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Resumo

Embora haja atualmente um extenso emprego de fontes de luz como LASERSs (Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation) e LEDs (Light Emitting Diodes) em diversas técnicas terapéuticas,
as bases cientificas de seus efeitos sobre sistemas bioldgicos ainda ¢ relativamente desconhecida pela
comunidade académica. Neste estudo ¢ apresentada uma breve revisdo sobre os efeitos da luz em
sistemas bioldgicos. O emprego de fontes de luz de baixa poténcia, como diodos emissores de luz-
LEDs, pode propiciar um recurso terapéutico opcional aos convencionais ou ser utilizado em conjunto
com estes, com a vantagem do baixo custo e comprovada eficiéncia no tratamento de tlceras e outras
enfermidades.
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Abstract

Although nowadays light sources such as LASERs (Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation) and LEDs (Light Emitting Diodes) are largely used in several therapeutic areas, the scientific
basis of their effects on biological systems still is relatively unknown by the academic community. In
this study, a brief revision about effects of light on biological systems is presented. Low power light
sources such as LEDs may be used as an alternative therapeutic method or be used associated to the
conventional methods, having the advantage of being a low cost method and of proven efficiency in the
treatment of ulcers and other diseases.
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Introducio

O estudo de fendmenos luminosos, da verdadeira
natureza da luz, ¢ o desenvolvimento de sua
aplicagdo ocorre desde a antiguidade. Estudos de
fenomenos elétricos e magnéticos e de sua natureza
também encontram registro desde o inicio da
histdria das civilizagdes. Até o final do século X VII,
inicio do século X VIII, preponderou o entendimento
estabelecido por Newton de que a luz era composta
por feixes de particulas. No inicio do século,
contudo, Young, ao fazer a luz incidir sobre fendas,
mostrou experimentalmente o surgimento de franjas
de interferéncia resultado que somente poderia ser
explicado caso a luz tivesse um comportamento
ondulatério. A relagdo entre fendmenos elétricos
e magnéticos (eletromagnetismo) e a luz ocorreu
somente em meados do século XVIII, com os
trabalhos de Michael Faraday, ao analisar os
efeitos de campos magnéticos fortes na direcdo
de polarizacdo de um feixe luminoso. As bases
matematicas e o entendimento da luz como um
fendmeno ondulatério se deu gracas aos trabalhos
de Maxwell (James Clerk Maxwell) no final do
mesmo século.

Os conceitos de particula e onda s6 fazem sentido
dentro do escopo da Fisica Classica (deterministica).
O trabalho de Planck, em 1900, ao introduzir
a nocdo de quantas de energia para explicar o
comportamento daradiacdo de um corpo negro levou
ao entendimento que a radiacao eletromagnética
poderia, em determinadas condi¢des experimentais,
Um
o efeito fotoelétrico, discutido

apresentar caracteristicas  corpusculares.

exemplo disto ¢é
por Einstein em 1905. De acordo com a teoria
corpuscular, a luz consiste de particulas ou quantas
com energia proporcional a freqliéncia v e energia
igual a E = Ahv, onde 4 ¢ a constante de Planck. De
1900 a 1930, com os trabalhos de Bohr, de Broglie
e Schrodinger, entre outros, foi introduzida a Fisica
Quantica, onde a no¢do onda/particula deixou de
ter sentido. No contexto da Fisica Quantica a luz
ndo ¢ particula nem onda, ndo tendo sentido, na
verdade, essa pergunta dado o carater probabilistico

dos entes quanticos. A natureza da matéria se
expressa em fenomenos ocorrendo em escala de
dimensdes atomicas de tal modo que, dependendo
da experiéncia, o objeto apresenta caracteristicas
de onda ou particula nogdes de Fisica classica que
sdo empregadas de modo a se ter uma nogao mais
intuitiva dos fenomenos observados.

O desenvolvimento da mecanica quantica
propiciou o da  espectroscopia
molecular com o emprego da luz para analise de

surgimento

estruturas em nivel molecular e a possibilidade de
sua utilizagdo para o estudo e analise de sistemas
biologicos complexos. O forte desenvolvimento
tecnoldgico, a partir de meados do século XX, com
o desenvolvimento de dispositivos como o LASER
em 1962, por exemplo, abriu possibilidades para a
aplicagdo da luz em varios campos do conhecimento
humano inclusive na medicina. As bases para
a compreensdo dos mecanismos moleculares
associados aos efeitos da luz sobre as células foram

estabelecidas, entretanto, somente na década de 80.

