratamentos propostos, de acordo com as metodologias descritas 

posteriormente 

 
 

 Para cada experimento realizado, foram utilizadas 2 amostras de cada 

linhagem primária, sendo o experimento realizado em duplicata. 
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4.3.2 Cultivo Celular 
 

Para a avaliação da viabilidade celular pelo ensaio de Alamar Blue® e 

síntese do fator de crescimento VEGF (ELISA), as células foram cultivadas por 

24 h em placas de 24 compartimentos (TPP) na densidade de 3x104 

células/compartimento em meio de cultura contendo 10% de SFB. Para o 

desenvolvimento do experimento de migração pelo ensaio de Wound Healing e 

síntese de colágeno (Sirius Red), as células foram cultivadas da mesma 

maneira que para os testes descritos acima, porém numa densidade de 8x104 

células/compartimento. Foram utilizadas células entre as passagens 3 a 6 

sendo que para cada experimento foram utilizadas as mesmas passagens para 

todos os pacientes. 

 

 

4.3.3 Irradiação 
 
Para a irradiação das células, foi utilizado o dispositivo LASERTable 

(Figura 8), desenvolvido pelo Grupo de Óptica (GO) do Centro de Pesquisa em 

Óptica e Fotônica (CePOF) do Instituto de Física de São Carlos (IFSC) da 

Universidade de São Paulo (USP), sob orientação do Prof. Dr. Vanderlei 

Salvador Bagnato12-15, 85-87. Este dispositivo é composto por 12 diodos que 

emitem um comprimento de onda de 780 nm. Este comprimento de onda foi 

selecionado baseado em estudos anteriores, nos quais foi determinado que o 

mesmo é capaz de promover aumento da proliferação celular e da síntese de 

fatores de crescimento em culturas de fibroblastos14, 15, 32, 43, 87.  

Diodos do tipo InGaAsP (arseneto de ídio gálio e fosfato) estão 

posicionados na LASERTable de maneira a irradiar homogeneamente e de 

maneira individual, um total de 12 dos 24 compartimentos da placa de cultura 

celular (TPP). Esta disposição dos diodos evita a sobreposição da irradiação 

para outros compartimentos. Cada irradiação foi feita a uma distância 

padronizada das células em cultura (2,5 cm), sendo que lentes específicas 

direcionaram o feixe de luz de tal maneira a irradiar toda base de cada 

compartimento onde as células foram cultivadas. Assim, a área irradiada 
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corresponde à área de cada compartimento da placa de 24 compartimentos 

(2,0 cm2). 

 
Figura 8 - Esquema representativo do dispositivo para irradiação (LASERTable) das células em 

cultura. 

 

 
 
 
 

Para este experimento foram realizadas 3 irradiações com intervalos de 

24 h entre cada irradiação com a densidade de energia de 3,0 J/cm2 (Tabela 

4). Esta densidade foi determinada considerando resultados obtidos por 

estudos anteriores, os quais demonstraram que estes parâmetros são capazes 

de promover aumento da proliferação, bem como metabolismo e expressão 

gênica de células de diferentes linhagens13-15, 37, 43, 64, 65, 87. 

 
Tabela 4 - Parâmetros de irradiação estabelecidos para o experimento.  

 

 
 
 
4.3.4 Adição do fator de crescimento EGF 

 
O fator de crescimento EGF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi 

diluído em meio de cultura DMEM sem SFB (100 μM), sendo esta 
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concentração estabelecida após estudo piloto, e esta solução foi aplicada sobre 

as células de acordo com os grupos estabelecidos e mantida em contato com 

as células conforme os grupos e períodos de avaliação. 

 

4.3.5 Avaliação da viabilidade celular pelo ensaio de Alamar Blue® 
 
O ensaio Alamar Blue® foi realizado para detectar a atividade metabólica 

celular através de indicador fluorimétrico. Este ensaio permite a avaliação da 

viabilidade das células em cultura, sem prejuízo para as mesmas, permitindo 

análises pareadas, de acordo com os períodos estabelecidos. Para isso, foi 

utilizado o reagente Alamar Blue® (Invitrogen), o qual se baseia na 

incorporação de um indicador de oxirredução que apresenta alteração de cor 

em resposta a redução química do meio de cultura em decorrência da 

respiração aeróbica. Assim, foi adicionado às células o equivalente a 10% do 

volume de cultura da solução de Alamar Blue® conjuntamente ao meio de 

cultura sem SFB (100 μL de solução de Alamar Blue® em 900 μL de meio de 

cultura). As células permaneceram em contato com a solução em incubadora 

em condições adequadas (37oC e 5% de CO2) por 4 h. Após este período, 2 

alíquotas de cada compartimento foram transferidas para uma placa de 96 

compartimentos e  a fluorescência das amostras foi avaliada em fluorímetro 

(Synergy – H1 – Biotek Winooski, VT, EUA) no comprimento de onda de 570 e 

600 nm, no período de 72 h  após os tratamentos (Figura 9). 
 

