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“Somente quando temos coragem para enfrentar as coisas 

exatamente como elas são, sem qualquer auto engano ou ilusão, é 

que uma luz surgirá dos acontecimentos, pela qual o caminho do 

sucesso poderá ser reconhecido.” 

 -- I Ching -- 
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 RESUMO 

A fototerapia laser (FTL) tem sido usada clinicamente para auxiliar na 

cicatrização de inúmeras doenças bucais, especialmente no tratamento de 

lesões ulceradas. Os mecanismos celulares através dos quais o laser é capaz 

de promover a bioestimulação não são completamente compreendidos. Dessa 

forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro o efeito da FTL no 

comportamento de queratinócitos bucais no processo de cicatrização. Células 

epiteliais bucais (NOK-SI) foram cultivadas sob duas condições nutricionais: 

suplementadas com 10% de soro fetal bovino (FBS) e sob déficit nutricional 

(2% FBS) seguido de irradiação com laser de diodo InGaAlP (660nm, 40mW, 4 

e 20J/cm2, 4 e 20s), através da técnica pontual e em contato. Foram realizados 

ensaio de viabilidade celular (MTT), migração celular (cicatrização) e análise 

proteica (Western Blotting e Fluorescência). Os resultados obtidos indicaram 

que a FTL influencia diretamente a migração epitelial evidenciado pelo 

fechamento acelerado das feridas irradiadas e polarização do citoesqueleto 

celular (F-actina). Conclui-se que os efeitos clínicos da FTL estão associados, 

entre outros fatores, ao aumento da migração epitelial. 

 

Palavras-chave: fototerapia laser, cicatrização de feridas, queratinócitos, 

úlceras bucais 



	
  

	
  

11	
  

ABSTRACT 

Laser phototherapy (LPT) has been used clinically to accelerate wound healing 

in a variety of oral diseases. The cell mechanisms by which LPT can promote 

biostimulation have not yet been fully elucidated. Epithelial cells play an 

important role in the reparative process since it proliferation and migration from 

the wound margin is crucial for restore epithelial continuity. It is unclear whether 

LPT has an effect on epithelial cell migration. Based on this, the aim of this 

study was to investigate the effect of LPT in oral wound healing process using 

oral keratinocytes. Oral keratinocytes were maintained under two nutritional 

conditions supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS) and in	
  nutritional 

deficit (2% FBS). Laser irradiation was delivered with InGaAlP laser (660nm, 

40mW, 4 e 20J/cm2, 4 e 20s). Irradiations were performed in contact, using the 

punctual irradiation mode. The following tests were performed cell viability, cell 

migration and protein analysis. Results obtained suggest that LPT influences 

epithelial migration and cytoskeleton polarization. Interestingly, LPT effect under 

epithelial cell migration occurs independently of cell viability. In conclusion, 

clinical LPT effects are associated with an increase in epithelial cell migration. 

 

Keywords: Laser phototherapy, wound healing, keratinocytes, oral ulcers 
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1 INTRODUÇÃO 

Na clínica odontológica lesões ulceradas de origem traumática ou 

imunológica/inflamatória podem ser observadas frequentemente e se 

caracterizam pela perda do revestimento epitelial associada à exposição do 

tecido conjuntivo. O tratamento destas lesões visa acelerar o reparo e aliviar a 

sintomatologia dolorosa, no entanto, nenhum tratamento específico foi 

estabelecido, e diversos protocolos vem sendo utilizados. Entre estes podemos 

citar o uso de antisépticos, analgésicos, corticoesteróides, antibióticos, 

imunomoduladores e antiinflamatórios, fitoterápicos, além de tratamentos locais 

específicos como remoção cirúrgica, debridamento, ultrasom de baixa 

densidade, cauterização química e FTL (MARTINS et al. 2011; FERNANDES et 

al. 2010; MARTINS et al. 2009; MIZIARA, 2009; LEÃO, GOMES, PORTER 

2007; JURGE et al. 2005; FIELD, ALLAN 2003; SCULLY, SHOTTS 2000). 

Estudos in vivo utilizando modelos animais (MEDRADO et al. 2008; 

CORAZZA et al. 2007; VIEGAS et al. 2007; GAL et al. 2006; NASCIMENTO et 

al. 2004) assim como modelos in vitro (BASSO et al. 2012; FERREIRA et al. 

2009; DAMANTE et al. 2009; EDUARDO et al. 2007; HAWKINS E ABAHAMSE 

2006; MARQUES et al. 2004; PUGLIESE et al. 2003; MEDRADO et al. 2003) 

vem sendo realizados com o intuito de estudar os diferentes recursos 

terapêuticos, dentre eles a FTL no reparo tecidual. Estes modelos tem sido 

fonte de importantes investigações para compreender a resposta biológica dos 

componentes celulares de forma conjunta (modelo in vivo) e individualizada 

(modelo in vitro) durante o reparo. 
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A seguir abordaremos os tópicos mais relevantes envolvidos no processo 

de reparo de feridas in vitro utilizando a FTL. 

 

1.1 REPARO DE FERIDAS 

 O processo de reparo de lesões envolve fenômenos bioquímicos e 

fisiológicos que buscam a restauração tecidual (MANDELBAUM, SANTIS, 

MANDELBAUM 2003). Este processo pode ser dividido em três fases 

dinâmicas e interrelacionadas denominadas de inflamatória, proliferativa e de 

remodelamento, que se sobrepõem de forma contínua e temporal. Nestas 

fases ocorrem eventos como migração celular, vasodilatação, angiogênese, 

formação de tecido de granulação e deposição de matriz extracelular (ARAÚJO 

et al. 2010; MENDONÇA, COUTINHO-NETTO 2009). 

Fase Inflamatória: 

A fase inflamatória é uma fase essencial para o reparo de feridas que se 

inicia após a ação do agente agressor e é caracterizada pela liberação de 

mediadores químicos (histamina, citocinas, complemento, etc) que promovem 

alterações vasculares e exsudativas no sítio inflamatório.  

Após a agressão, dentro da fase inflamatória, ocorre a hemostasia 

(COLLIER 2003), através da vasoconstrição, agregação plaquetária e 

deposição de fibrina levando a formação da crosta, cuja composição principal 

são fibrina, plaquetas e células sanguineas (MARTIN 1997). Essa crosta além 

de impedir a perda de eletrólitos e fluidos do local da ferida, também limita a 

contaminação secundária (MONACO e LAWRENCE 2003). Após a 

homeostasia ocorre a liberação de mediadores químicos responsáveis por 
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aumentar a permeabilidade vascular (COLLIER 2003), recrutar células 

inflamatórias (leucócitos, especialmente neutrófilos e monócitos) (MARTIN 

1997) e proteínas plasmáticas para o local da ferida (O’LEARY et al. 2002; 

ADZICK 1999). Esse fenômeno é denominado de exsudação. A migração de 

células inflamatórias para o tecido intersticial tem como papel principal eliminar 

agentes agressores e fagocitar componentes do tecido conjuntivo danificados, 

além de preparar o tecido para a próxima fase através da liberação de fatores 

de crescimento. (MENDONÇA, COUTINHO-NETO 2009). 