Atualmente uma série de técnicas empregando
propriedades da luz como, reflexdo, espalhamento,
interferéncia, coeréncia, entre outras, estdo sendo
amplamente utilizadas em diagndsticos biomédicos,
desenvolvimento de técnicas ndo invasivas e no
tratamento de enfermidades em varios ramos
da medicina, como dermatologia, oftalmologia,
urologia, oncologia entre outros. Uma excelente
revisdo sobre o tema pode ser encontrada no texto
Biomedical Photonics Handbook, editado por Tuan
Vo-Dinh, em 2003 (VO-DINH, 2003). No Brasil
varios grupos de pesquisa atuam neste campo e
verifica-se a incorporacdo de técnicas empregando
luz em uma série de tratamentos de rotina e
diagnostico em clinicas, laboratorios e hospitais. A
pesquisa neste campo, entretanto, ainda esta em seu
inicio.

Entre as possiveis aplicagdes da luz, seu
emprego no tratamento de Ulceras, com a utiliza¢ao
de LASERSs de baixa poténcia ou LEDs, ja encontra
varios registros na literatura e pode propiciar um
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recurso terapéutico opcional aos convencionais
ou ser utilizado em conjunto com estes, com a
vantagem do baixo custo e comprovada eficiéncia
(MARQUES, 2004), (CORAZZA, 2005). Neste
trabalho ¢é apresentada uma revisao sobre os efeitos
da luz em sistemas biologicos.

Luz em sistemas biologicos

Efeitos da luz sobre sistemas bioldgicos sdo
conhecidos ha bastante tempo. De acordo com o
trabalho de T. Karu (1987), existem registros sobre
os efeitos da radiagdo eletromagnética, em varios
comprimentos de onda na regido do visivel (400nm
a 700nm), sobre organismos ¢ células ja na metade
final do século 19 (GORBACHEWICH, 1882;
SCHNETZLER, 1874; FUBINI, 1879; PONZA,
1876). Ainda de acordo com a mesma autora, na
década de 20 e 30 varios estudos sobre os efeitos
da luz com comprimentos de onda nos extremos
do espectro visivel (vermelho e azul) sobre varios
processos bioquimicos foram obtidos (VERDONK,
1937; POLIAKOV; MARGOLIN; FEDDER, 1935;
KUSTNER, 1931). Foi no inicio da década de 60
porém, com a producdo do primeiro dispositivo
com amplificagcdo da luz por emissdo estimulada de
radiagdo, 0 LASER derubi, por Theodore H. Maiman
(MAIMANN, 1960) e principalmente a fabricagdo
do primeiro LASER de Hélio — Neonio (He-Ne),
por Javan, Bennet e Herriot (1961), que a aplicagao
da luz em varias areas do conhecimento humano (e
em especial na medicina) ganhou intensidade.

A invencao do LASER tornou possivel obter luz
com grande poténcia e em comprimentos de onda
bem definidos (monocromaticidade). Isto facilitou
sua aplicagdo em varios campos do conhecimento e a
determinagdo dos efeitos biologicos da radiacdo em
regides muito especificas de comprimentos de onda
(ou energia ou freqiiéncia) do espectro de radiagdo
eletromagnético. No inicio da década de 70, Mester
e colaboradores (Mester et al, 1971; Mester et al,
1972), em Budapeste, Hungria, desenvolveram
um trabalho pioneiro na aplicacdo de LASERs de

rubi in vitro e in vivo em tUlceras cronicas obtendo
resultados efetivos no processo de cicatrizagao. O
LASER de He-Ne, com emissdo em 632,8 nm, foi
o primeiro LASER disponivel comercialmente, o
que levou ao forte desenvolvimento do estudo dos
efeitos da luz com este comprimento de onda (cor
vermelha) em aplicagdes médicas.

No final da década de 60, inicio da década de
70, surgiram os primeiros LASERs de materiais
semicondutores, abrindo possibilidades ao emprego
de LASERSs relativamente baratos, de facil manuseio
e ao desenvolvimento de terapia com LASERs de
baixa poténcia no que ¢ conhecido atualmente pela
sigla — LLLT (low level laser therapy ou low power
laser therapy). Os primeiros lasers semicondutores
eram fabricados com GaAs (arsencto de galio)
ou ligas mais sofisticadas deste material como
AlGaAs geralmente com emissdo na regido do
infravermelho (780 nm a 904 nm). Atualmente,
gracas aos avangos nesta area, estruturas compostas
por diferentes materiais semicondutores como
InGaAsP, AlGalnAs, GaN, AlGaN etc. permitem
a construcdo de LASERs de semicondutores com
emissao em todo o espectro visivel (SCHUBERT,
2006).