Figura 9 - Esquema representativo do ensaio de viabilidade celular pelo teste de Alamar Blue®. 
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4.3.6 Avaliação da Migração Celular – Wound Healing 
 
A capacidade de migração de fibroblastos de gengiva submetidos ou 

não ao tratamento com LBP ou EGF foi realizada através de um protocolo in 

vitro de cicatrização de feridas55. Após 24 h do cultivo celular, uma ”ferida” in 

vitro foi criada, utilizando-se para isto, a ponta de uma ponteira de 5 mL. A 

presença da “ferida” foi confirmada em microscópio de luz invertido (TS 100, 

Nikon, Tokyo, Japão).  

A seguir, as células foram irradiadas utilizando o protocolo de irradiação 

(Tabela 4) e o fator de crescimento foi adicionado conforme descrito 

anteriormente. A migração celular foi avaliada nos períodos de 24, 48 e 72 h 

após estes tratamentos.   

A análise da migração dos fibroblastos de gengiva para a área central da 

ferida foi determinada por fotografias obtidas através de câmera acoplada a 

microscópio de luz invertida de cada compartimento da placa nos períodos de 

avaliação propostos. Tal como anteriormente descrito por Basso et al.13 (2012), 

as áreas das feridas foram analisadas em microscópio óptico (Olympus BX51, 

Miami, FL, EUA) equipado com câmera fotográfica (Olympus c 5060) e 

submetidas à análise por software Image J (Wayne Rasband, National Institute 

of Mental Health, EUA) através da mensuração da área da “ferida” (Figura 10). 

 
 

Figura 10 - Esquema representativo do ensaio de migração celular pelo teste de Wound 

Healing. 

 
 



40 
 

4.3.7 Análise da síntese de colágeno pelo ensaio de Sirius Red 
 
Este ensaio foi realizado conforme descrito anteriormente no Estudo 1. 

No entanto, o volume de meio de cultura coletado para realização desse teste 

assim como o volume de solução de Direct Red foram de 400 L. Além da 

determinação da concentração de síntese de colágeno ser determinada por 

meio de curva padrão com concentrações pré-determinadas de colágeno. 

 

 

4.3.8 Análise da síntese do fator de crescimento VEGF  
 
A avaliação da síntese de VEGF foi realizada por meio do imunoensaio 

ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay), da mesma maneira que foi 

avaliado a expressão da quimiocina CCL5 no Estudo 2. No entanto, a 

concentração dos anticorpos primários e secundários específicos utilizados 

para essa análise foi de 1,0 μg/mL – VEGF e 100 ng/mL – VEGF, 

respectivamente. 
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4.4 Análise dos resultados  
 

Devido a não aderência à curva normal, todos os dados referentes aos 

três estudos independentes foram analisados estatisticamente por meio dos 

testes não paramétricos de Kruskal-Wallis complementados por testes de 

Mann-Whitney, ao nível de significância de 5%, ou seja, grupos foram 

considerados estatisticamente diferentes quando p<0,05. 
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5 RESULTADOS 
 
5.1 Estudo 1 - Diferenças funcionais envolvidas na capacidade de reparo 
de fibroblastos obtidos da gengiva de indivíduos jovens e idosos  
 
5.1.1 Análise da viabilidade celular pelo ensaio de MTT 

 
Os resultados obtidos a partir da avaliação comparativa da viabilidade 

dos fibroblastos obtidos da gengiva de pacientes jovens (J) e idosos (I), através 

do ensaio de MTT, estão apresentados na Tabela 5. 

 
Tabela 5 - Viabilidade celular (% J 24 horas) por fibroblastos obtidos do tecido gengival de 

pacientes jovens e idosos, avaliada em 24, 48 ou 72 h  

Período 

Idade 

JOVENS IDOSOS  

24 h 103,9 (90,7-114,5) A b* 182,7 (173,8-200,9) A a 

48 h  108,0 (88,5-117,7) A b 115,9 (111,1-131,2) B a 

72 h 102,0 (92,1-117,7) A a 81,1 (78,7-92,5) C b 

Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=36. *Letras minúsculas permitem 

comparação nas linhas e letras maiúsculas permitem comparação nas colunas. Valores com 

letras iguais não diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05). 

 

 

Quando realizada a comparação da viabilidade celular no grupo 

composto por células obtidas de tecido gengival de indivíduos jovens, não foi 

observada diferença estatística nos diferentes períodos avaliados (p>0,05). No 

entanto, para o grupo de células de indivíduos idosos houve uma redução 

gradativa da viabilidade celular com o decorrer dos períodos de incubação 

(p<0,05). Comparados os fibroblastos J e I para cada período avaliado, 

observa-se maior viabilidade para as células I nos períodos de 24 e 48 horas, 

(p<0,05). 
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5.1.2 Análise da produção de proteína total pelo método de Lowry 
 
Os resultados obtidos a partir da avaliação comparativa da produção de 

proteína total pelos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e 

idosos estão apresentados na Tabela 6. 

 
Tabela 6 - Produção de proteína total (% J 24 horas) por fibroblastos obtidos do tecido gengival 

de pacientes jovens e idosos, avaliada em 24, 48 ou 72 h  

Período 

Idade 

JOVENS IDOSOS  

24 h 97,5 (78,0-122,4) A b* 122,4 (103,4-168,6) A a 

48 h  96,1 (82,5-109,9) A a 89,0 (79,1-100,2) B a 

72 h 89,6 (75,9-106,1) A a 89,2 (80,3-107,0) B a 

Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=36. *Letras minúsculas permitem 

comparação nas linhas e letras maiúsculas permitem comparação nas colunas. Valores com 

letras iguais não diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05). 