Os neutrófilos são responsáveis por remover do local injuriado restos 

celulares, materiais contaminados e bactérias; e os monócitos se diferenciam 

em macrófagos e são responsáveis por orquestrar a restauração da integridade 

tecidual (ADZICK 1999), degradar a matriz extracelular, promover a 

angiogênese e a fibroplasia resultando na cicatrização da ferida (SCHAFFER e 

NANNEY 1996). Já as células plasmáticas produzem anticorpos específicos 

para antígenos externos presentes no local inflamado (SCHILLING 1976). 

Muitos dos efeitos teciduais observados durante a fase inflamatória são 

atribuídos as citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α e IL-1β. A IL-1β é uma 

citocina pleitotrópica produzida por macrófagos, células T, fibroblastos, 

queratinócitos e células endoteliais e ativada pela ação da caspase1. Ela é 

responsável pela geração de respostas na fase aguda da inflamação 

(MCFARLAN-MANCINI et al. 2012) e por iniciar a resposta inflamatória 

resultando em aumento da vascularização subepitelial (SONIS 1998). Também 

está relacionada à destruição tecidual, reabsorção óssea e indução de 

proteinases (BISWAS, LEWIS 2010). O TNF-α, por sua vez, está relacionado 
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ao dano inicial causado no endotélio e no tecido conjuntivo. Ele promove 

sinalizações epitélio-mesenquimais e reduz a oxigenação tecidual, resultando 

em morte e dano das células basais do epitélio (Yeoh AS, et al. 2005). Além 

disso, desempenha um papel importante na defesa antimicrobiana, reparo de 

feridas (ZHANG et al. 2012), resposta imune,  angiogênese, remodelação 

tecidual e proliferação e diferenciação celular (SIMUNOVIĆ-SOSKIĆ et al. 

2010). 

Fase Proliferativa: 

 A fase proliferativa é uma fase predominantemente celular que se 

caracteriza por fenômenos como reepitelização, fibroplasia e angiogênese, 

sendo estes dois últimos os responsáveis pela formação do tecido de 

granulação. Este tecido representa o arcabouço do reparo tecidual, pois ocupa 

a área da lesão e é responsável pelo seu fechamento (MENDONÇA, 

COUTINHO-NETO 2009). A formação de uma rede vascular no tecido de 

granulação contribui para que o processo de reparo ocorra de forma mais 

eficaz e mais rápida, permitindo um maior fluxo de nutrientes para a região e a 

saída de metabólitos da ferida (GONÇALVES et al. 2010). Nesta fase são 

observados inúmeros fatores de crescimento tais como: fator de crescimento 

fibroblástico (FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator 

de crescimento transformador (TGF), fator de crescimento vascular endotelial 

(VEGF) e fator de crescimento epidermal (EGF) (BARRIENTOS et al. 2008). 

 Outro importante evento da fase proliferativa é a síntese de fibroblastos, 

pois estas células vão produzir o colágeno, substância que vai conferir 
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tenacidade e integridade ao tecido, sustentando a nova rede de capilares e o 

tecido de granulação (MODOLIN e KAMAKURA 1981). 

 Paralelamente, o epitélio cicatriza de froma mais rápida reassumindo 

sua função de barreira contra a penetração de agentes secundários no local da 

ferida. Esse processo se inicia com a proliferação das células basais do 

revestimento epitelial, seguida da migração dos queratinócitos. Essa migração 

termina no momento em que as células de ambos os lados da ferida entram em 

contato. Após, segue-se a fase de diferenciação, estratificação e maturação 

epitelial (CRUSE e MCPHEDRAN 1991). 

Fase de Remodelamento: 

A fase de remodelamento é marcada pela maturação dos elementos 

teciduais e alterações na matriz extracelular, com a deposição de 

proteoglicanas e colágeno, na tentativa de recuperação da estrutura tecidual 

normal. Durante esta fase a maioria dos vasos, fibroblastos e células 

inflamatórias desaparecem por processos de emigração, apoptose ou 

processos de morte celular desconhecidos (MENDONÇA; COUTINHO-NETO 

2009). 

A formação de uma nova matriz extracelular requer a substituição do 

tecido de granulação por uma rede de fibras colágenas e elásticas que sofrerão 

saturação por proteoglicanas e glicoproteínas. Esse processo é seguido pela 

síntese de um novo colágeno guiado pelo TGF-β, enquanto que o colágeno 

antigo é removido via ação de PDGF (BARRIENTOS et al. 2008). Nesta fase 

há diferenciação de miofibroblastos a partir de fibroblastos locais via PDGF e 
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TGF-β. Estas células por sua vez, serão responsáveis pela contração da ferida 

(BARRIENTOS et al. 2008). 

O sucesso do processo de reparo tecidual depende da ação coordenada 

de fatores de crescimentos e mediadores químicos envolvidos numa complexa 

rede de sinais que coordenam o processo inflamatório (BARRIENTOS et al. 

2008; MONACO e LAWRENCE 2003). 

Recentemente, foi descoberto que diversas vias de sinalização 

molecular que sabidamente estão envolvidas na progressão tumoral também 

desempenham importante papel na cicatrização de feridas (SCHAFER e 

WERNER 2008). A ativação do complexo HGF/c-Met leva a ativação de uma 

cascata de sinalização incluindo PI3K (phosphoinositide-3-kinase)/AKT (LIU et 

al. 2011). Squarize et al (2010) observaram que inúmeras vias moleculares 

estão envolvidas no reparo tecidual. Além disso, observaram que a ativação da 

via PI3K/Akt acelera o fechamento de feridas na dependência da ativação do  

mTOR (mammalian target of rapamycin). (SQUARIZE et al. 2010). 

 PI3K é uma molécula lipídica que regula diversas funções celulares, dentre 

elas proliferação, migração e sobrevivência (ALGHAMDI et al 2012), além disso 

é responsável por regular a expressão de Akt (HENNESSY et al 2005). A 

ativação do complexo PI3K/Akt representa um componente importante do 

processo fisiológico de cicatrização de feridas (SQUARIZE et al. 2010). 
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1.2 FOTOTERAPIA LASER 

 Historicamente, em 1917, Albert Einstein apresentou os princípios 

teóricos sobre a amplificação da luz pela emissão de radiação (CARVALHO et 

al. 2001). Em 1950, Townes, Gordon e Zeiger desenvolveram o primeiro 

aparelho oscilador que operava na faixa das microondas (SILVA et al. 1998). 

Em 1961, foi desenvolvido o laser em baixa intensidade de hélio-neônio 

(HeNe), emitindo radiação vermelha com comprimento de onda de 632,8nm 

(BAXTER 1997). Na década de 70, os lasers da faixa infravermelha Arsenato 

de Gálio (AsGa) e Arsenato de Gálio e Alumínio (AsGaAl) foram desenvolvidos 

(TUNÉR e HODE 1999). Na odontologia, o primeiro relato de uso do laser data 

do ano de 1965 quando Leon Goldman utilizou um laser de rubi em um dente 

desvitalizado (BASFORD 1995). 