A grande profusdo de trabalhos, com o emprego
de parametros pouco sistematizados [relacionados
ao comprimento de onda, a largura espectral,
a intensidade, as condigoes dos pacientes, as
condi¢des da amostra/objeto de estudo etc.], levou a
contradi¢cdes nos resultados (KARU, 1987) e a um
grande ceticismo por parte da comunidade cientifica
(fisicos, bidlogos, quimicos) e comunidade médica
sobre a aplicagdo pratica da luz. Além disso, até
0 inicio da década de 80, desconheciam-se os
mecanismos de agdo da radiacdo eletromagnética
em nivel molecular e celular (KARU, 1987; KARU,
2003).

T. Karu, em uma série de trabalhos cientificos
realizados ao longo da década de 80 (KARU et al.,
1982a; KARU et al., 1983c; KARU et al., 1983a)
estabeleceu as bases para a compreensdo dos
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mecanismos moleculares associados aos efeitos da
luz sobre as células. Sabe-se atualmente que existe
um mecanismo foto-bioldgico universal da agao da
luz na cadeia respiratoria de células eucarioticas
e procarioticas com enzimas terminais da cadeia
respiratoria, na mitocondria, atuando como foto-
aceitadores (KARU; KOLYAKOV, 2005). As
respostas celulares surgem em reagdes primarias na
cadeia respiratoria e secundarias no citoplasma e no
nucleo das células. Outro resultado de T. Karu foi a
evidéncia de que aresposta celular a fotoestimulacao
ndo esta associada a propriedades especificas da luz
LASER, como a coeréncia. Isto abriu espago para o
trabalho com fontes emissoras de luz ndo coerentes
como os diodos emissores de luz — LEDs. Estes
dispositivos sdo mais baratos, de maior facilidade
de manuseio, e operam com correntes elétricas
relativamente baixas em comparacdo aos LASERs
(SCHUBERT, 2006).

LASERs podem ser fabricados com diferentes
tipos de meios ativos (onde ocorrem os processos de
geragdo da luz) como materiais so6lidos como rubi,
Nd:YAG, semicondutores etc. ou gasosos como CO,
, Ar, He-Ne etc. ou liquidos como corantes. No caso
de meio ativo composto de materiais semicondutores
ambos, um LED ou um LASER, sdo estruturas que
podem ser caracterizadas como diodos emissores
de luz. O LASER, entretanto apresenta sofisticacao
estrutural com a presenga de uma cavidade Optica
ressonante. Isto €, a luz, que ¢ gerada pela passagem
de corrente elétrica no dispositivo ¢ emitida de
forma estimulada e apresenta caracteristicas como
a coeréncia: a radiagdo eletromagnética oriunda da
recombinacao de cargas elétricas dentro do material
¢ emitida com a mesma diferenga de fase e com a
mesma orientacdo. Isto permite grande concentragao
do feixe de luz (colimag@o) ao longo de uma dire¢do
e a emissdo em um comprimento de onda muito
especifico. T. Karu observou, entretanto, que esta
propriedade de coeréncia ¢ perdida na interagao
da luz com o tecido biologico, ndo sendo, portanto
uma condicdo essencial para o processo de foto
estimulagdo (KARU, 1987).

O emprego de LEDs e/ou LASERs de baixa
poténcia com finalidades terapéuticas vem sendo
muito ampliado ao longo dos ultimos anos com
farta literatura disponivel em sites (MEDICAL
COLLEGE OF WINSCONSIN, 2008; NASA,
2008) e em diversas revistas cientificas®. A foto
estimulagdo causada pela irradiagdo por LEDs ou
LASERs de baixa poténcia apresenta uma série
de resultados tais como o aumento da taxa de
proliferagdo de células (KARU, 1987), o aumento
da taxa de producao de fibroblastos e da sintese
de colagenos (TAKAHASHI, 1992; VINCK et al.,
2003), aumento da taxa de sintese de RNA e DNA
(KARU, 1987; KARU; KOLYAKOY, 2005), sintese
de ATP (YU et al, 1997), aumento da vascularizagao
(CONLAN; RAPLEY; COBB, 1996), variagdes na
conducdo nervosa (VINCK et al., 2005), etc.