 

Quando comparados os grupos de fibroblastos gengivais dos indivíduos 

jovens nos diferentes períodos de avaliação não foi observada diferença 

estatística na produção de proteína total (p>0,05). No grupo dos fibroblastos 

gengivais dos indivíduos idosos nota-se uma maior produção de proteína total 

ocorreu no período de 24 horas (p>0,05). Comparando-se os grupos de células 

dos indivíduos jovens e idosos dentro de cada período avaliado, a produção de 

proteína total foi maior apenas no período de 24 h pelas células dos indivíduos 

idosos. 
 

 

5.1.3 Análise da síntese de colágeno pelo método de Sirius Red 
 

Os resultados obtidos a partir da avaliação comparativa da síntese de 

colágeno pelos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos 

estão apresentados na Tabela 7. 

 

 



44 
 

Tabela 7 - Produção de colágeno (% J 24 horas) por fibroblastos obtidos do tecido gengival de 

pacientes jovens e idosos, avaliada 24, 48 ou 72 horas 

Período 

Idade 

JOVENS IDOSOS  

24 h 99,7 (98,0-103,0) A a* 97,8 (94,5-101,6) A a 

48 h  100,1 (97,3-103,8) A a 90,2 (83,9-97,6) B b 

72 h 103,6 (100,0-107,3) A a 103,0 (97,4-106,8) A a 

Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=36. *Letras minúsculas permitem 

comparação nas linhas e letras maiúsculas permitem comparação nas colunas. Valores com 

letras iguais não diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05). 

 

 

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que não houve 

diferença estatística na síntese de colágeno no grupo de células dos indivíduos 

jovens independente do período avaliado (p>0,05). Para o grupo de células dos 

indivíduos idosos, uma redução da síntese de colágeno foi observada no 

período de 48 h, apresentando-se também inferior à produção de colágeno 

pelas células dos indivíduos jovens quando comparados dentro deste mesmo 

período (p>0,05). 
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5.2 Estudo 2 – Capacidade de resposta dos fibroblastos obtidos da 
gengiva de indivíduos jovens e idosos frente ao TNF alfa 
 

 

5.2.1 Análise da produção de Óxido Nítrico (NO) 
 
Os resultados obtidos a partir da avaliação comparativa da produção de 

NO pelos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos na 

presença de TNF-α estão apresentados na Tabela 8. 

 
Tabela 8 - Produção de óxido nítrico (% controle jovens) por fibroblastos obtidos do tecido 

gengival de pacientes jovens e idosos, em função da presença de TNF-α  

Tratamento 

Idade 

JOVENS IDOSOS  

Controle 99,79 (97,94 - 102,64) B a* 99,03 (95,08 - 105,56) B a 

TNF-α 174,43 (172,47 - 175,82) A a 169,63 (168,11 - 171,12) A b 

Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=36. *Letras minúsculas permitem 

comparação nas linhas e letras maiúsculas permitem comparação nas colunas. Valores com 

letras iguais não diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05). 

 

 

De acordo com os resultados obtidos os fibroblastos da gengiva obtidos 

dos indivíduos jovens apresentaram aumento na produção de NO quando 

expostos ao TNF-α, sendo esse aumento maior nas células dos indivíduos 

jovens se comparado aos idosos (p > 0,05).  

 
 

5.2.2 Análise da produção de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) 
 
Os resultados obtidos a partir da avaliação comparativa da produção de 

EROs pelos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos na 

presença de TNF-α estão apresentados na Tabela 9. 
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Tabela 9 - Produção de EROs (% Controle jovens), por fibroblastos obtidos do tecido gengival, 

em função da presença de TNF-α  

Tratamento 

Idade 

JOVENS IDOSOS  

Controle 77,35 (66,41 - 102,54) A a* 68,21 (59,30 - 119,37) A a 

TNF-α 82,44 (62,34 - 118,07) A a 63,12 (54,21 - 107,15) A a 

Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=36. *Letras minúsculas permitem 

comparação nas linhas e letras maiúsculas permitem comparação nas colunas. Valores com 

letras iguais não diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).  

 
Quando realizada a avaliação da produção de EROs pelos fibroblastos 

de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos, não foi observada diferença 

estatística quando estes estiveram em presença do TNF-α (p>0,05) 

 
 

5.2.3 Análise da expressão de quimiocina inflamatória CCL5 
 
Os resultados obtidos a partir da avaliação comparativa da síntese de 

CCL5 pelos fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos na 

presença de TNF-α estão apresentados na Tabela 10. 
 

