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RESUMO  

  

A mucosite oral (MO) é a reação adversa mais comum da terapia radioinduzida 

na região de cabeça e pescoço. A Associação Multinacional de Cuidados de Suporte 

em Câncer e a Sociedade Internacional de Oncologia Oral (MASCC/ISOO) 

recomendam a terapia de fotobiomodulação tanto de forma preventiva, quanto no 

tratamento de todos os pacientes submetidos a radioterapia em região de cabeça e 

pescoço, associada ou não à quimioterapia. A fotobiomodulação provou reduzir a 

inflamação e a dor e, aumentar o reparo tecidual. Apesar de recomendado, os efeitos 

celulares e moleculares da fotobiomodulação ainda são pouco descritos. Diante disso, 

para melhor compreender a atuação do laser na MO, o presente trabalho foi proposto 

para avaliar o efeito da fotobiomodulação com os diferentes parâmetros do laser de 

baixa potência na migração, proliferação e expressão gênica. Para tanto, utilizou-se 

um modelo in vitro de mucosite oral, tratado com três estímulos: radiação ionizante, 

lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli e extrato de Porphyromonas gingivalis 

(Pg). O trabalho foi dividido em 2 estudos, apresentados na forma de manuscritos. O 

primeiro teve como objetivo definir, por meio do ensaio de citotoxicidade (MTT [3-(4,5-

dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]), a potência do laser que 

melhor atuou na viabilidade celular de fibroblastos, no modelo in vitro de mucosite 

oral. A fotobiomodulação foi realizada em quatro sessões de 6 horas de intervalo, com 

660 nm de comprimento de onda. Após 24h da última sessão de fotobiomodulação, 

os grupos tratados com 30 mW mantiveram a viabilidade celular, quando selecionadas 

as densidades de energia de 2, 4 e 5 J/cm2. Nos grupos tratados com 40 mW, a 

viabilidade celular foi reduzida nas densidades de energia de 2, 3 e 5 J/cm2, com 

diferença estatisticamente significante para 5 J/cm2 (p<0.001). Com base nesses 

resultados, o segundo trabalho utilizou a potência de 30mW, alterando as densidades 

de energia, para avaliar o tempo de fechamento de ferida, morfologia celular e 

expressão de α-SMA por imunofluorescência, e expressão gênica por meio de RT q-

PCR.  As análises foram realizadas 24h após a aplicação dos estímulos. Os 

fibroblastos tratados com as densidades de energia de 3 e 4 J/cm2, e os queratinócitos 

tratados com 5 J/cm2, mostraram melhores respostas na migração e proliferação 

celular (p<0.05). A maior expressão de α-SMA em fibroblastos foi observada com 3 

J/cm2. Os grupos de 3 e 5 J/cm2 apresentaram um aumento estatisticamente 
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significante na expressão de AKT e MTOR, e o de 5 J/cm2 na expressão de PTEN nos 

queratinócitos (p<0.01). Nos fibroblastos, a expressão de PTEN aumentou com 4 

J/cm2 (p<0.0001). Na análise das citocinas inflamatórias, os fibroblastos não 

apresentaram diferença significativa, enquanto nos queratinócitos, foi observado 

aumento na expressão de TNF-α, IL-1β, e NF-κB nos grupos 3 e 5 J/сm2 (p<0.001). 

Concluindo, o estudo mostrou que a fotobiomodulação, utilizando 660 nm de 

comprimento de onda e 30 mW de potência, foi efetiva para estimular a migração e a 

proliferação celular, acelerando o reparo tecidual em modelo in vitro de mucosite oral 

radioinduzida. Como observado, diferentes densidades de energia apresentam 

diferentes respostas, assim, entender o efeito de cada parâmetro do laser é 

fundamental para melhores estratégias de tratamento. A fotobiomodulação é 

considerada uma terapia promissora pela capacidade de modular vias envolvidas no 

reparo, como a via PI3K-PTEN-AKT-mTOR. 

 

Palavras-chave: Mucosite oral; Modelo in vitro; Citocinas pró-inflamatórias; Laser de 

baixa potência; Fotobiomodulação.  
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ABSTRACT  

  

Oral mucositis (OM) considered the main adverse effect of radio-induced 

treatment in head and neck cancer. The Multinational Association for Supportive care 

in Cancer/International Society for Oral Oncology (MASCC/ISOO) guidelines 

recommend photobiomodulation therapy in the mucositis prevention and treatment of 

patients undergoing head and neck radiotherapy, associated or not with 

chemotherapy. Photobiomodulation therapy (PBMT) has proven to increase wound 

healing and reduce inflammation and pain. However, despite recommended, the 

effects of photobiomodulation therapy in cellular level is still being described. All things 

considered, to better understand the effects of low-level laser in prevention and 

treatment of oral mucositis, the aim of this study was to analyze the effects of different 

parameters of PBMT on migration, proliferation and gene expression using an in vitro 

oral mucositis model treated with three stimuli: ionizing radiation, lipopolysaccharide 

(LPS) of Escherichia coli and total extract of the bacterium Porphyromonas gingivalis 

(Pg). This work was divided in 2 studies, presented in manuscript format. The first one 

aimed to analyzed cell viability effects by cytotoxicity assay (MTT [3-(4,5-dimethyl- 

thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]), of different laser power in a cultured 

cell line of human gingival fibroblasts, after oral mucositis model stimuli. 

Photobiomodulation therapy was delivered in four sessions with 6h interval. It was 

shown that regarding wavelength of 660 nm, after 24 h from the last laser irradiation 

session, the groups outputted in 30 mW of power maintained the cell viability while 

operating with 2, 4, and 5 J/cm2. The groups treated with a higher power (40 mW), cell 

viability was reduced using 2, 3, and 5 J/cm2 doses, with statistical significance for 5 

J/cm2 (p < 0.001). Delivering 2, 4, and 5 J/cm2 of density of energy with 30 mW and 

more time of exposure presented better results on cell viability compared to the same 

density of energy with output power of 40 mW. The second study analyzed the power 

of 30mW with different energy densities in wound closure by scratch assay, 

morphology and α-SMA expression by immunofluorescence and, gene expression by 

RT-qPCR. Assays were performed 24h after oral mucositis stimuli. Fibroblasts treated 

with densities of energy of 3 and 4 J/сm2, and keratinocytes with 5 J/сm2 showed better 

response in proliferation and migration (p<0.05). The greater expression of α-SMA was 

observed when 3 J/сm2 were selected. Densities of 3 and 5 J/сm2 have presented a 
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significant increase in the expression of AKT e MTOR, and 5 J/cm2 of PTEN in 

keratinocytes (p<0.01). In fibroblasts, the expression tended to enhance when com 4 

J/cm2 was applied (p<0.0001). For the inflammatory cytokines, fibroblasts did not 

present differences in inflammatory cytokine expression, while in keratinocytes, groups 

3 and 5 J/сm2 showed significantly higher expression of TNF-α, IL1β, and NFκB 

(p<0.001). In conclusion, the present study showed that delivering 660 nm, 30 mW 

were effective stimulating cell migration, proliferation and accelerating wound healing. 

It is considered a promising therapy since PBMT can modulate pathways involving in 

wound repair. However, different energy densities presented distinct responses, 

understanding the effect of each laser parameter is fundamental to improve treatment 

strategies. 

  

Key words: Oral mucositis; In vitro model; Proinflammatory cytokines; Low level laser; 

Photobiomodulation.  
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1. INTRODUÇÃO  

 

A mucosite oral (MO) é uma complicação que acomete cerca de 95% dos 

pacientes com câncer de cabeça e pescoço submetidos a radioterapia e quimioterapia 

(Sonis, 2011; Daugelaite et al. 2019; Pulito et al. 2020). Ela surge em forma de lesões 

na mucosa não queratinizada da cavidade oral e orofaringe, com características 

eritematosas que podem progredir para a formação de úlceras e de 

pseudomembranas (Sonis, 2011; Villa and Sonis, 2015). Apresentam ainda 

sintomatologia dolorosa, podendo levar à interrupção da dieta por via oral, além do 

aumento na necessidade de acompanhamento médico (Sonis, 2011; Daugelaite et al. 

2019; Elad et al. 2022). 

Diversas terapias se mostraram ineficazes devido ao pouco conhecimento 

acerca da patobiologia da MO (Hong et al., 2019; Peterson, Srivastava and Lalla, 

2015). Sabe-se que terapias antineoplásicas tem seus efeitos citotóxicos guiados por 

diferentes mecanismos que envolvem o comprometimento da replicação do DNA e do 

ciclo celular, danos ao DNA e morte da célula. No entanto, os eventos celulares 

específicos ainda são pouco caracterizados (Dasari and Tchounwou, 2014). 

Evidências sugerem ainda uma interação entre o microbioma da região 

gastrointestinal e a MO, sendo a suscetibilidade ao desenvolvimento da mucosite oral 

modulada por micro-organismos comensais residentes da mucosa (Pedroso et al., 

2015). Com isso, uma disbiose, resultante do tratamento antineoplásico, possui o 

potencial de modificar as respostas celulares associadas à severidade das lesões de 

MO, por promover um maior prejuízo ao tecido (Hong et al., 2019).  