A aplicagdo do LED como recurso terapéutico
vem se ampliando na ultima década. Estudos
desenvolvidos pela NASA (National Aero Space
Agency) nos Estados Unidos demonstraram fortes
evidéncias de que a eficiéncia dos LEDs em
processos de foto estimulacao celular ¢ semelhante
a dos LASERs de baixa poténcia — terapia LLLT
(VINCK et al., 2003). Testes clinicos com aplicacao
de LEDs em cicatrizagdo de ulceras em seres
humanos ja foram liberados pela FDA (Food Drug
Administration) norte americana (WHELAN et
al., 2001). Trabalhos recentes desenvolvidos no
Brasil demonstram a eficiéncia deste recurso para o
tratamento de diversos tipos de illceras (MARQUES,
2004), (CORAZZA, 2005).

Reacdes fotobiologicas

A reagdo fotobiologica a aplicacdo da luz em
determinados comprimentos de onda ¢ fornecida
por um espectro de agdo. Um espectro de agdo ¢ um
grafico de fotoresposta, por exemplo, entre outros,
da taxa de sintese de DNA ou RNA em células HeLa
ou o crescimento de Escheria Coli em funcao do

8 Photomedicine and Laser Surgery, Lasers in Medical Science,
Photochemical Photobiology.
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comprimentodeondal, dafreqiiénciav, oudaenergia
hv. As reagodes fotobiologicas se devem a absorgao
por uma molécula fotoaceitadora da energia da luz
incidente. Um espectro de acdo deve ser, portanto,
idealmente similar ao espectro de absorg¢do da
molécula que absorve a luz. Os primeiros espectros
de agdo foram obtidos em meados da década de 80,
por T. Karu e diversos colaboradores, em uma série
de trabalhos sobre a sintese de DNA e RNA (KARU
et al., 1983a; KARU et al., 1983b), crescimento de
Escheria Coli (KARU et al., 1983c; KARU et al.,
1984) e sintese de proteina por “yeasts” (KARU,
1984) com aplicacao da luz na regido do visivel.

Na Figura 1 apresentamos trés espectros de acao
considerando a taxas de sintese de DNA (A), a taxa
de sintese de RNA (), a % de adesdo de células
HeLa na fase exponencial (m) ¢ um espectro de
absorcdo de monocamadas de células de HelLa (=)
secas a ar na regido de comprimentos de onda do
vermelho ao infravermelho proximo (550 nm a 900
nm). Esta figura ¢ readaptada de figura publicada
na literatura por T. Karu [Figura 48.4 — Handbook].
As células HeLa caracterizam-se por um grupo de
células cancerosas doadas involuntariamente por
Henrietta Lacks (1920-1951). Henrietta Lacks era
portadora de um cancer de colo uterino que produzia
metastases anormalmente rapidas. Apos sua morte,
estas células continuaram a ser cultivadas em
laboratoérios e auxiliam em vérias pesquisas como
vacinas para a poliomielite, cancer, AIDS, efeitos da
radiagdo e mapeamento genético.

Um primeiro dado importante a observar ¢ que
as posicdes dos picos dos espectros de agdo sdo
praticamente as mesmas respeitando-se os limites
do erro experimental. Isto é muito interessante
uma vez que os processos analisados ocorrem em
diferentes regides da célula, no nticleo ¢ membrana
plasmatica. Portanto ¢ possivel concluir que o
fotoaceitador primario seja o mesmo. Uma outra
conclusao é que devem existir diferentes caminhos
de sinalizagdo (signaling pathways) dentro da
célula entre o fotoaceitador, o nicleo e a membrana
celular. Acredita-se atualmente que existe um

mecanismo universal fotobiologico da agdo da luz
sobre a cadeia respiratoria em células eucarioticas
e procaridticas. Os fotoaceitadores sdo enzimas
terminais da cadeia respiratoria: a citocroma c
oxidase e o citocroma bd em células procarioticas
de Escheria Coli, no caso da radiagdo na regido do
vermelho ao infravermelho préximo NIR (Near
Infra Red). Na regido do azul ao violeta outros
fotoaceitadores como flavoproteinas em outras
etapas da cadeia respiratoria foram identificados.
Diferencgas entre os espectros na regido de 750 nm
sdo provavelmente devidas ao espalhamento de luz
e inomogeneidades dos tecidos em multicamadas
(KARU, 2005). E que
condi¢des experimentais podem interferir no estado

importante salientar
de oxidacao/reducao do citocroma c oxidase que s6
¢ um fotoaceitador primario quando esta em forma
intermediaria (parcialmente reduzido, por exemplo)
(KARU, 2003).