Tabela 10 - Síntese protéica de CCL5 (% Controle jovens), por fibroblastos obtidos do 

tecido gengival, em função da presença de TNF-α  

Tratamento 

Idade 

JOVENS IDOSOS  

Controle 100,02 (96,10 - 106,34) Ba* 99,24 (92,07 - 108,63) Ba 

TNF-α 1700,23 (1552,22 - 1790,45)   

Aa 

1446,08 (1103,35 - 2221,46)         

Aa 

Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Letras minúsculas permitem 

comparação nas linhas e letras maiúsculas permitem comparação nas colunas. Valores com 

letras iguais não diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).  
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 Quanto à síntese protéica de CCL5, foi observado um aumento desta 

síntese pelas células quando estas foram expostas ao TNF-α independente da 

idade, sem diferença estatística entre eles (p<0,05). 
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5.3 Estudo 3 - Efeito da laserterapia de baixa potência ou do fator de 
crescimento epidérmico sobre a atividade de fibroblastos obtidos da 
gengiva de indivíduos jovens e idosos 
 

5.3.1 Análise da viabilidade celular pelo ensaio de Alamar Blue® 
 

Os resultados obtidos a partir da avaliação da viabilidade dos 

fibroblastos de gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos, submetidos aos 

diferentes tratamentos propostos através do ensaio de Alamar Blue®, estão 

apresentados nas Tabelas 11 e 12, respectivamente. 

 
Tabela 11 - Viabilidade celular (% do controle) dos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos 

indivíduos jovens em função da terapia utilizada 

Tratamento Viabilidade Celular (%) 

Controle 100,00 (80,21 -118,01) B* 

EGF 123,61 (95,43 -144,68) AB 

LBP 160,71 (125,93 -189,85) A 

Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Valores com letras iguais não diferem 

estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).  

 

 
Tabela 12 - Viabilidade celular (% do controle) dos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos 

indivíduos idosos em função da terapia utilizada 

Tratamento Viabilidade Celular (%) 

Controle 100,00 (91,11 -109,83) B* 

EGF 110,32 (99,30 -118,98) AB 

LBP 115,31 (105,83 -122,66) A 

Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Valores com letras iguais não diferem 

estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05). 

 

A irradiação dos fibroblastos gengivais obtidos de indivíduos jovens e 

idosos com laser de baixa potência, caracterizada pela aplicação tripla na dose 

de 3,0 J/cm2, resultou em aumento da viabilidade celular quando comparados 

ao grupo controle (p < 0,05).  



49 
 

5.3.2 Análise da migração celular pelo ensaio de Wound Healing 
 

Os resultados obtidos da avaliação da migração dos fibroblastos dos 

pacientes jovens e idosos, através do ensaio de Wound Healing, estão 

apresentados nas Tabelas 13 e 14, respectivamente. 

 
Tabela 13 - Área da lesão (área em mm2 x 104) em função da terapia utilizada e do período de 

avaliação, para fibroblastos obtidos do tecido gengival dos indivíduos jovens 

Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Letras minúsculas permitem 

comparação nas linhas e letras maiúsculas permitem comparação nas colunas. Valores com 

letras iguais não diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05). 

 

Tabela 14 - Área da lesão (área em mm2 x 104) em função da terapia utilizada e do período de 

avaliação, para fibroblastos obtidos do tecido gengival dos indivíduos idosos 

Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Letras minúsculas permitem 

comparação nas linhas e letras maiúsculas permitem comparação nas colunas. Valores com 

letras iguais não diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05). 

 
Maior migração de células, ou seja, redução da área da “ferida” in vitro, 

ocorreu no grupo dos fibroblastos obtidos dos indivíduos jovens não 

submetidos a qualquer tratamento, no período mais tardio de 72 h. Quando 

estas células foram submetidas às terapias propostas (aplicação de EGF ou 

Período 

Tratamento 

Controle EGF LBP 

24 20,05(17,71- 32,82) B b* 12,87(2,17-16,52) A a 7,96(6,94-12,70) A a 

48 20,04(13,95-25,49) B b 11,12(6,50-14,33) A a 6,11(3,66-11,38) A a 

72 12,63(9,67-16,97) A b 9,39(2,97-12,51) A ab 4,47(2,55-8,56) A a 

Período (h) 

Tratamento 

Controle EGF LBP 

24 33,39(16,09- 39,66) A b* 25,96(8,64-39,08) A ab 7,64(2,86-21,96) A a 

48 21,58(13,29-28,39) A b 11,45(6,14-18,66) A ab 10,17(5,98-14,66) A a 

72 21,78(9,42-25,45) A c 13,35(9,93-16,33) A b 8,14(4,27-12,68) A a 
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irradiação com laser de baixa potência), independente do período de avaliação; 

nota-se aumento da migração das mesmas não havendo diferença entre os 

tratamentos propostos (p<0,05).  

Para as células do tecido gengival dos indivíduos idosos, nos períodos 

de 24 e 48 h, foi observada maior migração quando fibroblastos foram 

irradiados com o laser de baixa potência (p<0,05). No período de 72 h, ambas 

as terapias se mostraram efetivas, promovendo maior migração celular quando 

comparado ao grupo controle, no entanto a irradiação com LBP exerceu maior 

efeito sobre as células (p < 0,05). 

 
 
5.3.3 Análise da síntese de colágeno pelo método Sirius Red 

 

Os resultados obtidos para avaliação da síntese de colágeno pelos 

fibroblastos dos indivíduos jovens e idosos, tratados com EGF ou LBP, através 

do ensaio de Sirius Red, estão apresentados nas Tabelas 15 e 16, 

respectivamente. 