Tendo em vista o grau de acometimento desse paciente, faz-se necessário 

identificar estratégias de tratamento e prevenção da MO, de forma seletiva e eficaz. 

Para um melhor conhecimento do processo de evolução e reparo da doença, novas 

estratégias de estudo devem ser propostas. O entendimento da mucosite e seus 

estágios devem ser explorados em diferentes áreas de pesquisa, partindo da pesquisa 

básica, com estudo a nível molecular e celular dos efeitos das terapias propostas 

como alternativas ao tratamento da MO. 

O estudo in vitro tem o potencial de contribuir na investigação individualizada 

dos mecanismos envolvidos no reparo tecidual, como forma de acelerar o processo. 
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Além disso, é possível identificar diferentes alvos terapêuticos envolvidos no reparo, 

e selecionar a terapia com o potencial esperado (Brown and Gupta, 2020; Lalla et al. 

2019; Tra et al., 2013; Lambros et al., 2015).  

Atualmente, algumas terapias estão sendo testadas e aplicadas no tratamento 

da MO. A fotobiomodulação, com o uso do laser de baixa potência, tem despertado 

muito interesse da comunidade científica, principalmente pelos seus efeitos 

analgésico, anti-inflamatório e no processo de reparo tecidual. Com isso, a sugestão 

de se desenvolver estudos que busquem explicar o impacto celular da aplicação do 

laser, entendendo as modulações das vias de sinalização, é evidentemente aceita e 

difundida. 

O laser de baixa potência pode ser ajustado em diferentes parâmetros, como 

comprimento de onda, densidade de energia e potência (de Castro et al., 2005), e a 

alteração deles desencadeia diferentes respostas celulares. Por isso, é importante 

identificar e selecionar parâmetros com maior compatibilidade com as células-alvo da 

terapia, para que se obtenha o melhor desempenho da fotobiomodulação (Marques 

et al. 2016, AlGhamdi et al. 2021). 

Na literatura, não existe consenso e padronização em relação aos protocolos 

de uso do laser de baixa potência, considerando os parâmetros de emissão de energia 

dos diferentes aparelhos. Nesse contexto, comparar diferentes parâmetros e 

protocolos, individualizando as respostas e reconhecendo moléculas-alvo, pode ser 

uma forma de padronizar e replicar os tratamentos realizados com o laser de baixa 

potência. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

  

2.1 A MUCOSITE ORAL 

 

A mucosite oral (MO), inicialmente identificada como uma estomatite, é a 

reação adversa mais comum da terapia radio-induzida na região de cabeça e pescoço 

(Sonis, 2011; Daugelaite et al. 2019; Pulito et al. 2020). Observa-se essa complicação 

em 95% dos pacientes com câncer oral ou de orofaringe, passando por tratamento 

antineoplásico com radioterapia, quimioterapia, ou a associação de ambos (Sonis, 

2011; Villa and Sonis, 2015). A MO é caracterizada por lesões que, em sua fase inicial, 

apresentam características eritematosas, progredindo para úlceras na região da 

mucosa oral e da orofaringe, com a formação de pseudomembranas (Sonis, 2011; 

Daugelaite et al. 2019; Elad et al. 2022). 

O acúmulo da dose de radiação é o principal responsável pelo desenvolvimento 

clínico da MO, que, associada aos quimioterápicos, pode potencializar a progressão 

da lesão. Os pacientes que apresentam MO em estágios mais avançados, não 

costumam tolerar dieta por via oral e necessitam de assistência médica durante o 

tratamento do câncer. Além disso, estágios avançados da mucosite oral também são 

responsáveis por reduzir a adesão dos pacientes às terapias antineoplásicas ideais, 

levando a interrupção do tratamento oncológico e aumentando o risco de infecções 

oportunistas. (Elad et al. 2022; Sonis, 2011; Daugelaite et al. 2019).  

Além da dor, as complicações da MO podem causar disfagia, alteração de 

paladar, perda de peso e infecções secundárias. Essas complicações, além de 

comprometerem o tratamento, ainda reduzem de forma significativa a qualidade de 

vida dos pacientes (Elad et al. 2022; Sonis, 2011; Daugelaite et al. 2019). 

A radioterapia é dosada em sessões diárias, dessa forma, o tempo total do 

tratamento será guiado pela quantidade da dose final que deverá ser entregue. Na 

cavidade oral, é possível notar, a partir da conclusão da primeira semana de 

tratamento, os primeiros sinais e sintomas da MO. A mucosa se apresenta eritematosa 

e o paciente relata sensação de queimação. Já ao final da segunda semana, observa-

se a formação de úlceras e o aumento do desconforto oral. Nessa fase, costuma ser 

necessário aumentar as doses de analgésicos. A partir da terceira semana, com a 

dose de radiação acumulada, as úlceras se espalham pela cavidade oral, se tornando 
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mais confluentes. É possível identificar essas lesões na região da mucosa jugal, 

lábios, ventre e lateral da língua, palato mole e assoalho oral (Sonis, 2011; Villa and 

Sonis, 2015; Elad et al. 2022). 

As lesões normalmente persistem por 2 a 4 semanas após o final do tratamento 

com radioterapia. Comumente, em casos de maior gravidade, acontecem atrasos no 

tratamento antineoplásico, com redução nas doses de quimioterápicos ou pausas na 

radioterapia (Sonis, 2011; Villa and Sonis, 2015; Pulito et al. 2020; Elad et al. 2022) 

A MO tem sua progressão dividida em 5 fases, sendo elas a iniciação, 

sinalização, amplificação, ulceração e reparo (Figura 1).  

 

Na fase de iniciação, os tratamentos antineoplásicos de quimioterapia e/ou 

radioterapia induzem uma lesão tecidual. Essa lesão do tecido promove lesão no 

acido desoxirribonucleico (DNA), levando à morte da camada basal de células 

epiteliais e à produção de espécies reativas de oxigênio (ROS). A quebra das 

moléculas de DNA ativa a via de apoptose regulada pelo p53 e estimula o aumento 

da caspase 3. As células mortas liberam padrões moleculares associados a danos 

(DAMPs), que são moléculas reconhecidas pela imunidade inata (Sonis, 2004).  

Figura 1. Ilustração da fisiopatologia da mucosite. O processo é dividido em cinco fases 

sobrepostas: iniciação, sinalização, amplificação, ulceração e reparo. Imagem feita com 

BioRender online. 
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Na fase da sinalização, as ROS vão ativar a transcrição do fator nuclear kappa 

B (NF-kB), responsável pela expressão de mais de 200 genes. Esses estão 

associados à produção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-12 IL-6, IL-1β), 

fatores de crescimento endotelial e ciclooxigenases, gerando uma lesão na fibrina do 

tecido conjuntivo, o que resulta em alterações ao tecido e apoptose da camada basal 

do epitélio. O tratamento antineoplásico também altera os fibroblastos, que por sua 

vez, levam à expressão da proteína ativadora 1 (AP1) e secreção de 

metaloproneinases (MMP-1 e MMP-3) que degradam a matriz de colágeno e 

desagregam a membrana basal epitelial (Sonis, 2011; Villa and Sonis, 2015; Pulito et 

al. 2020; Brown and Gupta, 2020; Lalla et al. 2019). 

Na fase de amplificação, ocorre um aumento do sinal por meio de um ciclo de 

feedback positivo. Citocinas ativam mais NF-κB, e NF-κB ativam mais citocinas, com 

consequente agressão tecidual e morte celular. O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-

α) liberado, inicia a ativação de proteino-quinases ativadas por mitógenos (MAPKs), 

sustentando a atividade de NF-κB. A MAPK ativa a caspase 3 e induz morte celular. 

O TNF-α aumenta o sinal pró-apoptótico e modula a atividade de MMP-1 e MMP-3. 

Os queratinócitos alterados liberam TGF- β1, responsável por inibir o ciclo celular, 

recrutar leucócitos e manter a atividade de NF-κB. (Sonis, 2011; Villa and Sonis, 2015; 

Pulito et al. 2020) 

A fase da ulceração é caracterizada por um infiltrado de macrófago, neutrófilos 

e mastócitos, além da colonização de bactérias gram-positivas e gram-negativas. A 

ruptura da mucosa permite a invasão e colonização de microorganismos, levando à 

infiltração de células envolvidas no processo inflamatório. Isso promove a liberação 

de citocinas inflamatórias e mediadores de apoptose, aumentando a lesão tecidual 

(Sonis, 2011; Villa and Sonis, 2015; Pulito et al. 2020; Brown and Gupta, 2020; Lalla 

et al. 2019). 

O processo de reparo é ativado com a sinalização pelas proteínas da matriz 

extracelular, que promove a migração das células das margens da lesão. Além disso, 

a matriz extracelular promove a proliferação e diferenciação do epitélio. Normalmente 

a reepitelização se completa dentro das 4 semanas que sucedem a conclusão da 

radioterapia (Sonis, 2011; Villa and Sonis, 2015; Pulito et al. 2020; Brown and Gupta, 

2020; Lalla et al. 2019). 
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2.2 O REPARO TECIDUAL   

 

O processo envolvido no reparo tecidual é uma resposta celular e molecular 

do organismo, a uma lesão que promove quebra na barreira da epiderme, levando 

as células próximas a ativarem vias do reparo, recrutando outras células com o 

objetivo de devolver a integridade do tecido (Cialdai et al., 2022; Piipponen et al., 

2020). 