 O laser (light amplification by stimulated emission of radiation) consiste 

de um feixe de luz monocromático com coerência espacial e direcional 

(ZEZELL 2004). O laser em baixa intensidade (LBI) corresponde à emissão de 

luz laser com potência abaixo de 500mW, onde a irradiação propriamente dita 

vai gerar um efeito biológico no tecido sem aquecimento, uma vez que a 

energia absorvida pelos fótons não vai ser transformada em calor e sim em 

efeitos fotoquímicos, fotofísicos e/ou fotobiológicos (LINS et al. 2010; 

BAPTISTA et al. 2010) sendo este último denominado de fotobioestimulação 

(RIBEIRO et al. 2009; REDDY et al. 2004).  

A fotobioestimulação tem por objetivo promover o aumento do 

metabolismo celular, podendo assim induzir diversos efeitos teciduais, tais 

como efeito analgésico, antiinflamatório e reparador (BOURGUIGNON-FILHO 

et al. 2005). Conhecendo estes efeitos, a FTL aparece como uma alternativa na 
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área da saúde para prevenir, modular e/ ou tratar doenças que possuam na 

sua fisiopatologia o desenvolvimento de um processo inflamatório/imunológico 

(EDUARDO et al. 2007; BAPTISTA et al. 2010).  

As baixas densidades de energia e comprimentos de onda dos LBI fazem 

com que a luz laser seja capaz de penetrar em profundidade nos tecidos 

(HENRIQUES, CAZAL, CASTRO 2010). A dose de irradiação ionizante à qual 

o indivíduo está exposto depende de inúmeros parâmetros e tem um papel 

muito importante na FTL, uma vez que existem respostas distintas entre as 

células de acordo com cada padrão de irradiação por laser, e estas respostas 

vão depender do comprimento de onda, energia, potência, densidade de 

potência, densidade de energia, tempo de irradiação, frequência de irradiação, 

intervalo entre as irradiações, área do feixe e modo de irradiação. Entretanto, 

até o presente momento, a relevância destes parâmetros no reparo não está 

totalmente esclarecida. Estudos prévios mostram resultados contraditórios que 

podem ser explicados em parte pela variedade na combinação de parâmetros 

assim como, na dificuldade de medir de forma objetiva os possíveis efeitos do 

tratamento (PEPLOW, CHUNG, BAXTER 2010).  

Endre Mester et al. (1971) foram os primeiros a demonstrar que 

quantidades de baixa intensidade de luz são capazes de produzir reparo no 

tecido e alívio da dor. Desde então, foram desenvolvidos estudos no intuito de 

entender o mecanismo de interação da FTL com as células. Karu (1988) 

apontou que o efeito do FTL seria resultado da absorção da luz por flavinas e 

citocromos da cadeia respiratória mitocondrial, que através de alterações na 

transferência de elétrons geraria espécies reativas de oxigênio. Estas levariam 
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à modificação da permeabilidade da membrana celular, aumentando o fluxo de 

cátions Ca2+ e por consequência aumentando a proliferação celular.  

Smith (1991) propôs que a radiação infravermelha poderia ativar 

diretamente os canais de Ca2+ através de modificações fotofísicas, iniciando 

sua ação diretamente na membrana celular. De acordo com este autor outro 

aspecto importante é que a resposta celular a FTL depende do estado 

fisiológico em que a célula irradiada se encontra. O LBI tem a capacidade de 

induzir a proliferação tecidual apenas em células que estejam com a taxa de 

proliferação diminuída no momento da irradiação, ou seja, é importante 

considerar o fato de que a FTL não trará efeitos terapêuticos se a célula 

irradiada estiver em seu nível normal máximo de funcionamento (SMITH 1991; 

KARU 1989). 

A resposta biológica adequada frente a FTL  depende da aplicação de um 

tipo específico de laser com uma dose ótima de radiação. Para tanto, os 

seguintes parâmetros devem ser levados em consideração: comprimento de 

onda, energia, potência, densidade de potência, densidade de energia, tempo 

de irradiação, frequência de irradiação, intervalo entre as irradiações, área do 

feixe e modo de irradiação. A grande variabilidade nos resultados descritos na 

literatura frente a FTL devem-se, em parte, a falta de padrões específicos nos 

parâmetros utilizados em cada estudo (BAXTER e ALLEN 1994; BASFORD 

1995). Da mesma forma, a possibilidade de que diferentes células respondam 

de maneiras distintas a FTL tem sido pouco discutida (CONLAN, RAPLEY, 

COBB 1996). 
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Na literatura um dos parâmetros mais importantes citados é a densidade 

de energia, pois modificações neste parâmetro resultam em alterações na dose 

de FTL que podem estimular, inibir ou não manifestar os efeitos terapêuticos 

esperados (RIBEIRO, ZEZELL 2004). Pereira et al. (2002) avaliaram o efeito da 

FTL em fibroblastos utilizando o laser de diodo com densidades de energia de 

3, 4 e 5J/cm2. Os resultados mostraram que irradiações com doses de 3 e 

4J/cm2 promoveram aumento no crescimento celular, enquanto que doses de 

5J/cm2 não provocaram alterações no crescimento celular.  

Os estudos até então conduzidos mostram que os resultados obtidos com 

a FTL em nível tecidual e celular estão baseados no aumento da proliferação 

de diversos tipos celulares (PEPLOW et al. 2010; RIBEIRO et al. 2009; 

PEREIRA et al. 2002), promoção da síntese de pré-colageno e colágeno (de 

SOUZA et al. 2011; PEREIRA et al. 2002), potencial antiinflamatório (LIM et al. 

2007; AIMBIRE et al. 2006), aumento da neo-vascularização (CORAZZA et al. 

2007; PEREIRA et al. 2010), redução da expressão de espécies reativas de 

oxigêncio (LIM et al. 2007), liberação de fatores de crescimento (DAMANTE et 

al. 2009), citocinas pró-inflamatórias (FERNANDES et al. 2012) e mediadores 

químicos álgicos (SAKURAI, YAMAGUCHI, ABIKO 2000). Porém, alguns 

estudos mostram que a FTL não promove modificação no metabolismo celular 

(MESQUITA-FERRARI et al. 2011; FERREIRA et al. 2009). Estes efeitos 

podem estar relacionados com os parâmetros do laser utilizado assim como, 

com o tipo de células que foram irradiadas. Vários estudos vem demonstrando 

que mioblastos tanto in vitro (MESQUITA-FERRARI et al. 2011; FERREIRA et 
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al. 2009) como in vivo (de SOUZA et al. 2011; BAPTISTA et al. 2011) não 

respondem a FTL. 

Baseado nos efeitos acima descritos a FTL vem sendo muito utilizada na 

prática clínica diária para tratamento de diversos processos patológicos, 

especialmente em reparo e em condições inflamatórias como a mucosite e 

úlceras em geral (SCHUBERT et al. 2007). Os principais efeitos descritos são: 

ação moduladora da inflamação, redução da severidade de lesões ulceradas 

(SANDOVAL 2003; BARASH et al. 1995), acelerar o reparo de feridas e 

diminuir a sintomatologia dolorosa (SACONO et al. 2008). 