 
Tabela 15 - Síntese de colágeno (% do controle) dos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos 

indivíduos jovens em função da terapia utilizada 

Tratamento Síntese de colágeno 

 (% do controle) 

Controle 97,61 (82,81 - 116,35) B* 

EGF 168,20 (138,01 - 200,94) A 

LBP 137,24 (100,79 - 171,90) A 

Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Valores com letras iguais não diferem 

estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05). 
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Tabela 16 - Síntese de colágeno (% do controle) dos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos 

indivíduos idosos em função da terapia utilizada 

Tratamento Síntese de colágeno 

 (% do controle) 

Controle 98,24 (80,88 - 110,54) B* 

EGF 141,38 (126,49 - 146,19) A 

LBP 121,95 (110,37 - 130,74) A 

Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Valores com letras iguais não diferem 

estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05). 

 

Aumento na síntese de colágeno ocorreu quando fibroblastos gengivais 

obtidos de indivíduos jovens e idosos foram submetidos a ambas modalidades 

terapêuticas propostas (fator de crescimento EGF ou 3 irradiações com laser 

de baixa potência na dose de 3,0 J/cm²), quando comparados aos respectivos 

fibroblastos controle (p < 0,05).  

 

5.3.4 Análise da síntese protéica do fator de crescimento VEGF pelo 
ensaio de ELISA 
 

Os resultados obtidos para avaliação da síntese protéica do fator de 

crescimento VEGF pelos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos pacientes 

jovens e idosos, através do ensaio de ELISA, estão representados nas Tabelas 

17 e 18, respectivamente. 

 
Tabela 17 - Síntese protéica de fator de crescimento VEGF, detectado pelo método ELISA (% 

do controle) dos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos indivíduos jovens em função da 

terapia utilizada  

Tratamento Produção de VEGF  

(% do controle) 

Controle 109,45 (60,91 - 126,37) B* 

EGF 234,17 (148,50 - 323,88) A 

LBP 120,59 (80,67 - 171,78) B 
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Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Valores com letras iguais não diferem 

estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05). 

 
Tabela 18 - Síntese protéica de fator de crescimento VEGF, detectado pelo método ELISA (% 

do controle) dos fibroblastos obtidos do tecido gengival dos indivíduos idosos em função da 

terapia utilizada  

Tratamento Produção de VEGF  

(% do controle) 

Controle 100,91 (94,03 - 113,75) B* 

EGF 122,03 (110,71 - 130,05) A 

LBP 61,23 (50,25 - 87,26) C 

Valores são medianas (percentil 25-percentil 75), n=12. *Valores com letras iguais não diferem 

estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05). 

 

Quando comparados os tratamentos aplicados sobre as células obtidas 

de indivíduos jovens e idosos, observou-se maior síntese de VEGF quando as 

células foram expostas ao fator de crescimento EGF (p<0,05), sendo que a 

laserterapia de baixa potência não causou estímulo significativo sobre as 

células em cultura. Para os fibroblastos provenientes de indivíduos idosos, 

também foi observado aumento significativo na síntese de VEGF após 

tratamento com EGF, sendo que esta atividade celular foi reduzida quando os 

estes fibroblastos foram irradiados com o laser nos parâmetros propostos neste 

estudo. 
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6 DISCUSSÃO 
 

O reparo tecidual é um processo contínuo no qual moléculas e células 

se organizam de maneira a reestabelecer a homeostasia do tecido injuriado51, 

92. Para tanto, é necessário que eventos coordenados, tais como a liberação de 

fatores de crescimento e proteínas da matriz extracelular ocorram, de forma 

que as fases do processo de reparo (hemostasia, inflamação, proliferação e 

remodelação do tecido) evoluam, promovendo a restauração do tecido47, 92. 

A capacidade de reparo da mucosa oral se deve, em grande parte, aos 

fatores intrínsecos deste tipo de tecido, tais como a presença de células 

estruturais com potencial de regeneração, intensa vascularização e alta taxa de 

renovação do tecido conjuntivo e do epitélio51. No entanto, é evidente que o 

fluido salivar também apresenta um papel importante durante este evento, 

proporcionando um ambiente propício para a rápida reparação da mucosa 

oral51. 

Dentre os diferentes tipos celulares, os fibroblastos participam 

ativamente do processo de reparo tecidual, através da proliferação, migração e 

preenchimento da ferida, além de sintetizarem fatores de crescimento e 

moléculas da matriz extracelular51. Porém, a função e estrutura destas células 

podem ser alteradas por diferentes fatores, como a idade do individuo. Como 

observado por alguns pesquisadores, o processo de envelhecimento pode 

causar inibição da síntese de fatores de crescimento e de proteínas estruturais 

básicas, como o colágeno, bem como diminuição da expressão de 

fibronectina39, 103, glicoproteína diretamente ligada à capacidade de adesão 

celular. Assim, a baixa quantidade de fibronectina expressa por células 

senescentes causa redução da capacidade de adesão celular, inibindo a 

migração e proliferação das células, os quais são processos interdependentes 

que apresentam papel fundamental no reparo tecidual39. 

Alguns pesquisadores têm comparado as propriedades de fibroblastos 

de pele adultos e fibroblastos gengivais adultos com fibroblastos fetais. Os 

resultados indicam que, ao contrário dos fibroblastos da pele de adultos, 

fibroblastos gengivais adultos apresentam muitas propriedades semelhantes 

com fibroblastos fetais, incluindo morfologia, crescimento, capacidade de 

migração, produção de fator estimulante de migração e de citocinas51. Dessa 
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maneira, é possível que fibroblastos gengivais sejam fenotipicamente únicos 

nos tecidos adultos, o que pode contribuir para a rápida cicatrização de feridas 

orais, com mínima formação de cicatrizes51.  