Os mecanismos de agdo da luz apods a absor¢ao
se caracterizam em primarios e secundarios. Os
mecanismos primarios ainda nao foram bem
estabelecidos com uma série de hipdteses associadas
a geragdo de oxigénio singlete 'O, (KARU, 1989),
alteracao das propriedades do estado excitado redox
dos centros Cu, ¢ Cu, ou heme a ¢ heme a, (KARU,
1988), presenga de 6xido nitrico (NO) (BROWN,
1999), aquecimento local transiente (KARU et al.,
1991) ouaumento da produgao da anions superoxidos
(KARU; ANDREICHUK; RUABYKH, 1993). De
acordo com Karu (2003) os diferentes mecanismos
podem levar a resultados similares estimulando
o estado redox da mitocondria na direcdo de
maior oxidagdo. Discute-se ainda, contudo, quais
mecanismos sdo decisivos em uma dada situagio,
pois fatores como a dose de luz e a intensidade
usada podem favorecer a predominancia de um ou
outro (KARU, 2003). Os mecanismos secundarios
sdo os responsaveis pela conexdo entre a resposta
a acdo da luz pelos fotoaceitadores localizados na
mitocondria ¢ os mecanismos de sintese de DNA
e RNA localizados no nucleo ou outros fendmenos
em outros componentes da célula, como por
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exemplo, a adesdo da membrana. Existem diferentes
processos de regulac@o associados ao controle dos
fotoaceitadores sobre o nivel de ATP intracelular,
fatores de transcri¢do celular sensiveis ao estado
redox ou cascatas homeostaticas de sinalizacao
celular do citoplasma através da membrana da célula
para o nucleo (KARU, 2003). Estes mecanismos
apresentam dependéncia de varios pardmetros
como a dose de irradiagdo, o comprimento de
onda, o modo de operacdo da excitagdo luminosa
(pulsado/continuo) e a intensidade de excitagdo. Foi

observado que o estado geral redox da célulae seu pH
no momento da irradiacdo podem levar a respostas
mais fortes ou mais fracas das células irradiadas,
isto €, a resposta a excitacdo, principalmente a de
baixa poténcia, depende das condic¢des iniciais da
célula. Como estas condigoes dependem de uma
série de fatores e variam de individuo para individuo
aresposta aos efeitos da irradiagdo ainda necessitam
de uma analise mais sistematica principalmente para
estabelecer correlagdes quantitativas.

—A— DNA T T T
—8— RNA
—m— Adesao

Absorbancia /\ AAA

Variacéo relativa (u.a.)

1 1 1
550 600 650 700

1 1 1
750 800 850 900

Comprimento de onda (nm)

Figura 1. Taxas de sintese de DNA (A), RNA (e) ¢ % de adesdo de células na fase exponencial (m) de células
HeLa e um espectro de absor¢do de monocamadas de células de HeLa (—) secas a ar na regido de comprimentos
de onda do vermelho ao infravermelho proximo (550 nm a 900 nm) readaptada da figura publicada na literatura
por T. Karu [Figura 48.4 — Handbook]. As unidades sdo dadas em DNA — H* DMPx10° / 4x10° células, RNA — C*

DMPx10° / 2,5x10° células, taxa de adesdo —
no comprimento de onda de 550 nm.

% e absorbancia —

%. Os graficos estdo normalizados pelo valor obtido
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Conclusoes

A compreensdo sobre os efeitos da luz em
sistemas bioldgicos, em especial a luz com baixa
intensidade, encontra-se ainda em fase inicial, mas
ja existe vasta bibliografia mostrando ser este um
recurso terapéutico com resultados interessantes em
varios ramos da medicina. Esperamos que este breve
resumo possa contribuir para despertar o interesse
de pesquisadores de diferentes areas no emprego
da luz como uma alternativa terapéutica opcional
as convencionais, ou em conjunto com estas, no
tratamento de enfermidades.
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