 

1.3 AÇÃO DA FTL NO REPARO DE FERIDAS EM MODELOS IN VITRO 

O modelo de reparo de feridas in vitro se baseia na utilização da cultura 

celular. Este método se caracteriza pelo crescimento e cultivo de células sobre 

um suporte plano e liso, quer seja um plástico ou vidro de cultura, contendo 

uma quantidade definida de meio e mantido a uma temperatura de 37ºC 

mimetizando a temperatura corporal (MASTERS 2000).  

As células em cultura precisam ser monitoradas periodicamente, uma vez 

que após preencherem toda a placa, ou seja atingirem a confluência celular, é 

necessário a realização de sub-culturas ou passagem celular. Células 

confluentes podem entrar em senescência ou então em sofrimento por falta de 

nutrição. Para o procedimento de sub-culturas as células precisam ser 

enzimaticamente desprendidas do fundo das placas de cultura quando 

atingirem um estagio de semiconfluencia celular (70% de confluencia) seguido 
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pelo replaqueamento (ressemeadas) em novas placas de cultura para 

continuarem proliferando (BRESLIN e O’DRISCOLL 2012). Na grande maioria 

dos experimentos linhagens celulares são utilizadas para mimetizar um tecido 

do organismo (BISSELL e RADISKY 2001). 

A cultura celular vem sendo amplamente utilizada como ferramenta para 

avaliar os efeitos bioestimuladores da FTL bem como, para compreender os 

mecanismos através dos quais esse efeito é alcançado e estabelecer o 

protocolo ideal de utilização deste recurso terapêutico. Porém, a FTL só será 

efetiva em culturas nas quais as células apresentem crescimento reduzido 

(PELPOW et al. 2011) ou estejam em condições de déficit nutricional 

(ALMEIDA-LOPES 2001) no momento da irradiação. O déficit nutricional não 

inativa totalmente os mecanismos de crescimento celular, porém reduz a taxa 

de crescimento. Essa situação de estresse criada in vitro reproduz situações 

similares de estresse in vivo onde a FTL tem se mostrado eficaz. Segundo 

alguns autores a taxa de crescimento celular de células estressadas por falta 

de nutrientes é diminuída em comparação a células em condições normais 

(FUJIHARA et al. 2006; AZEVEDO et al. 2006; KARU et al. 1987). 

No estudo de Almeida-Lopes et al (2001) foi avaliado o efeito da 

concentração de soro fetal bovino (SFB) sobre o crescimento celular de 

fibroblastos gengivais. Foram estabelecidos três grupos, as células foram 

semeadas em placas de 96 poços contendo 2, 5 e 10% de SFB. Os resultados 

obtidos mostraram que culturas de células não irradiadas suplementadas com 

SFB à 10% apresentaram taxa de crescimento maior quando comparada a 

culturas suplementadas com 2 e 5% de SFB irradiadas ou não. 
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Abaixo serão descritos alguns estudos realizados em modelos in vitro em 

ordem cronológica descendente e na Tabela 1 estão listados os estudos de 

acordo com o tipo celular. 

Basso et al. (2012) avaliaram o efeito da FTL em queratinócitos de pele 

(HaCaT), utilizando o laser de InGaAsP, com comprimento de onda de 780nm, 

40mW de potência, com doses distintas: 0.5, 1.5, 3, 5 e 7J/cm2. A irradiação foi 

realizada em três momentos com intervalos de 24h entre cada aplicação. Os 

resultados obtidos mostraram que houve aumento na taxa de proliferação e na 

contagem celular com doses mais baixas de irradiação (0.5, 1.5, 3 e 5J/cm2). 

Além disso, a FTL aumentou a síntese de colágeno e a expressão de VEGF. 

Mesquita-Ferrari et al. (2011) avaliaram o efeito da FTL na proliferação de 

mioblastos sob diferentes condições nutricionais. O laser utilizado foi o GaAlAs 

(780nm com 3.8, 6.3 e 10J/cm2) e InGaAlP (660nm com 3.8, 10 e 17.5J/cm2). 

Os resultados obtidos mostraram que não houve diferença na proliferação 

celular entre mioblastos irradiados e controle 

Ferreira et al. (2009) estudaram o efeito da FTL na viabilidade de 

mioblastos cultivados em diferentes condições nutricionais. Os lasers utilizados 

foram os de InGaAlP e de GaAlAs com comprimento de onda de 660 e 780nm 

e distintas densidades de energia para cada comprimento de onda avaliado. 

Foi realizada uma única aplicação e a proliferação celular foi analisada 24h 

após a irradiação através do teste da atividade mitocondrial. Os resultados 

obtidos não mostraram diferenças entre os grupos tratados quando 

comparados ao controle. 
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Damante et al. (2009) avaliaram o efeito bioestimulador do laser em 

fibroblastos gengivais, utilizando o laser de GaAlAs, com comprimento de onda 

de 780nm, e o laser de InGaAlP, com comprimento de onda de 660nm. A 

irradiação foi realizada em dois momentos com 6h de intervalo e foram 

utilizadas duas doses distintas: 3J/cm2 e 5J/cm2. Os grupos tratados com laser 

apresentaram aumento na expressão de diversos fatores de crescimento 

envolvidos no reparo de lesões, dentre eles fator de crescimento fibroblástico 

(FGF).  

Eduardo et al. (2007) em seu estudo avaliaram os efeitos do LBI sobre 

células epiteliais renais (Vero). O laser utilizado foi o de diodo nos 

comprimentos de onda de 660nm e 780nm, potências de 40 e 70mW, e doses 

de 3 e 5J/cm2, três irradiação foram aplicadas. Nos grupos tratados com LBI, 

especialmente o grupo tratado com comprimento de onda de 780nm houve 

aumento na proliferação celular. 

Hawkins e Abahamse (2006) realizaram um estudo para avaliar os efeitos 

da FTL no comportamento de fibroblastos humanos. O protocolo utilizado foi 

irradiação com laser HeNe com comprimento de onda de 632,8nm, com doses 

de 2.5, 5 e 16J/cm2, foi realizada uma irradiação diária durante dois dias. A 

análise dos resultados mostrou que uma única irradiação de 5J/cm2 ou duas ou 

três com doses de 2.5J/cm2 apresentam efeitos positivos sobre essas células 

aumentando a proliferação e migração celular, mantendo a viabilidade celular, 

sem causar danos adicionais as células. Por outro lado, múltiplas irradiações 

de 16J/cm2 levaram a uma redução na migração, na viabilidade celular e 

inibiram a proliferação celular. Com isso os autores concluíram que o efeito 
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cumulativo de baixas doses levam a bioestimulação, enquanto que múltiplas 

exposições a altas doses resultam em efeito inibitório e dano celular. 

Marques et al. (2004) conduziram um estudo em fibroblastos gengivais 

para avaliar o efeito da FTL na morfologia e síntese proteica dessas células. O 

protocolo utilizado foi irradiação com laser GaAlAs com comprimento de onda 

de 904nm, com energia de 120mW numa dose de 3J/cm2. A irradiação foi feita 

através da técnica pontual e em contato durante 24 segundos. Através da 

análise dos resultados os autores concluíram que o LBI foi capaz de induzir 

mudanças estruturais nas células avaliadas. 