Na presente pesquisa, quando avaliadas as funções celulares 

representadas pela viabilidade (MTT), produção de proteína total e síntese de 

colágeno pelos fibroblastos de gengiva dos indivíduos jovens e idosos, 

observou-se que as células J não foram afetadas pelo tempo em que 

permaneceram em cultura (24, 48 e 72 h).  Já para os fibroblastos I, notou-se 

uma redução tempo-dependente. Além disso, foi observada uma maior 

viabilidade nos fibroblastos I quando comparados aos J nos períodos de 24 e 

48 horas. Essa maior viabilidade nos períodos iniciais de avaliação pode ser 

resultado de uma adesão precoce das células senescentes57, o que permite a 

estas células iniciar o processo mitótico de forma mais precoce quando 

comparadas às células dos indivíduos jovens. Entretanto, num estudo recente 

de Cáceres et al.22 (2014), foi demonstrado que fibroblastos da gengiva de 

indivíduos jovens apresentaram maior viabilidade, capacidade de remodelação 

do colágeno e de migração quando comparados à células obtidas de indivíduos 

idosos. Assim, os autores relataram que a senescência pode interferir 

negativamente em algumas funções dos fibroblastos gengivais humanos. 

Também foi verificado no presente estudo que com o decorrer do tempo 

(48 e 72 horas), os fibroblastos I passam a reduzir sua produção de proteína 

total, o que pode sugerir alterações nas funções celulares dos indivíduos 

idosos como um processo de envelhecimento. As alterações nas funções 

celulares entre indivíduos jovens e idosos encontrados nesse estudo, 

juntamente com os dados já descritos na literatura estreitam a relação entre 

senescência e redução da capacidade de reparo. 

Além da idade do indivíduo, o processo de reparo tecidual também pode 

ser influenciado por outros fatores, como a condição sistêmica e presença de 

inflamação40, 49. No processo inflamatório, as elevadas concentrações de 

quimiocinas e mediadores inflamatórios podem induzir a formação local de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) por diversas células27, 96. A produção de 

EROs em baixas concentrações pode acelerar o processo de reparo; porém, 

em concentrações elevadas ou em exposições prolongadas, as EROs podem 

causar dano tecidual através da peroxidação lipídica de diferentes organelas, 
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como a membrana celular30, 71, 96. No presente estudo, o TNF-α não exerceu 

influencia sobre a produção de EROs; todavia, houve um aumento na formação 

de NO, o qual apresenta diversas funções fisiológicas tal como a propriedade 

bactericida. Tal como para as EROs, o NO em grandes concentrações também 

pode promover efeitos citotóxicos50.  

Nesta pesquisa in vitro, observamos a ocorrência de aumento 

significativo na produção de NO pelos fibroblastos J e I expostos ao TNF-α, o 

que corrobora com o estudo de Chung et al.27 (2011), os quais demonstraram a 

elevação na síntese de NO relacionada à resposta inflamatória frente ao 

envelhecimento. Estes autores relacionaram este aumento de NO à maior 

ativação da via NFKb, a qual também regula positivamente a síntese de 

algumas citocinas inflamatórias, tais como o TNF-α, interleucina 1 beta (IL-1β), 

interleucina 6 (IL-6) e cicloxigenase 2 (COX-2). Ainda segundo os autores, este 

fato pode estar relacionado à maior incidência de doenças inflamatórias 

crônicas em indivíduos idosos, como a periodontite. 

Na inflamação dos tecidos da mucosa oral, a quimiocina CCL5, 

sintetizada por diferentes tipos celulares, como células T e fibroblastos, está 

presente em altas concentrações97. Esta proteína participa ativamente no 

processo de reparo tecidual, induzindo a migração de diferentes tipos de 

células inflamatórias, como os leucócitos, para o sítio da inflamação33, 82. No 

entanto, a manutenção da expressão desta citocina, com consequente 

manutenção do processo inflamatório, pode levar a cronificação da ferida, 

podendo estar relacionada também a perda de tecido ósseo109, resultando no 

atraso do processo de reparo em tecidos lesionados da cavidade oral. 

Foi demonstrado, no presente estudo, aumento na expressão de CCL5 

pelos fibroblastos J e I expostos ao TNF-α, sem diferença estatística entre eles. 

Este dado científico confirmou que, independente da idade, os fibroblastos de 

gengiva de seres humanos apresentam capacidade de resposta inflamatória e 

ativação da migração de células envolvidas no processo de reparo.  

A resposta inflamatória celular, representada pela capacidade de 

resposta a traumas ou a patógenos está diretamente relacionada a um 

processo de reparo eficaz. Durante o processo de reparo tecidual, a fase 

inflamatória promove a proliferação e migração das células através da síntese 

de mediadores inflamatórios72, 92. Esta síntese, todavia, deve ser regulada, pois 
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o aumento da concentração local de mediadores inflamatórios ou ainda a 

manutenção destes mediadores por períodos prolongados nos tecidos orais 

também pode levar a um atraso do processo de reparo54. Desta maneira, 

diferentes modalidades terapêuticas com o objetivo de acelerar o processo de 

reparo em cavidade oral têm sido amplamente propostas e estudadas26, 66, 93. 