O reparo tecidual ocorre em quatro fases: homeostase, inflamação, 

proliferação e remodelação (Figura 2). O objetivo da primeira fase é cessar a perda 

de sangue, resultando em vasoconstrição local e formação de coágulos, auxiliando 

na migração celular. As células secretam ainda citocinas e fatores de crescimento, 

e recrutam outras células para agregar a área da lesão.  

Iniciando a fase inflamatória, macrófagos presentes no local secretam 

citocinas inflamatórias, como TNF-α e interleucina 6 (IL6) e as moléculas atraem 

fibroblastos e células do sistema imune. Essa fase pode durar até 7 dias, 

proporcionando uma grande migração e proliferação celular. A fase de proliferação 

é caracterizada pela mitose e migração celular, resultando na formação de um tecido 

conjuntivo fibroso. Ocorre pela produção de colágeno, angiogênese, formação de 

tecido de granulação e reepitelização, podendo durar de 2 a 4 semanas, sendo 

essencial a função dos miofibroblastos nesse processo (Mokoena et al., 2018). 
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No reparo por segunda intenção, a formação de tecido de granulação é de 

extrema importância, assim como a contração da ferida. O processo de contração 

de ferida se caracteriza pela diferenciação dos fibroblastos em miofibroblastos 

(Keshri et al., 2016). As células resultantes são de fenótipo híbrido, com 

características de fibroblastos e de células do músculo liso. Sua função no reparo é 

estabelecida pela produção de matriz extracelular e pelo aumento na contração do 

tecido e formação de fibrose (Keshri et al., 2016; Mokoena et al., 2020). A expressão 

de actina alfa de músculo liso (-SMA) no citoplasma das células, sugere a presença 

de miofibroblastos e pode ser avaliada por imunofluorescência (Mokoena et al., 

2020). 

Durante o processo de reparo, uma rede de vias de sinalização é ativada em 

resposta à lesão tecidual, com o objetivo de regular as funções celulares. A via PI3K-

PTEN-AKT-mTOR tem sido alvo de diferentes estudos e terapias, tendo em vista 

sua atuação em processos envolvidos no reparo, como metabolismo das células, 

proliferação e migração celular, sobrevivência, transcrição e síntese de proteínas 

(Simoncini et al., 2000; Castilho et al., 2013 Pellicioli et al., 2014; Squarize et al., 

2010).  

A ativação dessa via é caracterizada por um aumento na expressão de 

serina/treonina quinase B (AKT), também conhecida como proteína quinase B ou 

PKB. A AKT faz parte da via e, quando ativada, controla diversas funções celulares, 

Figura 2. Ilustração das fases do reparo tecidual, retirado de Trinh et al., 2022 
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principalmente as que envolvem crescimento e metabolismo celular (Alessi et al., 

1996; Castilho et al., 2013). Pankow et al., encontraram uma super expressão de 

AKT, durante o reparo tecidual, em células que estavam próximas às margens da 

ferida, sugerindo uma maior ativação de migração e proliferação na região. Além 

disso, a via PI3K-PTEN-AKT-mTOR interage com outras vias que participam da fase 

inflamatória do reparo, como a via NF-κB, ativada por meio de AKT (Pankow et al., 

2006).  A modulação dessas vias influencia diretamente a resposta celular no 

controle da homeostasia e reparo do tecido (Castilho et al., 2013; Squarize et al., 

2010). 

Outra proteína quinase serina/treonina relacionada à PI3K é o alvo da 

rapamicina em mamíferos (mTOR), responsável por controlar o crescimento, 

proliferação e migração celular. (Zhou, Luo and Huang, 2010). O mTOR controla a 

síntese de proteínas que, posteriormente, influenciarão na diferenciação e 

sobrevivência das células. Quando ativados, AKT e mTOR atuam de maneira 

significativa na angiogênese e síntese de colágeno (Jere et al., 2019). 

A regulação de AKT ocorre principalmente por antagonistas da sinalização de 

PI3K, sendo o gene supressor tumoral homólogo da fosfatase tensina (PTEN), o 

mais conhecido e estudado (Cantley and Neel, 1999). Portanto, a inibição de PTEN 

ocasionará em um aumento na expressão de PI3K e subsequente sinalização da 

via. Com isso, nota-se um aumento na expressão de AKT e mTOR, podendo levar 

a alterações fenotípicas características da carcinogênese (Vidotto et al., 2020). 

 

2.3 TERAPIAS ASSOCIADAS À MUCOSITE ORAL  

 

Diversas terapias são testadas e estudadas com o objetivo de prevenir e tratar 

a MO, focadas no reparo tecidual (Brown and Gupta, 2020), entretanto, segundo a 

literatura, ainda não foi realizado um estudo que abordasse um método 

completamente efetivo para prevenção ou tratamento dessa complicação. Os agentes 

terapêuticos testados e recomendados são capazes de modular as manifestações 

clínicas, postergar, ou impedir a evolução para um estágio mais grave da MO 

(Daugelaite et al. 2019; Pulito et al. 2020).  
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As intervenções testadas ainda não têm seu mecanismo de ação bem 

elucidado, o que leva à seleção de protocolos clínicos por escolhas tendenciosas, e 

ainda com muita variação entre centros de pesquisa e tratamento.  Essa falta de alta 

certeza de evidência científica gera um grande desafio na decisão do protocolo de 

tratamento e na comparação entre os estudos (Pulito et al. 2020). 

Clinicamente, são utilizados enxaguantes com substâncias salinas ou 

benzamina, anestésico tópico e agentes sistêmicos, como morfina, para o controle da 

MO (Brown et al., 2020). Ainda, utiliza-se antifúngicos, protetores de mucosa, anti-

histamínicos, antissépticos, analgésicos e o laser de baixa potência. Entretanto, não 

existe uma padronização na seleção das terapias (Brown and Gupta, 2020; Daugelaite 

et al., 2019) 

Como a MO ocorre em estágios nos quais as vias vão sendo amplificadas, 

sugere-se que as terapias tenham como alvo alguma das vias envolvidas na 

patogênese da doença. Com isso, terapias antioxidantes, que resultam na inibição de 

ROS liberadas na fase em que ocorre lesão tecidual, são um potencial alvo terapêutico 

para o tratamento da MO. Outra terapia considerada interessante, seria focada na 

inibição da transcrição de NF-kB e TGF- β1, TNF-α e IL-1β, inibindo a inflamação 

(Pulito et al. 2020). 

A Associação Multinacional de Cuidados de Suporte em Câncer e a Sociedade 

Internacional de Oncologia Oral (MASCC/ISOO) fazem recomendações para o 

manejo da MO, baseadas em evidências científicas (Lalla et al. 2019). Uma das 

recomendações está associada à saúde oral desses pacientes. Intervenções 

educacionais foram recomendadas para ajudar os pacientes a manter uma saúde oral 

adequada, principalmente durante o tratamento antioneoplásico. Assim, recomendou-

se o uso de técnicas de escovação, utilização do fio dental e tipos de escova dentária 

adequadas. Além disso, foi recomendado o uso do laser de baixa potência, tanto de 

forma preventiva, quanto no tratamento de todos os pacientes que realizam 

radioterapia em região de cabeça e pescoço, associada ou não à quimioterapia. A 

recomendação de se realizar a fotobiomodulação com o auxílio do laser de baixa 

potência se deu, principalmente, pelo seu efeito anti-inflamatório e atuação no 

processo de reparo (Brown and Gupta, 2020; Lalla et al. 2019). 
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2.4 EFEITOS DA FOTOBIOMODULAÇÃO 

 

A fotobiomodulação é uma modalidade terapêutica em que um laser de baixa 

potência é utilizado, tendo como principal característica a presença de um único 

comprimento de onda, que não gera calor na sua aplicação, prevalecendo a 

conversão da energia absorvida por meio de um fotorreceptor ou cromóforo (Li et al., 

2020; Karu, 1999). O cromóforo absorve a energia fornecida pelo aparelho de laser e 

transfere para outra molécula, promovendo reações fotoquímicas ou fotofísicas no 

tecido. Esse processo possibilita um maior estímulo na membrana mitocondrial e 

desencadeando alterações especificas, ou até  uma regulação em todo o metabolismo 

celular, por meio do aumento da produção de ATP, RNA e síntese de proteínas (Karu, 

1999; de Castro et al., 2005). 

Diversos estudos têm sido realizados com a fotobiomodulação. O objetivo é 

demonstrar seus efeitos na inflamação, proliferação celular e aceleração do reparo 

tecidual, no aumento da síntese de DNA e RNA, na angiogênese e na produção de 

colágeno, serotonina e cortisol (Villa and Sonis, 2015; Courtois et al. 2021; de Castro 

et al., 2005). O interesse nesse tópico se deu pelo fato de a fotobiomodulação ser um 

tratamento não invasivo, que promete modular os processos biológicos por meio da 

absorção de fótons pelas células.  Dessa forma, destaca-se o efeito fotoquímico que 

estimula o processo de reparo pela proliferação, diferenciação e migração, enquanto 

reduz a inflamação e promove analgesia (Courtois et al. 2021; Li et al., 2020; Zhao, 

Xing and Chen, 2011; Huang et al., 2011). 