Schindl	
   et al. (2003) estudaram o efeito da FTL em células endoteliais 

utilizando o laser de diodo, com comprimento de onda de 670nm, densidade de 

energia de 2-8J/cm2, durante 6 dias. Os resultados do estudo mostraram que a 

FTL estimulou a proliferação dessas células. 

Kipshidze et al. (2001) avaliaram o efeito do LBI na síntese de VEGF e na 

proliferação de células endoteliais humanas utilizando o laser HeNe. O 

protocolo de irradiação utilizado foi 632nm, 0.10 a 6.3J/cm2. Os resultados 

obtidos indicaram que a FTL aumentou a síntese de VEGF, bem como 

estimulou o crescimento de células endoteliais em cultura. 

Sakurai, Yamaguchi e Abiko (2000) avaliaram o efeito do laser GaAlAs 

(830nm) na produção de prostaglandina (PGE) por fibroblastos gengivais 

humanos. O laser foi aplicado com doses de 0.95 a 6.32J/cm2. Após 10min de 

aplicação houve inibição de 90% da produção de PGE, e após 20min a 

produção de PGE estava em nível controle. O mecanismo sugerido pelos 
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autores para a alteração na produção de PGE foi o de redução na expressão 

gênica da cicloxigenase2 responsável por regular a síntese de PGEs. 

Loevschall e Arenholt-Bindsel (1994) estudaram o efeito da FTL em 

fibroblastos de mucosa bucal humana utilizando o laser GaAlAs, com 

comprimento de onda de 812nm e densidade de energia de 0,0004 a 4.5J/cm2. 

Os resultados mostraram que não houve alteração morfológica nas células, a 

viabilidade celular foi mantida e houve aumento na síntese de DNA. 

Breugel e Bär (1992) testaram a proliferação celular e síntese de 

colágeno tipo I, variando a potência e tempo de aplicação do LBI. A irradiação 

foi feita com laser HeNe, 630nm, 0.55 a 5.98mW de potência, durante três dias 

em períodos de 30s a 10min. Os resultados mostraram que potências mais 

baixas (<2.91mW) intensificaram a proliferação celular, ao passo que potências 

mais elevadas não produzem efeito. Já a síntese de colágeno mostrou 

resultado inversamente proporcional à proliferação celular. 

Pourreau-Schneider et al. (1989) avaliaram os efeitos da FTL em 

fibroblastos gengivais humanos utilizando o laser de HeNe, cujos parâmetros 

eram: densidade de energia de 1.2J/cm2, durante 10min. Os grupos receberam 

0, 1, 2 e 3 aplicações de lases nos dias 4, 7 e 11. Os resultados deste estudo 

mostraram que a FTL aumentou a proliferação celular e induziu mudanças 

estruturais nessas células. 

Soudry et al. (1988) realizaram um estudo para avaliar os efeitos da FTL 

em fibroblastos gengivais humanos. Foi utilizado o laser de HeNe, com 

comprimento de onda de 632,8nm e dose de 1.2J/cm2. Os resultados obtidos 
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mostraram aceleração no crescimento celular em relação ao grupo controle e o 

melhor efeito ocorreu com 4 dias de tratamento. 

Tabela 1. Estudos in vitro com células envolvidas no processo de cicatrização 
tecidual. 

 Ano TipoCelular Laser Metodologia Resultado 
      
Basso et al. 2012 queratinócitos 

de pele (HaCaT) 
InGaAsP 780nm 

40mW 
0.5, 1.5, 3, 5 e 7J/cm2 

 

aumento no 
metabolismo, na 

contagem celular, na 
síntese de colágeno 
e na expressão de 

VEGF 
      
Eduardo et 
al. 

2007 queratinócitos 
renais (Vero) 

Diodo 660 e 780nm 
40 e 70mW 
3 e 5J/cm2 

aumento na 
proliferação celular 

      
Damante et 
al. 

2009 fibroblastos 
gengivais 

GaAlAs e  
InGaAlP 

660 e 780nm 
3J/cm2 e 5J/cm2 

 

 

aumento na 
expressão de FGF e 

KGF 

      
Hawkins e 
Abahamse 

2006 fibroblastos HeNe 632.8nm 
2.5, 5 e 16J/cm2 

 

aumento na 
proliferação e 

migração celular 
      
Marques et 
al. 

2004 fibroblastos 
gengivais 

GaAlAs 904nm 
120mW 
3J/cm2 

 

mudanças estruturais 
nas células 

      
Sakurai, 
Yamaguchi e 
Abiko 

2000 fibroblastos 
gengivais 

GaAlAs 830nm 
0.95 a 6.32J/cm2 

 

 

alteração na 
produção de PGE 

Loevschall e 
Arenholt-
Bindsel 

1994 fibroblastos de 
mucosa 

GaAlAs 812nm 
0.0004 a 4.5J/cm2 

 

alteração morfológica 
nas células, 

manutenção da 
viabilidade celular e 
aumento na síntese 

de DNA 
      
Breugel e Bär 1992 fibroblastos HeNe 630nm 

0.55 a 5.98mW 
 

aumento na 
proliferação celular 

      
Pourreau-
Schneider et 
al. 

1989 fibroblastos 
gengivais 

HeNe 1.2J/cm2 

 

 

aumento na 
proliferação celular 

      
Soudry et al. 1988 fibroblastos 

gengivais 
HeNe 632.8nm 

1.2J/cm2 
aumento no 

crescimento celular 
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Schindl et al. 2003 células 

endoteliais 
Diodo 670nm 

2-8J/cm2 

 

aumento na 
proliferação celular 

      
      
Kipshidze et 
al. 

2001 células 
endoteliais 

HeNe 632nm 
0.10 a 6.3J/cm2 

aumento na síntese 
de VEGF e no 

crescimento celular 
      
      
Mesquita-
Ferrari et al. 

2011 mioblastos GaAlAs e 
InGaAlP   

660 e 780nm 
3.8, 6.3 e 10 J/cm2 

 3.8, 10 e 17.5 J/cm2 

 

não houve alteração 
na proliferação 

celular 

      
Ferreira et al. 2009 mioblastos GaAlAs e 

InGaAlP   
660 e 780nm 

 
não houve alteração 

na proliferação 
celular 

 

De acordo com os estudos supracitados a FTL apresenta diferentes 

efeitos nos diferentes tipos celulares envolvidos no reparo. Os estudos 

envolvendo células epiteliais são escassos e indicam que a FTL leva ao 

aumento do metabolismo (BASSO et al. 2012) e proliferação celular (BASSO et 

al. 2012; EDUARDO et al. 2007), síntese de colágeno e de VEGF (BASSO et 

al. 2012). Os trabalhos envolvendo fibroblastos são os mais encontrados na 

literatura e demonstram aumento na expressão de fatores de crescimento 

(DAMANTE et al. 2009), aumento da proliferação (HAWKINS E ABRAHAMSE 

2006; BURGEL e BÄR 1992; POURREAU-SCHNEIDER et al. 1989; SOUDRY 

et al. 1988) e viabilidade (LOEVSCHALL e ARENHOLT-BINDSEL 1994) 

celular, alteração na produção de prostaglandinas (SAKURAI, YAMAGUCHI, 

ABIKO 2000), alterações estruturais (MARQUES et al. 2006; POURREAU-

SCHNEIDER et al. 1989), assim como, aumento na síntese de DNA 

(LOEVSCHALL e ARENHOLT-BINDSEL 1994). Estudos em células endoteliais 

tem mostrado que a FTL causa aumento da proliferação celular (SCHINDL et 
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al. 2003) e síntese de VEGF (KIPSHIDZE et al. 2001). Por outro lado, em 

células musculares a FTL não tem sido capaz de produzir efeitos relacionados 

ao aumento do metabolismo e proliferação celular (MESQUITA-FERREIRA et 

al. 2011; FERREIRA et al. 2009). 
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2 OBJETIVOS 

 

 

 2.1 Objetivo Geral 

  Estudar in vitro o efeito da FTL no epitélio bucal durante o processo de 

reparo de feridas. 