Na presente pesquisa, foi demonstrado que fibroblastos J e I submetidos à 

laserterapia apresentaram aumento de viabilidade quando comparados àqueles 

sem tratamento (controle). Este resultado indica que esse tipo de tratamento 

nos parâmetros utilizados pode acelerar a capacidade proliferativa dessas 

células, tal como previamente relatado por Basso et al.13 (2012). Estes 

pesquisadores verificaram que a laserterapia é capaz de estimular a 

proliferação e migração de células do epitélio oral. 

Tem sido demonstrado que a migração celular é uma resposta biológica 

fundamental para o processo de reparo tecidual78. A liberação de fatores de 

crescimento e proteínas no plasma faz com que as células modifiquem seu 

fenótipo e iniciem sua migração para o local da ferida78. Durante este evento, 

protrusões citoplasmáticas e retração controlada dos focos de adesão são 

produzidos pelas células como resultado da expressão das proteínas 

envolvidas nesse processo e que podem influenciar no reparo das feridas19, 35.  

Estudos prévios com fibroblastos da mucosa gengival mostraram a alta 

capacidade dessas células em reorganizar sua matriz extracelular, sendo este 

fato diretamente relacionado à sua elevada capacidade de migração41, 70. No 

presente estudo, foi observado que os fibroblastos J não tratados 

apresentaram maior migração no período de 72 horas. Uma possível 

explicação para isto seria o fato de que logo após a confecção mecânica da 

“ferida”, as células adjacentes tenham que se recuperar da agressão e então 

se aderir ao substrato, sendo que os períodos de 24 e 48 horas talvez não 

sejam suficientes para que ocorra este evento celular in vitro.  

Também foi observado, neste estudo, que, de maneira geral, as terapias 

propostas promoveram maior migração celular, observada pelo ensaio de 

Wound Healing. Para os fibroblastos J, ambos os tratamentos resultaram em 

efeito bioestimulatório, enquanto que para as células I a laserterapia exerceu 

maior efeito sobre as células nos diferentes períodos de avaliação (24, 48 e 72 

h). Nos últimos anos, a laserterapia de baixa potência (LBP) tem sido utilizada 
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para acelerar a reparação tecidual, uma vez que induz o aumento da 

vascularização local, síntese de colágeno e da proliferação celular34, 101. Foi 

demonstrado que a absorção do laser pelas células promove aumento de seu 

metabolismo, caracterizado pela estimulação dos fotorreceptores da cadeia 

respiratória mitocondrial, alterações nos níveis de ATP celular, liberação de 

fatores crescimento, e síntese de colágeno67, 89. AlGhamdi et al.2 (2012) 

realizaram uma revisão de literatura, sendo que para isto os autores 

selecionaram e discutiram artigos onde a LBP foi utilizada para estimular a 

proliferação de células de diferentes linhagens. Os autores concluíram que a 

LBP estimula células em cultura. Todavia, os autores ressaltaram que a 

resposta à irradiação com laser é dose-dependente, sendo que este tipo de luz 

pode estimular ou inibir a proliferação celular.  

Assim como previamente relatado por outros pesquisadores13, 32, 87, o 

presente estudo demonstrou bioestimulação celular quando realizada a 

irradiação da cultura primária dos fibroblastos de gengiva com laser de baixa 

intensidade. Este dado corroborou com os achados prévios de Basso et al.13 

(2012), os quais aplicaram os mesmos parâmetros de irradiação sobre 

fibroblastos.  

Os fatores de crescimento são moléculas que regulam diversos eventos 

celulares capazes de promover a reparação dos tecidos através de sua ligação 

a receptores específicos expressos na superfície da membrana celular11. Estes 

autores demonstraram que fibroblastos apresentam funções coordenadas por 

diversos fatores de crescimento, tais como EGF, fator de crescimento 

fibroblástico 2 (FGF-2), fator de crescimento transformador  (TGF-), fator de 

crescimento plaquetário (PDGF) e fator de crescimento vascular endotelial 

(VEGF). Esses fatores podem atuar localmente, de maneira autócrina ou 

parácrina, exercendo seus efeitos biológicos e consequentemente participando 

efetivamente do amplo processo de regeneração tecidual88. No entanto, os 

mecanismos de sinalização pelos quais esses fatores de crescimento regulam 

as funções dos fibroblastos permanecem pouco conhecidos.  

Yeo et al.112 (2002) relataram que células envelhecidas apresentam 

redução na expressão de receptores de superfície, o que pode ser um dos 

fatores responsáveis pela diminuição da resposta destas células a fatores de 

crescimento e agentes mitogênicos, mesmo na presença de altas 
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concentrações destas moléculas biologicamente ativas. Shiraha et al.100 (2000) 

também demonstraram a redução na proliferação de fibroblastos dérmicos 

senescentes devido a discreta expressão de receptores de membrana 

sensíveis ao fator de crescimento epidérmico (EGF).  