O laser de baixa potência pode ser ajustado em diferentes parâmetros, como 

comprimento de onda, potência, densidade de energia, tempo de aplicação e área do 

spot, vinculando a resposta da terapia aos parâmetros estabelecidos (de Castro et al., 

2005). Para o sucesso da terapia, devemos considerar a penetração da luz no tecido 

e o comprimento de onda específico que será absorvido pelos cromóforos. A 

compatibilidade é essencial para que a fotobiomodulação aconteça. A absorção pela 

cadeia respiratória celular ocorre dentro de todo o espectro de luz visível e 

infravermelho próximo, tendo seu efeito maximizado entre os comprimentos de onda 

de 650 a 1200 nm. Essa absorção é considerada o principal mecanismo celular do 

laser de baixa potência (Karu, 1999). A citocromo c oxidase (Cco) é reportada como 
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a principal molécula fotorreceptora das células humanas para os comprimentos de 

onda dentro do espectro vermelho e infravermelho (Karu and Kolyakov, 2005). 

Além do comprimento de onda, podemos citar a densidade de energia (J/cm2) 

como um dos principais parâmetros do laser, variando nos estudos in vitro, entre 1 e 

20 J/cm2 (Garrido et al., 2019; Meneguzzo et al., 2008; Ferreira et al., 2019; Hong et 

al., 2021). Conforme já reportado, potências maiores possuem o potencial inibitório 

para a proliferação das células, enquanto potências mais baixas têm demonstrado um 

aumento das funções celulares (de Castro et al., 2005; Monteiro et al., 2022; Huang 

et al., 2011).  

Na mitocôndria, a aplicação do laser promove um aumento do gradiente 

eletroquímico, síntese de ATP, RNA, proteínas e ROS. As ROS estão envolvidas na 

sinalização celular, atividade de oxirredução e na ativação de fatores de transcrição, 

sendo o NF-κB, o mais importante. Essa ativação induz expressão de outros genes 

envolvidos na proliferação e sobrevivência da célula, de modo que os efeitos celulares 

podem variar, a depender do tecido de interesse e estado da célula no momento da 

aplicação da fotobiomodulação (Huang et al., 2011; Brea-Calvo et al., 2009).   
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3. PROBLEMAS E HIPÓTESES 

  

Na literatura, é possível observar diferentes sugestões de tratamentos para a 

mucosite oral. Dentre as terapias, o laser de baixa potência tem gerado interesse na 

comunidade cientifica, principalmente pelo seu efeito analgésico, anti-inflamatório e 

atuação no reparo celular. Apesar de seu uso clínico ser recomendado pela 

MASCC/ISOO, não existem protocolos de aplicação padronizados, e ainda faltam 

estudos sobre os mecanismos celulares e moleculares de ação do laser, relacionados 

aos diferentes parâmetros, resultando nos seguintes questionamentos:  

 

Pergunta 1: Quais os efeitos de diferentes potências do laser na fotobiomodulação 

em modelo in vitro de mucosite oral com cultura primária de fibroblastos gengivais 

humanos? 

 

Hipótese: A fotobiomodulação quando comparada ao grupo controle, mantém a 

viabilidade celular dos fibroblastos gengivais humanos, após aplicação do modelo 

de mucosite oral. Ainda, potências mais baixas associadas a um maior tempo de 

exposição provocam um efeito positivo na viabilidade celular. 

 

Pergunta 2: Quais os efeitos celulares e moleculares da fotobiomodulação 

utilizando diferentes densidades de energia e uma mesma potência em modelo in 

vitro de mucosite oral com cultura primária de fibroblastos gengivais e linhagem de 

queratinócitos imortalizados humanos? 

 

Hipótese: A fotobiomodulação atua estimulando as vias de reparo tecidual e 

reduzindo o tempo de fechamento das feridas. Ainda, a fotobiomodulação atua na 

modulação da expressão de mediadores inflamatórios, genes envolvidos no reparo 

tecidual e na morfologia celular em células de mucosa oral. 
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ABSTRACT  

Purpose Photobiomodulation therapy has proven to be effective in accelerating cell 

proliferation, migration, and transcription. The study aimed to analyze the cell viability 

effects of different parameters of PBMT in a cultured cell line of human gingival 

fibroblasts after bacterial and ionizing radiation–induced stress. 

Methods Explant technique was used to produce a primary cell culture. Cells were 

grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium with 10% fetal bovine serum until 

stressful condition induction with lipopolysaccharide of Escherichia coli, 

Porphyromonas gingivalis protein extract, and ionizing radiation. Laser irradiation 

was carried out in four sessions set with 660 nm wavelength, an output power of 30 

mW and 40 mW and energy density of 2, 3, 4, and 5 J/cm2. 

Results After 24 h from the last laser irradiation session, the groups outputted in 30 

mW of power maintained the cell viability while operating with 2, 4, and 5 J/cm2. 

However, 3 J/cm2 dose significantly decreased cell viability (p < 0.05). When the laser 

irradiation session was set in a higher power (40 mW), cell viability was reduced 

using 2, 3, and 5 J/cm2 doses, with statistical significance for 5 J/cm2 (p < 0.001). In 

addition, operating the same energy using lower power seems to be superior to a 

higher power, being statically significant for 5 J/cm2 dose (p < 0.001). This pattern 

followed with all different groups, except by 3 J/cm2. 

Conclusions The present study showed that delivering 2, 4, and 5 J/cm2 of density 

of energy with 30 mW and more time of exposure presented better results on cell 

viability compared to the same density of energy with output power of 40 mW. Further 

studies comparing density energy should be conducted.  

 

Key Words: Cell culture · Low-level laser · Human fibroblast · Photobiomodulation 

therapy 

 

INTRODUCTION  

  

Photobiomodulation therapy (PBMT) is a treatment modality that has proven 

to be effective in accelerating wound healing, pain relief, reducing dentin sensitivity 
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and the severity of xerostomia, and herpes labialis frequency [1–3]. The application 

of PBMT in controlling adverse reactions of cancer therapies has shown promising 

results and reached significant attention. The Multinational Association for 

Supportive care in Cancer/International Society for Oral Oncology (MASCC/ISOO) 

guidelines recommend PBMT to patients undergoing head and neck radiotherapy, 

associated or not with chemotherapy, due to numerous data in which the incidence 

and severity of oral mucositis have been positively impacted by PBMT [1, 4, 5]. 

The therapy operates with photon emission from a low- level laser light that 

transfers low energy to tissues and does not generate heat [2]. The exposure of 

biological tissues to low-level laser light induces the modulation of cellular functions 

by activating several pathways involved in cell growth and survival, proliferation, 

migration, and transcription [2, 6]. At a cellular level, this therapy promotes local, 

regional, and systemic action, enhancing mitochondrial activity and increasing the 

production of adenosine triphosphate (ATP) and reactive oxygen species (ROS) [7, 

8]. 

The mechanism of action of PBMT has been discussed and reported in 

multiple in vitro studies, showing that it can promote stimulation or inhibition, 

depending on light parameters [9]. A review has analyzed 32 in vitro studies and 

concluded that an energy density varying from 0.5 to 4.0 J/cm2 and a light wavelength 

from 600 to 700 nm for PBMT could enhance proliferation of different cell types [10]. 

These findings are in conformity with previous in vitro studies and literature reviews 

that show positive biostimulation effects on fibroblasts, keratinocytes, and 

osteoblasts [11–14]. 

Moreover, the primary challenge is applying the optimal laser parameters to 

deliver an ideal amount of energy to enhance the metabolism and improve clinical 

outcomes [2, 8, 15]. To test the hypothesis that the same density of energy with lower 

power could lead to an improvement on cell viability, stimulated gingival fibroblasts 

were exposed to different densities of energy and two different output powers. Thus, 

this pilot study aimed to analyze the effects of different parameters of PBMT on cell 

viability, using human gingival fibroblast cells stimulated with bacterial and ionizing 

radiation–induced stress. 

 

MATERIALS AND METHODS 
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Cell isolation and primary culture 

The explant technique was used to obtain a cell line of human gingival 

fibroblasts. Before the fragment’s collections, ethics registration and approval had 

been obtained from the Human Research Ethics Committee of the Health Sciences 

College of the University of Brasília (CAAE No 78,679,717.6.0000.0030), and all the 

donors signed the understanding and written consent. Then, the gingival fragments 

of young donors who underwent third molar extraction surgery were isolated and 

transported to the Laboratory of Oral Histopathology immersed in cold Dulbecco’s 

modified Eagle medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) supplemented with 

20% fetal bovine serum (FBS) (Gibco®, Invitrogen, Carlsbad, CA) and 1% penicil- 

lin/streptomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). The fragments were washed twice 

with phosphate-buffered saline (PBS), explanted into small fragments, placed on 6-

well plates, stabilized with a glass coverslip, covered by 2 mL of DMEM 

supplemented with 20% FBS and antibiotics, and maintained in a humidified 

incubator with ideal conditions (37 ºC and 5% CO2). The culture medium was 

replaced every 3 days and when 80–90% confluency was reached, cells were 

detached with trypsin (0.25%)/EDTA (1 mM) solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

and replaced in 100-mm dishes with DMEM plus 10% FBS and antibiotics to expand 

the culture or stored at − 80 ºC in a freezing solution containing FBS and 8% dimethyl 

sulfoxide (DMSO). 