 

 

 2.2 Objetivos Específicos 

 

  Estudar in vitro o efeito da FTL na viabilidade celular de queratinócitos 

bucais. 

  Estudar in vitro o efeito da FTL na migração celular de queratinócitos 

bucais. 

  Estudar in vitro o efeito da FTL na polarização do citoesqueleto de 

queratinócitos bucais. 

  Estudar in vitro o efeito da FTL na via de sinalizaçãoo do AKT/PI3K de 

queratinócitos bucais. 
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Introduction 

Laser phototherapy (LPT) has been used clinically to accelerate wound 

healing in a variety of oral diseases1. Several studies demonstrated the activity 

of LPT in diverse cell types in vitro, including fibroblast2, 3, 4, osteoblast5, 

endothelial6, 7 and epithelial8 cells. The cell mechanisms by which LPT can 

promote biostimulation have not yet been fully elucidated8. It has been 

suggested that LPT might induce the activation of signaling pathways that 

control cell proliferation and migration, as well as the regulation of several 

genes, which are intimately involved in wound healing process9. 

Tissue healing is a complex interaction between many cell types and the 

extracellular matrix that involves cell proliferation, revascularization, synthesis 

and deposition of collagen and wound contraction10. It can be divided into three 

phases: inflammatory, proliferative and remodeling phase. In the first phase 

occurs migration of inflammatory cells into the interstitial tissue to eliminate 

aggressive agents and phagocyte components of damaged tissue. During the 

second phase, fibroplasia and neovascularization associated to re-epithelization 

increases while the amount of acute-phase mediators decreases. Finally, during 

the remodeling phase formation of new extracellular matrix and tissue 

remodeling occur9. 

Epithelial cells play an important role in the reparative process since it 

proliferation and migration from the wound margin is crucial for restore epithelial 

continuity11. Several molecular pathways could be activated during the wound 

healing12, 13. According to Squarize et al. (2010) PI3K/Akt pathway enhances 

wound healing dependent on the activation of mammalian target of rapamycin 
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(mTOR) in epithelial cells14. Phospho-S6 (pS6) is downstream of mTOR, which 

acts as one of the central regulators of cell growth and cell size15, 16, 17. 

Furthermore mTOR plays pivotal roles in establishing cell shape, polarity, 

migration and proliferation18, 19, 20, 21.	
  

The wound healing process relies on the rapid migration and proliferation 

of epithelial cells located in the basal layer of the epithelium adjacent to the 

injured area. Also important is the epithelial ability to activate differentiation 

signaling pathways that result in the replacement of epithelial layers22, 23. One of 

the most important events of re-epithelization is migration, since defects in this 

process are associated with the clinical phenotype of chronic non-healing 

wounds24. 

It is unclear whether LPT has an effect on oral epithelial cell migration and 

proliferation. Based on this, the aim of this study was to investigate the effect of 

LPT in oral wound healing process using oral keratinocytes. 

 

Materials and Methods 

Cell Lineage and Cell Culture 

Normal Oral Keratinocytes Spontaneously Immortalized Keratinocytes 

(NOK-SI cell line, PMID: 20463891)  were maintained in DMEN (Dulbecco’s-

modified Eagle’s medium, Hyclone, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) containing 10% fetal bovine serum (FBS, Hyclone, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA), 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin and 
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250 ng/ml anfotericyn B (Hyclone, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. To simulate in vitro stress 

situation that could be comparable with in vivo stress condition where LPT have 

effects the cells were grown in nutritional deficit as previously described by 

Almeida-Lopes et al. (2001) and Eduardo et al. (2007)25, 26.  

All experiments, cells were plated in a 6, 12 and 96-well plastic dishes (i.e. 

70% confluence), a situation of cell stress was carried out by culturing the cells 

on DMEM supplemented by 2% FBS (nutritional deficit). Cell culture was 

performed in laminar flow (biosafety class II), monitored daily by a phase 

contrast microscope (AO Biostar, American Optical) and the media was 

changed each 2-3 days. 

Laser Irradiation  

Laser irradiation was delivered with InGaAlP laser (MM Optics Ltd., São 

Carlos, SP, Brazil). Irradiations were performed in contact, using the punctual 

irradiation mode in a 0,04cm2 area. The 660nm laser was applied with output 

powers of 40mW. The energy densities used were 4J/cm2 and 20J/cm2 with 4 

and 20 seconds exposure time respectively (Table 1). 

Table 1.Irradiation patterns of LPT. 
 Wave 

length 
(nm) 

Output 
power 
(mW) 

Power 
density 

(mW/cm2) 

Energy 
density 
(J/cm2) 

Irradiation 
time (s) 

Beam 
spot 
(cm2) 

Group 1 and 2 660 40 1 4 4 0,04 
Group 3 and 4 660 40 1 20 20 0,04 

 

Since the distance between the laser source and the surface of application 

is critical, the LPT was performed through the bottom of the optically clear 
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plates. The irradiation was carried out in partial darkness without influence of 

other light. The Laser Check powermeter (Coherent, Inc., Santa Clara, CA) 

were used to verify the output power of the laser equipment. The control groups 

were treated under identical conditions except that the laser equipment was 

kept off. 

Experimental Groups 

Positive Control: cells were plated with DMEM supplemented with 10% FBS 

and no laser irradiation (0J/cm2) 

Negative Control: cells were plated with DMEM supplemented with 2% FBS and 

no laser irradiation (0J/cm2) 

Group 1: cells were plated with DMEM supplemented with 10% FBS and with 

laser irradiation (4J/cm2) 

Group 2: cells were plated with DMEM supplemented with 2% FBS and with 

laser irradiation (4J/cm2) 

Group 3: cells were plated with DMEM supplemented with 10% FBS and with 

laser irradiation (20J/cm2) 

Group 4: cells were plated with DMEM supplemented with 2% FBS and with 

laser irradiation (20J/cm2) 

Cell Growth 

For cell growth analysis, cells were plated on 96-well plates. The cultures 

were incubated at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2 with DMEM 

supplemented with 10% FBS. Before irradiation, the culture medium was 

replaced by the nutritional deficient culture medium supplemented with 2% FBS 

in control and treated groups. Then three irradiations were applied with 6-hour 
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intervals. Samples from each group were taken for mitochondrial activity 

analysis (MTT) 24 hours after the first irradiation. All the experiments were 

performed in octuplicate. 