Johnson et al.58 (1986) observaram que a diminuição da produção de 

colágeno nas culturas de fibroblastos gengivais estava diretamente relacionada 

com a idade do doador. Aumento na produção de colagenases, como já 

descrito por alguns autores, também pode induzir uma degradação ou inibição 

na síntese de colágeno pelos fibroblastos em cultura103, 104. No presente 

estudo, foi observado, para os fibroblastos J e I, um aumento na síntese de 

colágeno quando estas células foram submetidas às diferentes terapias 

propostas (aplicação de fator de crescimento EGF ou LBP na dose de 3,0 

J/cm2). Estes dados podem indicar que estas terapias talvez sejam capazes de 

inibir a produção de colagenases e estimular a produção de colágeno, 

principalmente nas células senescentes. 

Acredita-se que o VEGF apresente papel fundamental na reparação dos 

tecidos, visto que a revascularização é um evento dinâmico necessário para 

que o processo cicatricial seja completo16. Durante o processo de angiogênese, 

diversos fatores de crescimento são expressos e regulados; porém sabe-se 

que o VEGF é o principal deles, capaz de promover migração endotelial, 

proliferação celular e aumento da permeabilidade vascular regulando a 

neovascularização e o reparo tecidual16. No presente estudo, foi verificado 

aumento na expressão de VEGF pelos fibroblastos expostos ao EGF, 

independente da idade do doador, o que indica que essa terapia pode auxiliar 

no processo de angiogênese e reparação tecidual. Todavia, quando os 

fibroblastos I foram irradiados, houve redução na síntese protéica desse fator 

de crescimento, indicando que os parâmetros de laser utilizados neste estudo 

talvez não sejam os mais indicados para estimular a produção desse tipo de 

fator de crescimento.  

Os resultados obtidos de estudos in vitro devem ser avaliados de 

maneira cautelosa, visto que os dados científicos podem não representar 

efetivamente os amplos eventos observados durante o envelhecimento in 

vivo57. Além disso, deve-se levar em consideração que cada indivíduo pode 

responder de maneira específica e única quando da ocorrência de uma lesão 
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tecidual. Desta maneira, o período de recuperação do tecido lesionado, a 

expressão de proteínas, moléculas e fatores de crescimento pode variar de 

acordo com cada indivíduo. Assim, estudos futuros devem ser realizados com o 

objetivo de explorar mais profundamente os efeitos celulares e moleculares 

envolvidos no processo de reparo tecidual e a influência do envelhecimento no 

mesmo.   

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



60 
 

7 CONCLUSÃO 
 

7.1 Conclusão geral 
 
Os resultados demonstraram que os fibroblastos de gengiva de 

indivíduos idosos apresentaram viabilidade e metabolismo reduzidos ao longo 

do tempo de cultivo; porém, mantiveram a capacidade de resposta frente ao 

estímulo. Além disso, a LBP, nos parâmetros avaliados, e o EGF, na 

concentração específica testada, foram eficazes na bioestimulação dos 

fibroblastos obtidos de pacientes jovens e idosos, sendo que ambas terapias 

parecem ser promissoras para a aceleração do reparo da mucosa oral.  

 
7.2 Conclusões específicas 

 
7.2.1 Estudo 1 - Diferenças funcionais envolvidas na capacidade de 
reparo de fibroblastos obtidos da gengiva de indivíduos jovens e idosos  

 
 
Quanto às diferenças funcionais envolvidas na capacidade de reparo: 

Os indivíduos idosos apresentaram maior viabilidade nos períodos 

iniciais de cultura; porém, redução gradativa desta viabilidade foi observada de 

acordo com os períodos avaliados. Estas células também apresentaram 

redução da produção de proteína total e de colágeno no período de 48 horas 

de cultura quando comparadas às células de indivíduos jovens.  

 

7.2.2 Estudo 2 – Capacidade de resposta dos fibroblastos obtidos da 
gengiva de indivíduos jovens e idosos frente ao TNF alfa 

 

Quanto à resposta dos fibroblastos da gengiva expostos ao Fator de 

Necrose Tumoral alfa (TNF-α): 

Os fibroblastos de gengiva apresentaram aumento da síntese de 

mediadores inflamatórios após a exposição ao TNF-α, independente da idade 

dos pacientes; porém, as células obtidas de pacientes jovens apresentaram 

maior síntese de NO. 
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7.2.3 Estudo 3 - Efeito da laserterapia de baixa potência ou do fator de 
crescimento epidérmico sobre a atividade de fibroblastos obtidos da 
gengiva de indivíduos jovens e idosos  
 

- A LBP promoveu aumento da viabilidade celular nos fibroblastos da 

gengiva obtidos de pacientes jovens e idosos. 

- A LBP e o EGF promoveram maior migração dos fibroblastos gengivais 

de pacientes jovens. Para os fibroblastos obtidos dos pacientes idosos apenas 

a LBP induziu aumento da migração celular. 

- Ambos os tratamentos (LBP e EGF) promoveram aumento da síntese 

de colágeno pelos fibroblastos da gengiva obtidos de pacientes jovens e 

idosos. 

- O tratamento com EGF promoveu aumentou a síntese protéica de fator 

de crescimento vascular endotelial (VEGF) pelos fibroblastos da gengiva 

obtidos de pacientes jovens e idosos; porém, houve redução na síntese de 

VEGF quando as células foram submetidas à irradiação com laser. 
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Anexo 1 
 
Aprovação do Projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara – FOAr/UNESP 
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