 

Bacterial and ionizing radiation–induced stress 

For the stressful condition induction, cells were treated with three stimuli, as 

established in previous experiments of the Laboratory of Oral Histopathology of the 

University of Brasília (data not shown): lipopolysaccharide (LPS) of Escherichia coli 

0111:B4 purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), Porphyromonas 

gingivalis protein extract (Pg), and ionizing radiation (IR). The protein extract of Pg 

was prepared in the University of Campinas, São Paulo, Brazil, as described by 

Albiero et al. [16] and donated to the Laboratory of Oral Histopathology of the 

University of Brasília. In order to achieve stress induction, before beginning the 

experiments, the cells were treated with LPS (1 μg/ mL) and Pg (5 μg/mL), incubated 

for 1 h, and then irradiated with 8 Grays (Gy). 
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Photobiomodulation therapy parameters 

The laser irradiation sessions were performed using a continuous-wave 

InGaAlP laser (Photon Lase III DMC, São Paulo, Brazil) in punctual and contact 

mode. The wave- length 660 nm laser was applied with output powers of 40 and 30 

mW. The energy densities were 2, 3, 4, and 5 J/cm2 for each power. The complete 

treatment was performed in four sessions with 6-h intervals from each session 

according to Meneguzzo et al. [17] and Moreira et al. [18]. The overall parameters 

are presented in Table 1. 

 

Experimental groups 

The laser irradiation protocol presented in Table 1 was carried out in nine 

groups, considering a negative control group/vehicle (stimulated model without 

PBMT) and four energy densities (2, 3, 4, and 5 J/cm2) irradiated using two power 

doses (30 mW and 40 mW). 

 

Cell viability 

Gingival fibroblasts were seeded into 96-well plates at a density of 5 × 10 and 

incubated for 24 h. Then, the stressful stimuli protocol was applied in nine biological 

replicates for each group. The first photobiomodulation session was conducted right 

after ionizing radiation, according to experimental groups, and repeated three more 

times, every 6 h. After 24 h from the last session, the cells viability was assessed by 

the tetrazolium dye MTT (3-(4,5-dimethyl- thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) reduction assay. For this, 10 μL of MTT solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, USA) was added, and the cells were incubated and protected from light for 

4 h. Then, the solution was removed, and 100 μL of acidified isopropanol (25 mL of 

isopropanol + 104 μL of HCl 100%) was added to each well. Cellular viability was 



   32  

  

 

analyzed after absorbance measurement using the spectrophotometer Thermo Plate 

TP Reader at 570 nm (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). 

 

Statistical analysis 

The Shapiro–Wilk test was applied to assess data normality. As data resulted 

in parametric distribution, the one-way ANOVA followed by Dunnett’s and Turkey’s 

post-tests were applied to compare groups. The level of statistical significance was 

95% (p < 0.05). The tests were performed using GraphPad Prism 9.3.0 (GraphPad 

Software, CA, EUA). 

 

RESULTS 

 

Combination of energy and power can differently modulate cell response 

The PBMT effect was analyzed in cells stimulated with bacterial and ionizing 

radiation–induced stress. For cell viability analysis, all treated groups irradiated with 

different doses of low-level laser were compared to a control group (non- irradiated 

with low-level laser). After 24 h from the last laser irradiation session, the groups 

outputted in 30 mW of power presented cell viability when operated with 2, 4, and 5 

J/cm2; however, 3 J/cm2 dose significantly decreased mitochondrial activity (p < 

0.05). In contrast, when the laser irradiation session was set up in a higher power (40 

mW), the cell viability was reduced using 2, 3, and 5 J/cm2 doses, with statistical 

significance for 5 J/cm2 (p < 0.001). Hence, the results indicated that the combination 

of energy and power can differently modulate cell response (Fig. 1). 

 

Inhibitory response could be dependent on laser parameters 

The same density of energy can be delivered setting different parameters, 

while performing a PBMT protocol [9]. In this study, two power outputs (30 and 40 

mW) were set, using different times of exposition to deliver and compare four energy 

densities (2, 3, 4, and 5 J/cm2). The results demonstrated that operating the same 

energy, using lower power, seems to be superior to a higher power, being statically 

significant for 5 J/cm2 dose (p < 0.001). This pattern followed with all different groups, 

except by 3 J/cm2. Thus, bacterial and ionizing radiation–induced cells exposed to 

four PBMT sessions of 2, 4, and 5 J/cm2 were more capable to keep mitochondrial 
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activity, operating at 30 mW than 40 mW (Fig. 2). These results suggested that 

inhibitory response could be power-dependent. 
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DISCUSSION 

 

The effects of PBMT depend on laser parameters, including wavelength, 

power, energy, spot area, and time of exposure. Also, these combined aspects could 

differently influence cell activity, such as proliferation [15, 19–21]. Thus, the effects 

of different parameters in wound healing are in current interest, since it can enhance 

cell growth depending on the set output. 

This pilot study investigated the effect of low-power InGaAlP laser irradiation 

comparing the output power of 30 and 40 mW and the corresponding energy 

densities of 2, 3, 4, and 5 J/cm2, while laser irradiation was performed in four sessions 

with an interval of 6 h between them. In accordance with published findings, lower 

power delivering the same density of energy was more capable to maintain cell 

viability than higher output power which suggests the influence of PBMT parameters 

in cell response [22–27]. 

Brueghel and Dop Bärr [9] suggested that power density and time of exposure 

seem to be more important than the total energy dose of PBMT on human fibroblasts. 

Azevedo et al. [20] found an inverse influence between power density and cell growth 

[9, 22, 28, 29]. Previous studies showed the same results, indicating that higher 

output power had inhibitory characteristics [6, 15, 24, 30]. 

Low doses of PBMT activate a proton gradient, releasing calcium from 

mitochondria into the cell’s cytoplasm. This process stimulates a cascade of cellular 

functions and protein secretion enhancing cell proliferation. In contrast, higher doses 

can release an excessive amount of calcium promoting hyperactivity of calcium-

adenosine triphosphatase, inhibiting cell metabolism [30–32]. Our results indicated 

that the same energy density, outputted in the power of 30 mW, showed higher viable 

cells than 40 mW, suggesting that the power can determine the stimulatory or 

inhibitory effect of the laser irradiation on cellular responses. 

Hawkins and Abrahams [30] demonstrated that the cumulative effect from the 

accumulated doses determines the biomodulation effect, multiple exposures at 

higher doses cause additional stress and significantly reduced cell viability, and lower 

doses and fewer exposures maintained cell viability. 

The response of the tissue exposed to PBMT protocols is the combination of 

time of exposure, total energy delivered, and cell response. The study design was 
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defined with a primary culture of gingival fibroblasts collected from patients. Even 

though the followed inclusion criteria considered healthy patients, the PBMT results 

may vary according to patients’ response, cell type, tissue condition, and explant 

methods used for the culture [24]. Also, it is possible that, in this preliminary study, 

the total energy delivered in 3 J/ cm2 and 30 mW of output power associated with the 

time that the energy was delivered was unable to produce effect comparable with 

other parameters; this could be associated with different degrees of the effect 

produced by PBMT [6]. 

Considering that wound healing depends on cell proliferation, it is crucial to 

study and deeper understand the effect of power densities of PBMT in vitro, since 

this is the first step to understand the cascade process in a complex body [31]. There 

is not a well-defined standard of output power setting, although various studies have 

been performed to observe the effects of low-level laser in cellular response [2, 8, 

10–12]. Comparing different protocols of application can contribute to determine the 

optimal combination of parameters according to different cell types and expected 

results. In addition, it is possible to obtain lower or higher doses to reach an energy 

density, controlling the output of power and the laser irradiation time which can 

facilitate the replication of protocols even when different equipment is available [6, 

9]. 

There are some limitations in this study that should be addressed. First, this 

is a pilot study that only focused on cell viability. Considering the importance of laser 

parameters for different culture conditions, a single trial experiment assessing 

different PBMT outputs was conducted to allow future analysis since cell response 

depends on that. Second, the definition of output parameters was based on literature 

research, which contemplates different cell types and objectives. Thus, the future 

proposal is to continuously study cellular response after bacterial and ionizing 

radiation–induced stress, comparing output powers of 30 mW and lower with further 

experiments to analyze the effects of PBMT on cell morphology, proliferation, 

migration, gene and protein expression, and specific pathway signalization. 