Cell Mitochondrial Activity Analysis (MTT Assay) 

Cell mitochondrial activity was analyzed using the MTT-based cytotoxicity 

assay. The MTT assay involves the conversion of the water soluble 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) to an insoluble 

formazan. The formazan is then solubilized and the concentration determined 

by optical density at 450-540nm. A MTT reduction analysis kit (Promega, 

Fitchburg, Wisconsin - USA) was used. Right after the end of the assay the 

absorbance was read in a microplate reader (Promega, Fitchburg, Wisconsin - 

USA) using a 595nm filter. The absorbance data were used to plot the cell 

growth curves. 

In vitro Scratch Wound Assay 

NOK-SI cells were seeded in confluence on 35mm tissue culture dishes 

maintained at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2 with DMEM 

supplemented with 10% FBS. Three groups were established: Control (0J/cm2), 

LPT (4J/cm2) and LPT (20J/cm2). Two hour before the scratch culture medium 

was substituted by DMEM supplemented with 2% FBS in all groups. A wound 

was made in the monolayer of cells by completely scratching the cells in a line 

with a pipette tip (200µl). The time of scratching wound was designated as time 

zero. Three irradiations were applied. Cells were allowed to proliferate and 

migrate into the wound for the next 48h. Migration of the cells into the wound 
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was photographed at 0, 12, 24, 36 and 48h under a phase contrast microscope. 

Relative wound closure (%) was measured by means of a computerized image 

analyzer system (AxioVision 4.8.1, Carl Zeiss, Thornwood, NY, USA). Scratch 

assay was performed in duplicate. 

Western Blotting 

NOK-SI cells were seeded in confluence on 35mm tissue culture dishes 

maintained at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2 with DMEM 

supplemented with 10% FBS. Three groups were established: Control (0J/cm2), 

LPT (4J/cm2) and LPT (20J/cm2). The medium was substituted by DMEM 

supplemented with 2% FBS 6 hour before the western blot analysis in all 

groups. 

Cells were washed with ice-cold TBS-Tween and lysed with RIPA buffer. 

Protein lysates were cleared of cellular debris by centrifugation at 4°C for 

10min, resolved in 10% SDS-PAGE gels, and transferred to nitrocellulose 

membranes (Millipore, Billerica, MA, USA). After the transfer of proteins, the 

membranes were blocked at room temperature for 1h with 5% milk solution, 

washed three times with TBS-Tween and then incubated overnight with the 

appropriate primary antibodies (pS6 and GAPDH as control). The membranes 

were washed three times for 5min each with TBS–Tween and then incubated 

for 1h at room temperature with secondary antibodies. The proteins were 

visualized by exposing the membrane to an autoradiographic Hyperfilm ECL. 

Rhodamine-Phalloidin Fluorescence 

Cells were plated in a 6-well plastic dish and after cell adhesion the 
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medium was substituted by DMEM supplemented with 2% FBS during 18h. Two 

groups were established: Control (0J/cm2) and LPT (4J/cm2). The LPT group 

received two irradiations, one at time 0 and the second 12h later. After 10min, 3 

and 6h after the second irradiation the medium was removed and cells were 

fixed with paraformaldehyde 3,7% (PFA) for 10min and washed 3 times with 

PBS.  Cells were incubated with rhodamine-phalloidin (Molecular Probes) for 

30min, then 5min with DAPI, washed three times with PBS, 5min each wash 

and examined in the microscope. 

Statistical Analysis 

 The data corresponding to the cell viability are presented as mean and 

standard deviation of the mean (SD). The data obtained from MTT test were 

compared by ANOVA test followed by the Tukey’s test. The level of significance 

was 5% (p≤ 0.05). The data corresponding to the cell migration are presented 

as mean and standard deviation of the mean (SD). The data obtained from cell 

migration were compared by Generalized Equatorial Equation (GEE) test 

followed by the Bonferroni’s test. The level of significance was 5% (p≤ 0.05). 

 

Results 

Effect of Laser Irradiation on Cell Viability 

Cell viability of control and irradiated groups are presented in Figure 1. 

Analysis of MTT data demonstrate that cells under stress culture conditions 

(2%FBS) irradiated with 4J/cm2 or 20J/cm2 present no significant difference 

(p>0.05) between the analyzed groups. By the way, cells under normal 

conditions, supplemented with 10% FBS irradiated with 4J/cm2 or 20J/cm2 also 
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present no significant difference (p<0.05) between the analyzed groups 

(Supplementary 1). 

 

Fig1. MTT data showing no differences in cell viability between control and LPT 

groups under 2%FBS. 

Analysis of LPT effect in migratory pathway 

To test whether LPT activate a migratory pathway and induce cell 

migration the expression of pS6 were performed in control and laser groups. 

Similar expression for pS6 in all groups were observed as illustrated in Fig.2. 

Fig 2. Western blotting analysis data showing similar protein expression pattern 

between control and LPT groups. 

Effect of Laser Irradiation on Cell Migration 

To explore whether LPT affect the epithelial wound healing closure in vitro 
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a scratch-induced wound model was performed (Fig.3). The LPT groups 

exhibited gap closure after 24h. Interestingly, wound of control cells remains 

unhealed after 48h. The difference between control and laser groups was 

statistically different (p<0.001), whereas comparing different laser parameters 

there was no difference (p>0.05). 

 

Fig 3. The LPT groups exhibited gap closure within 24h. Interestingly, control 

cells remains open after 48h. The difference between control and laser groups 

was statistically different (P<0.01), whereas comparison between different laser 

parameters present no statistical differences (P>0.05).  

Fluorescence Rhodamine-Phalloidin 

To test whether LPT alters cell polarization, immunofluorescence assay 

using rhodamine-phalloidin was performed in control and laser groups. The 

pattern of fluorescence distribution was different in control and LPT (4J/cm2) 

groups. In the former, the F-actin observed by phalloidin staining was located 
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especially at cell edge, while in irradiated cells the cytoskeleton filaments were 

organized as numerous actin stress fibers traversing the cytoplasm suggesting 

that cells are polarized.  

 

Fig 4. Fluorescence data demonstrate different cellular polarization pattern 

between control and LPT groups. 

 

Discussion 

Wound healing is the process that allows injured tissues to restore its 

integrity after several conditions specially those involving ulcerated lesion that 

constitutes a significant clinical challenge.  For example, burn ulcers, mucositis, 

diabetis with slow or non-healing ulcers, pressure and chronic venous ulcers23, 

27, 28. 
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In wound healing the re-epithelialization of the wound site play an 

important role and can be described as the result of three keratinocyte 

functions: migration, proliferation and differentiation. The first event of re-

epithelialization is the dissolution of cell-cell and cell-substratum contacts. This 

is followed by the polarization and migration of basal and suprabasal cells. Also, 

several keratinocytes adjacent to the wound site undergo mitosis. Finally, the 

newly formed epithelium undergoes differentiation to restore its functionality and 

architecture29. As previous described, one of the most important events of re-

epithelization is migration, since defects in this process are associated with the 

clinical phenotype of chronic non-healing wounds24. 

LPT is known to modulate several biological processes, a phenomenon 

known as photobiomodulation30, 31. Several factors have an influence on LPT 

results once exists distinct responses between cells according to the protocol 

used. The epithelial cells play an important role on wound healing however, only 

two studies analyzed the effects of LPT on epithelial cells and the molecular 

mechanisms by which LPT can promote biostimulation in these cells8, 26. Yet, 

none used oral keratinocytes. In the present study the aim was investigate the 

LPT effect in wound healing process using oral keratinocytes in vitro. Our 

results suggest that LPT seems to accelerate oral keratinocyte migration in 

vitro. 

In the present investigation, 660nm diode laser, 40mW with two different 

energy densities (4J/cm2 and 20J/cm2) were tested with the same frequency of 

irradiation and interval between irradiations. The choice to vary only the energy 

density was based on a study by van Breughel and Dop Bärr32 that indicates 
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that this parameter appears to be more important than total dose in wound 

healing. Previous researches have also shown that small doses demonstrated 

better results in in vitro studies when compared to higher doses33, 34, 35, 36, 37. 

These results can be well described by the Arndt-Schultz (A.S.) curve. This 

curve shows that a small stimulus excites physiological activity, whereas a 

higher stimulus inhibits it38. Based on these, we used 4J/cm2 as a small energy 

density and chose 20J/cm2 as a high energy density. Our results revealed that 

independent of the energy density tested the laser irradiation did not affect the 

cell viability because the results of control and irradiated groups were similar. 

Different results were described by Basso et al. (2012) and Eduardo et al. 

(2007), which observed an increase on cell viability and proliferation after LPT. 

Nevertheless, these authors used different epithelial cell types and laser 

irradiation parameters. 

Basso et al. (2012) studied the effects of LPT on skin keratinocytes 

(HaCaT) in vitro with 780nm laser, using 0.5, 1.5, 3, 5, and 7J/cm2 energy 

doses. Irradiations were done every 24h totaling three applications. The results 

showed that cell metabolism increased with all energy doses, especially for 0.5, 

1.5, and 3 J/cm2. The highest cell counts were observed with 0.5, 3, and 

5J/cm2. Total protein synthesis showed no statistically difference. Cell 

morphology analysis revealed that LPT did not promote morphological 

alterations on skin keratinocytes. Comparing with the results of the present 

study it is possible to infer that the higher wavelength laser such as 780nm may 

influence the epithelial cell response. In the same way, Eduardo et al. (2007) 

analyzed LPT effects using Vero cells, which are a lineage isolated from kidney 
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epithelial cells. They used 660nm and 780nm laser, 40 and 70mW, respectively, 

with 3 or 5J/cm2. Cells were irradiated from one to three times. They concluded 

that both types of LPT increased epithelial cell growth rate. Different from these 

authors our study used oral keratinocytes that could exhibit different proliferative 

pattern and cell behavior after laser irradiation than kidney and skin epithelial 

cells39, 40. 

The mechanism by which LPT induces proliferation in different cell types is 

explained mainly by the activation of mitochondrial respiratory chain and 

initiation of cellular signaling41.  Low-intensity lasers absorbed by cellular 

photosensitizers such as cytochromes and flavins that promote a cascade event 

that result in Ca2+ flux, which affects the levels of cyclic nucleotides interfering 

on DNA and RNA synthesis, modulating cell proliferation42. Considering that 

oral keratinocytes are high proliferative cells it is possible to understand why 

LPT does not affect the cell viability. 

The influence of LPT in a wide number of cells involved in wound healing 

needs to consider that laser irradiation usually stimulates cells that present slow 

growing rates. Cells that are growing in a serum-rich environment or are fully 

functional at the moment of irradiation could not present therapeutic benefit41. 

Additionally, the irradiation does not influence the proliferation of different cell 

types to an equal degree. The stimulative effect of LPT is most evident in cell 

that presents slow proliferative activity43. In the present study, we try to 

decrease the cell metabolism using low FBS percentage. The nutritional deficit 

conditions used in this study was based on the study performed by Eduardo et 

al. (2007) where they observed that 2% FBS promoted epithelial cells starve. 
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However, our results were different from Eduardo et al. (2007) showing no cell 

viability alteration. This data could be explained by the fact that in this study we 

used an epithelial cells that exhibit a more proliferative profile whereas Eduardo 

et al. (2007) used kidney epithelial cells which present a lower proliferative 

behavior compared to oral keratinocytes. Based on this result is possible to infer 

that the same conditions used to starve kidney cells are not enough to stress 

oral keratinocytes. On the other hand, with the same 2% FBS, LPT enhanced 

the wound closure of oral keratinocytes by activation of migratory mechanisms.  

Cell migration is a multi-step process that involves lamellipodial extension 

at the membrane edge, adhesion to an underlying substrate, and contraction at 

the rear. This entire process involves the turnover of adhesion sites, formed at 

the front and broken at the rear, to facilitate forward movement44. In this study a 

scratch assay to analyze the oral epithelial keratinocytes cell migration was 

done. The LPT groups exhibited gap closure after 24h. Interestingly, wound of 

control cells remains unhealed after 48h. These results demonstrated that LPT 

independent of the energy density used can influence the in vitro oral wound 

healing. Corroborating the results obtained in the scratch assay a fluorescence 

to study the cytoskeleton was performed and a migratory profile by irradiated 

cells was observed. They exhibited actin filaments organized as numerous 

stress fibers suggesting that cells are polarized which could be associated to 

migration behavior. 

In conclusion, in the present study LPT accelerates oral keratinocytes 

wound healing especially by the activation of migratory mechanisms. Several 

mechanisms are involved in the ability of oral keratinocytes to migrate from the 
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wound edge to efficiently re-epithelialize the injured area. All these mechanisms 

need to be synchronized to properly accomplish the healing process. The 

complexity of cellular interactions involved in this process is not fully elucidated. 

More studies are required to better understandall the steps that leads to the 

replenishment of epithelium integrity and completeness of the wound healing 

process. Two important proteins that could helps us in understanding this 

process are Rac1 and CDC42 (cell division control), both are involved in the 

control of cell migration mechanisms. Further studies should be conducted to 

better understand the pathways involved in the oral keratinocytes migration 

during wound healing and how they are affected by laser biostimulation. 
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Supplementary 1 

 

 

Sup1. MTT data showing no differences in cell viability between control and 

LPT groups under 10%FBS. 
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3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A FTL é uma prática recente e existem na literatura diversos estudos in 

vitro e in vivo mostrando a sua eficácia no processo de reparo de feridas. No 

entanto, os mecanismos exatos através dos quais a FTL promove a 

bioestimulação tecidual ainda não estão completamente esclarecidos. 

 É de extrema importância compreender como a FTL atua nas diferentes 

células envolvidas no reparo tecidual, visto que lesões ulceradas de origem 

inflamatória/imunológica causam dor, desconforto e interferem na qualidade de 

vida do indivíduo. 

É primordial estabelecer os parâmetros de utilização do LBI para cada 

tipo celular, uma vez que diferentes células respondem de modo distinto a FTL. 

No presente estudo avaliamos o efeito da FTL em quratinócitos bucais. 

Este foi um dos primeiros estudos realizados neste modelo celular e os 

resultados obtidos nos permitem concluir que a FTL acelera o processo de 

reparo em queratinócitos bucais através da ativação de vias migratórias.  
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