 

CONCLUSION 
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The present pilot study showed that PBMT effects can be influenced by the 

power outputted parameter. After analyzing PBMT set in 660 nm wavelength, output 

power of 30 and 40 mW, and energy densities of 2, 3, 4 and 5 J/cm2, it was possible 

to conclude the PBMT effect. The results using a protocol of PBMT, set with 660 nm 

of wavelength in four sessions of laser application with 6-h interval suggest that 

delivering 2, 4, and 5 J/cm2 of density of energy with output power of 30 mW, leading 

to more time of exposure, presented better results on cell viability compared to the 

same energy density with 40 mW. However, further studies comparing density 

energy should be conducted. 
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ABSTRACT  

 

Purpose: Photobiomodulation therapy (PBMT) has proven to reduce inflammation and 

pain, and increase wound healing. Thus, the aim of this study was to analyze the 

effects of different parameters of PBMT on migration, proliferation, and gene 

expression after ionizing radiation and bacterial-induced stress in an in vitro model. 

Methods: Immortalized Human Keratinocytes (HaCaT – ATCC) and a primary culture 

of Human Gingival Fibroblasts were used. Cells were grown in Dulbecco's Modified 

Eagle's medium with 10% fetal bovine serum until stressful condition induction with 

lipopolysaccharide of Escherichia coli (1 µg/mL), Porphyromonas gingivalis protein 

extract (5 µg/mL) and ionizing radiation (8 Gy). Low-laser irradiation (660 nm, 30 mW) 

was carried out in four sessions, with 6h interval, and energy density of 2, 3, 4, and 5 

J/cm². Viability and scratch assays were performed 24h after the treatments to analyze 

cell proliferation, migration and cell morphology by immunofluorescence. Also, RT-

qPCR was used to evaluate cytokines and wound healing genes expression. Results: 

Pre-stimulated fibroblasts treated with densities of energy of 3 and 4 J/сm2, and 

keratinocytes with 5 J/сm2 showed better response in proliferation and migration after 

viability and scratch assays (p<0.05).  The higher expression of α-SMA was observed 

in fibroblasts under 3 J/сm2. Densities of 3 and 5 J/сm2 have presented a significant 

increase in the expression of AKT e MTOR, and 5 J/cm2 of PTEN in keratinocytes 

(p<0.01). In fibroblasts, the expression tended to enhance when 4 J/cm2 was applied 

(p<0.0001). For the inflammatory cytokines, fibroblasts did not present differences in 

inflammatory cytokine expression, while in keratinocytes, groups 3 and 5 J/сm2 

showed significantly higher expression of TNF-α, IL1β, and NFκB (p<0.001). 

Conclusions: The present study showed that delivering 660 nm, 30 mW were effective 

to stimulate cell migration, proliferation and to accelerate wound healing. PBMT can 

modulate cytokines and pathways involving in wound repair. Despite the different 

energy densities delivering distinct responses, understanding the in vitro effect of each 

laser parameter is fundamental to improve treatment strategies. 

 

Keywords: Cell culture; Low-level laser; Human fibroblast; Immortalized human 

keratinocytes; Photobiomodulation therapy. 
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INTRODUCTION 

 

The mucosal toxicity of cancer treatments has been studied over the years 

(Lalla et al., 2019). Oral mucositis (OM), considered the main adverse effect of 

oncological treatment, is characterized as a painful lesion that interfere in patients’ 

basic physiological needs, such as eating and swallowing (Kusiak et al., 2020). Severe 

OM is one of the reasons why patients may not tolerate oral diet, leading to an increase 

in medical appointments and use of drugs, and frequently change treatment regimen 

(Elad et al., 2022; Sonis, 2011; Daugėlaitė et al. 2019). The pathogenesis of OM is 

described in stages, as a convenient method of describing a dynamic process involving 

oral microbiome, DNA injury, cell death and ulcerations. (Lalla et al., 2019; Sonis, 

2011). 

A recent work reveals that chemotherapy-induced oral mucositis is associated 

with bacterial dysbiosis and demonstrates the potential for dysbiotic shifts to aggravate 

antineoplastic-induced epithelial injury. OM severity was associated with 5-FU, 

increased salivary flow, and higher oral granulocyte counts. The oral bacteriome was 

disrupted during chemotherapy and while antibiotic and acid inhibitor intake 

contributed to these changes, bacteriome disruptions were also correlated with 

antineoplastics and independently and strongly associated with oral mucositis severity. 

The findings suggest that control of oral bacterial dysbiosis could represent a 

preventive approach to ameliorate OM. (Hong et al., 2019). 

During the mucositis progression, the injured tissue promotes reactive oxygen 

species (ROS) release, activating different repair pathways. The nuclear factor-κB (NF-

κB), activated by ROS, modulates the transcription of genes that represents the 

production of pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor α (TNF-α), 

interleukin-6 (IL-6), and interleukin-1β (IL-1β) (Pulito et al. 2020; Courtois et al., 2021). 

Therefore, the administration of effective treatments should consider the pathways 

involved in mucositis pathobiology.  

Photobiomodulation therapy (PBMT) has proven to reduce inflammation, pain 

and increase wound healing (Courtois et al., 2021). It is an eminent treatment modality 

recommended by The Multinational Association for Supportive care in 

Cancer/International Society for Oral Oncology (MASCC/ISOO) guidelines in the OM 

prevention and treatment of patients undergoing head and neck radiotherapy, 

associated or not with chemotherapy (Elad et al., 2022). The recommendation is due 
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to the positive impact to treat patients that developed OM during cancer treatments 

(Sonis et al., 2016; Pellicioli et al., 2014).  Although PBMT is advancing for clinical 

settings, standard protocols are still missing, and its cellular and molecular mechanism 

of action is not completely elucidated. 

Until now, the mechanism of action relies on the effect of the light that penetrates 

the tissue and is absorbed by hemoglobin, myoglobin, and mitochondrial cytochrome 

c oxidase, to positively influence cellular metabolism (Courtois et al., 2021; Cronshaw 

et al., 2020). It is known that depending on light parameters, it can stimulate or inhibit 

cellular functions (Monteiro et al., 2022). However, despite recommended, the effects 

of photobiomodulation therapy in cellular level is still being described. Understanding 

the effect of each laser parameter is fundamental to develop better protocols and 

improve treatment strategies. Hence, it is important to understand the in vitro effects 

of different laser parameters in cellular molecules, to elect a predictable therapy, 

regarding OM. 

The findings of PBMT in vitro study are showing interesting and promising 

results (Ferreira et al., 2019; Monteiro et al., 2022). Establishing a protocol to deliver 

an ideal amount of energy, selecting optimal laser parameters has been the objective 

of different research groups. Taking this into consideration, the aim of this in vitro study 

was to analyze the effects of different parameters of PBMT on migration, proliferation, 

morphology, and cytokines and wound healing gene expression using human gingival 

fibroblasts and keratinocytes after ionizing radiation and bacterial-induced stress. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Cell culture 

 

For the experiments, immortalized human keratinocytes (HaCat), described in 

the American Type Culture Collection (ATCC) and Human Gingival Fibroblasts were 

used. The primary cells were obtained using the explant technique to establish a cell 

line of human gingival fibroblasts. Ethics registration and approval had been obtained 

from the Human Research Ethics Committee of the Health Sciences College of the 

University of Brasília (CAAE Nº 78679717.6.0000.0030), and all donors signed the 

understanding and written consent. The gingival fragments of young donors who 

underwent third molar extraction surgery were isolated and transported to the 
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Laboratory of Oral Histopathology, immersed in cold Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) supplemented with 20% fetal bovine 

serum (FBS) (Gibco®, Invitrogen, Carlsbad, CA) and 1% 

penicillin/streptomycin//amphotericin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). The fragments 

were washed twice with Phosphate-Buffered Saline (PBS), explanted into small 

fragments, placed on 6-well plates, stabilized with a glass coverslip, covered by 2 mL 

of DMEM supplemented with 20% FBS and antibiotics, and maintained in a humidified 

incubator with ideal conditions (37ºC and 5% CO2). The culture medium was replaced 

every 3 days and, when 80-90% confluency was reached, cells have been detached 

with trypsin (0.25%)/ EDTA (1 mM – 5%) solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and 

replaced in a 100 mm dishes with DMEM, plus 10% FBS, and antibiotics (penicillin and 

streptomycin) to expand the culture or stored at -80ºC in a freezing solution containing 

FBS and 8% dimethyl sulfoxide (DMSO). For keratinocytes strain, cells were stored at 

-80°C and cultivated in plates of 100 mm using DMEM, 10% of FBS and 1% of penicillin 

and streptomycin. Cells were incubated in 5% CO2 at 37°C and the culture medium 

were replaced every 3 days. When cells reached a confluence of approximately 80%, 

they were trypsinized and distributed in new plates for the experiments or to be passed 

or restored to maintain the cell line.  

 

Ionizing radiation and bacterial induced stress 

 

For the stressful condition induction, three stimuli were applied, as established 

in previous experiments of the Laboratory of Oral Histopathology of the University of 

Brasília (data not shown): lipopolysaccharide (LPS) of Escherichia coli 0111: B4 

purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), Porphyromonas gingivalis 

protein extract (Pg), and ionizing radiation (IR). The protein extract of Pg was prepared 

in the University of Campinas, São Paulo, Brazil, as described by Albiero et al. (2017), 

and donated to the Laboratory of Oral Histopathology of the University of Brasília. To 

achieve stress induction, before beginning the experiments, the cells were stimulated 

with LPS (1 µg/mL) and Pg (5 µg/mL), incubated for 1 hour, and then ionizing irradiated 

with 8 Grays (Gy) using a 6 MV linear photons beam (Siemens Primus linear 

accelerator – Malvern, Pennsylvania, USA. 

 

Photobiomodulation therapy parameters 
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The low-level laser irradiations were performed using a continuous-wave 

InGaAlP laser (Photon Lase III DMC, São Paulo, Brazil), in punctual and contact mode. 

The 660 nm wavelength laser was applied with output power of 30 mW. The energy 

densities were 2, 3, 4, and 5 J/сm2. Laser parameters were selected as described in 

previous study (Monteiro et al., 2022). The complete treatment was performed in four 

sessions with intervals of 6 hours between sessions. The overall parameters are 

presented in Table 1.  

 

Scratch Assay 

 

Initially, dishes were coated with 2 mL of fibronectin subtract and incubated 

overnight at 4ºC. The dishes were then washed and dried within the laminar flux. Cells 

from both cell lines were seeded (Fibroblasts 2x105 and keratinocytes 5x105 cells/well) 

into the prepared dishes and incubated for 24h. The monolayer was scraped with p200 

pipet to create vertical and a horizontal scratch line. The cells were washed with PBS 

and subjected to the stressful condition stimuli. Then, the cells were treated with PBMT 

or control (turned off equipment), according to the following experimental groups: (1) 0 

J/cm2; (2) 2 J/cm² of PBMT; (3) 3 J/cm² of PBMT; (4) 4 J/cm² of PBMT; (5) 5 J/cm² of 

PBMT. The experimental groups were equal in Fibroblasts and keratinocytes . Four 

photos were taken in each well, every 12h, until wound closure. The area was 

measured in each photo and followed a statistical analysis by relative area comparison. 

 

Immunofluorescence  

 

Human gingival fibroblasts were seeded (2x105 cells/well) in 6-well dishes in 

glass coverslip (Fisherbrand, Microscope Cover Glass – Fisher Scientific), according 

to the following experimental groups: (1) 0 J/cm2; (2) 3 J/cm² of PBMT; (3) 5 J/cm² of 

PBMT. The stressful condition was applied followed by PBMT. After 24h of the stressful 

condition stimuli, Fibroblasts were rinsed with PBS, fixed with PBS 1X plus 4% PFA 

and 5% sucrose for 15 min in 4 ºC, and permeabilized with 0.5% Triton in PBS for 10 

min. After that, cells were incubated with PBS 1X plus BSA 1% plus Glycine 1% in 

37°C for 20 min. The cells were then incubated overnight (4°C with humidity), with 

mouse anti-Vimentin (1/200, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), mouse anti-Smooth 
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Muscle Actin (1/200, α-SMA, Developmental Studies Hybridoma Bank). Cells were 

rinsed with PBS and incubated with the following secondary antibody donkey anti-

mouse Alexa Fluor® 594 (1/500, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). The nuclei 

were labeled with diamidino-phenyl-indole (1/1000 DAPI, Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) for 15 minutes in room temperature and the coverslips were mounted onto 

microscope slides using Fluoromount-G® (SouthernBiotech, USA). Microphotographs 

were performed using the Axio Observer D1 microscopy (Zeiss, Germany) and 

processed using ZEN (Zeiss, Germany) and ImageJ softwares (LOCI, Madison, USA). 

 

Gene Expression 

 

The gene expression was evaluated by the reverse transcription-quantitative 

polymerase chain reaction (RT-qPCR). The cells were seeded (Fibroblasts 2x105 and 

keratinocytes 5x105 cells/well) into 6-well dishes and incubated for 24 hours, according 

to the following experimental groups: (1) 0 J/cm2; (2) 2 J/cm² of PBMT; (3) 3 J/cm² of 

PBMT; (4) 4 J/cm² of PBMT; (5) 5 J/cm² of PBMT. The stressful condition was applied, 

followed by PBMT. After 24h of the stressful condition stimuli, total RNA was extracted 

using TRizol® (Invitrogen), following manufacturer’s instructions. RNA integrity and 

concentration was determined by NanoVue Plus (GE Healthcare Life Sciences, UK, 

EU). The samples were treated with DNase I (Invitrogen). The cDNA templates were 

obtained by reverse transcription, in 20 μL reactions, containing MultiScribeTM 

Reverse Transcriptase, 10X RT Buffer, 25X dNTP mix,10X RT Random Primers and 

RNase-Free Water using the High-Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA).  

The gene expression of the pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-6 and 

NFκB) and the genes PTEN, PIK3CA, AKT and MTOR were obtained by RT-qPCR 

analysis with PowerUp® SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) and specific 

primers. Specific primers were verified comparing the available sequences in the 

nonredundant NCBI database (National Center for Biotechnology Information) with 

Primer-BLAST software (https://www.ncbi.nlm. nih.gov/tools/primer-blast/). The 

reactions were prepared in triplicates in 96-well dishes with 10 μL of final volume, 0.2 

μL of each primer (forward and reverse), 5 μL of Power Up SYBR Green Master Mix 

(2X) and 3.6 μL of RNase-Free water. Analyses of all qPCR reactions were performed 

by StepOne Software v2.1 (Applied Biosystems) and 1 μL cDNA. Beta-actin (β-ACTIN) 
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was used as housekeeping gene and to normalize the reaction. The relative 

quantification was analyzed using comparative CT method, and statistics were 

calculated after performed the equation 2-Ct, where Ct = Cttreatment - 

Ctcalibrator/control (Schmittgen & Livak, 2008). Experiments were performed in technical 

triplicates for each sample. 

 

Statistical Analysis 

 

All experiments were performed with at least three technical replicates. 

Statistical tests were performed using GraphPad Prism 9.3.0 (GraphPad Software, CA, 

EUA). The Shapiro-Wilk test was applied to assess data normality. As data resulted in 

parametric distribution, the one-way ANOVA followed by Dunnett’s and Turkey’s post-

test were applied to compare groups. The results were shown in bar graphs 

represented with mean and standard deviation. The level of statistical significance was 

95% (p<0.05).  

 

RESULTS 

 

PBMT accelerates cell migration and proliferation 

 

 Scratch assay was chosen to assess the migratory and proliferation 

viability of the cells upon PBMT. The measure at 0h were established as 100% and, in 

the following hours, the relative area was expressed in percentage, according to each 

initial reference area. Keratinocytes and gingival fibroblasts were positively influenced 

by the laser application, accelerating cell migration and/or proliferation. The areas of 

the treated groups, compared to control group, were found to have a tendency of lesion 

reduction in all follow up moments, until wound closure (Fig 1).  

In fibroblasts, the group treated with 3 J/cm² of PBMT [Mean (SD) – 25.24 

(9.488), p<0.05], and with 4 J/cm² of PBMT [Mean (SD) – 28.39 (13.52), p<0.05] 

presented significant reduction in the wound area after 24h, when compared to control 

(0 J/cm²) group [Mean (SD) – 45.34 (8.695), p<0.05] (Fig 2A). The 3 J/cm² group was 

the first to have complete wound closure in 36h (Fig 2B). Fibroblasts did not show 
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significant differences in migration and proliferation, at any point, when irradiated by 

either 2 J/cm² and 5 J/cm² (p>0.05) of energy density.  

 

In keratinocytes, compared with control group [Mean (SD) – 18.41 (8.928), 

p<0.05], the group treated with 5 J/cm² of PBMT density of energy [Mean (SD) – 9.082 

(5.069), p<0.05] showed significant acceleration of migration and proliferation after 36h 

(Fig 2C,2D). Compared with fibroblasts, keratinocytes also showed better response to 

PBMT in wound closure with significant differences in all experimental groups after 12h 

(0 J/cm2 [fibroblasts: Mean (SD) – 82.00 (9.815), p<0.0001; keratinocytes: Mean (SD) 

– 65.48 (7.066), p<0.0001]; 2 J/cm2 [fibroblasts: Mean (SD) – 77.12 (2.851), p<0.0001; 

keratinocytes: Mean (SD) – 61.44 (4.106), p<0.0001]; 3 J/cm2 [fibroblasts: Mean (SD) 

– 77.96 (4.994), p<0.001; keratinocytes: Mean (SD) – 66.02 (8.145), p<0.001]; 4 J/cm2 

[fibroblasts: Mean (SD) – 75.85 (5.062), p<0.001; keratinocytes: Mean (SD) – 63.83 

(3.716), p<0.001]; 5 J/cm2 [fibroblasts: Mean (SD) – 77.20 (3.831), p<0.0001; 

keratinocytes: Mean (SD) – 63.47 (3.747), p<0.0001]). After 36h, fibroblasts presented 

a smaller relative area compared to keratinocytes in groups 2 J/cm2 [fibroblasts: 

Median (IQR) – 0.000  (0.000 – 7.106), p<0.05; keratinocytes: Median (IQR) – 13.06 

(6.158 – 26.69), p<0.05], 3 J/cm2 [fibroblasts: Median (IQR) – 0.000  (0.000 – 2.080), 

p<0.01; keratinocytes: Median (IQR) – 13.12 (8.507 – 41.76), p<0.01] and 4 J/cm2 

[fibroblasts: Median (IQR) – 0.000  (0.000 – 3.436), p<0.05; keratinocytes: Median 

(IQR) – 11.13 (7.129 – 25.27),  p<0.05].  (Fig 3). 

Fig 1. Wound closure in vitro model after PBMT with output power of 30 mW and different 

energy densities. (A) Human gingival fibroblasts (B) Immortalized human keratinocytes. The 

graphs show the wound area expressed in percentage and compared with the follow up time (0, 12, 

24, 36, 48, and 60h). 
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Fibroblasts 

Keratinocytes 

Fig 2. Wound closure in vitro model after PBMT with output power of 30 mW and 

different energy densities. (A) Human gingival fibroblasts in 12, 24, and 36h follow up. 

(B) Microscopic images of fibroblasts obtained from the scratch assay. (C) 

Immortalized human keratinocytes in 12, 24, and 36h follow up. (D) Microscopic 

images of keratinocytes obtained from the scratch assay. The graphs show the wound 

area expressed in percentage and compared with PBMT groups (2 J/cm2; 3 J/cm2 4 J/cm2, 

and 5 J/cm2) and control group (0 J/cm2), in hours 12, 24, and 36. 
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Fibroblast differentiation marker: expression of α-SMA and Vimentin 

  

The α-SMA stain displayed increased fluorescence in group 3 J/cm², in addition 

to a consistently distributed expression across the cytoplasm. Group 5 J/cm² revealed 

decreased fluorescence, compatible with the respective non-irradiated control group. 

Regarding vimentin analysis, it can be observed that all groups presented vimentin 

filaments, organized within the cytoplasm. Although all groups showed a positive 

fluorescence for vimentin, when presented in cell cytoplasm filaments, it can be stated 

that groups irradiated presented higher fluorescence staining (Fig 4). 

 

Fig 4. Fibroblasts Immunofluorescence. (A) Effects of PBMT on expression of α-SMA and (B) 
Nucleus area after PBMT with output power of 30 mW laser energy density of 3 J/cm2 and 5 
J/cm2. Cells were stained with mouse anti-Vimentin (1/200, Developmental Studies Hybridoma 
Bank), mouse anti-Smooth Muscle Actin (1/200, α-SMA, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and the 
nuclei with diamidino-phenyl-indole (1/1000 DAPI, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Abbreviations: α-
SMA: Alpha-smooth muscle actin. 

 

 
 

Fig 3. Comparison of wound closure in vitro model after PBMT with output power of 30 mW 

and different energy densities in fibroblasts (blue) and keratinocytes (green) in 12, 24, and 

36h follow up. The graphs show the wound area expressed in percentage and compared with PBMT 

groups (2 J/cm2; 3 J/cm24 J/cm2, and 5 J/cm2) and control group (0 J/cm2), in hours 12, 24, and 36. 
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PBMT influences the expression of pro-inflammatory genes 

 

The results from RT-qPCR gene expression analysis indicated that PBMT was 

able to modulate genes related to pathways of interest in fibroblasts and keratinocytes. 

The effect of different radiation doses by low-level laser application was analyzed and 

presented in Fig 5. 

In fibroblasts, when compared to control group, the differences did not reach 

statistical significance in expression of TNF-α, IL-1β, IL-6 nor NF-κB (Fig 5A). While in 

keratinocytes, the relative expression of IL-1β (3 J/cm² [Mean (SD) – 4.621 (0.6547), 

p<0.001]; 5 J/cm² [Mean (SD) – 5.516 (0.1109), p<0.0001]), NF-κB (3 J/cm² [Mean 

(SD) – 5.467 (0.3442), p<0.001]; 5 J/cm² [Mean (SD) – 3.386 (0.7464), p<0.01]) and 

TNF-α (3 J/cm² [Mean (SD) – 5.478 (0.2133), p<0.0001]; 5 J/cm² [Mean (SD) – 4.707 

(0.1541), p<0.0001]) remained higher in groups 3 and 5 J/cm², with statistical 

significance. It is noteworthy that 2 J/cm² and 4 J/cm² groups showed lower expression 

for all genes when compared to control group, lacking statistical significance (Fig 5B). 

In inflammatory cytokines genes, group 2 J/cm², showed a tendency to enhance 

significatively the expression of TNF-α in fibroblasts [Mean (SD) – 1.694 (0.4603), 

p<0.01], compared to keratinocytes [Mean (SD) – 0.7656 (0.0596), p<0.01] (Fig 6B). 

Groups 3 J/cm² and 5 J/cm² presented an increase in relative expression of IL-

1β, IL-6, TNF-α, and NF-κB in keratinocytes, compared to fibroblasts, with significant 

differences in group 5 J/cm² (IL-1β [keratinocytes: Mean (SD) – 5.516 (0.1109), p<0. 

0001; fibroblasts: Mean (SD) – 0.7700 (0.0211), p<0.001], IL-6 [keratinocytes: Mean 

(SD) – 4.297 (0.9622), p<0.001; fibroblasts: Mean (SD) – 0.9782 (0.0148), p<0.01], 

TNF-α [keratinocytes: Mean (SD) – 4.707 (0.1541), p<0.001; fibroblasts: Mean (SD) – 

1.418 (0.2383), p<0.001], and NF-κB [keratinocytes: Mean (SD) – 3.386 (0.7464), 

p<0.01; fibroblasts: Mean (SD) – 0.7219 (0.0026), p<0.01] (Fig 6B).  
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Fig 5. Pro-inflammatory cytokines relative expression profile with output power of 30 
mW and different laser energy densities. (A) Human gingival fibroblasts (B) 
Immortalized human keratinocytes Abbreviations: IL-1β: interleukin-1β; IL-6: interleukin-6; 
NFκB: Factor nuclear kappa B; TNF-α: tumor necrosis factor α. 
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PBMT modulates the PI3K/AKT/mTOR Signaling Pathway  

 

To further explore the involvement of the signaling pathway in wound healing 

repair, gene expression was observed 24h after stressful condition stimuli and 6h after 

the last PBMT session. Fibroblasts and keratinocytes showed different gene 

expression when treated with different energy densities in PBMT. RT-qPCR results for 

the expression of genes involved in wound healing processes are presented in Fig 7. 

RT-qPCR was performed to investigate the expression of genes related to the 

PI3K/AKT/mTOR pathway. As observed in Fig 7, relative expression was dependent 

on PBMT parameters. In fibroblasts, when groups were compared to control group, the 

group irradiated with 4 J/cm² presented a significative increase in relative expression 

of PTEN [Mean (SD) – 0.6921 (0.1087), p<0.05]. No statistically significant differences 

were observed in the comparisons of 2, 3 and 5 J/cm2 (Fig 7A). 

The expression of PTEN, PIK3CA, AKT and MTOR in keratinocytes were also 

altered by PBMT. Groups irradiated with energy densities of 3 J/cm² and 5 J/cm² 

showed a significative higher relative expression in AKT (3 J/cm² [Mean (SD) – 6.050 

(0.1413), p<0.0001]; 5 J/cm² [Mean (SD) – 3.350 (0.5926), p<0.01]) and MTOR (3 

J/cm² [Mean (SD) – 8.960 (0.6831), p<0.0001]; 5 J/cm² [Mean (SD) – 6.117 (0.5101), 

p<0.001]), compared to control group. The relative expression of PTEN tended to 

enhance in group 5 J/cm² [Mean (SD) – 6.780 (0.4946), p<0.0001]). Experimental 

groups 2 J/cm² and 4 J/cm² showed lower expression for all genes compared with 0 

J/cm² group, although, there were no statistically significant differences among the 

groups (Fig 7B). 

As observed in Fig 6 genes that are related to the PI3K–AKT–mTOR pathway 

had their expression altered by PBMT differently in fibroblasts and keratinocytes. In 3 

J/cm² group keratinocytes presented significative higher expression of PIK3CA [Mean 

(SD) – 4.993 (0.1943), p<0.0001], AKT: [Mean (SD) – 0.6050 (0.1413), p<0.0001]  and 

MTOR: [Mean (SD) – 8.960 (0.6831), p<0.0001],  compared to fibroblasts (PIK3CA: 

[Mean (SD) – 0.6980 (0.0958), p<0.0001]; AKT: [Mean (SD) – 0.6956 (0.0899), 

p<0.0001]; MTOR: [Mean (SD) – 0.8342 (0.0305), p<0.0001]) (Fig 6A). 

Group 5 J/cm² in keratinocytes increase significatively compared to fibroblasts 

when PIK3CA gene was evaluated [keratinocytes: Mean (SD) – 3.277 (0.3606), 
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Fig 7. Gene relative expression profile with output power of 30 mW and different laser 
energy densities. (A) Human gingival fibroblasts (B) Immortalized human 
keratinocytes Abbreviations: PIK3CA: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 
catalytic subunit alpha; AKT: protein kinase-B; mTOR: mammalian target of the rapamycin; 
PTEN: phosphatase and tensin homolog. 
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p<0.01; fibroblasts: Mean (SD) – 0.6859 (0.0392), p<0.01], AKT [keratinocytes: Mean 

(SD) – 3.350 (0.5926), p<0.01; fibroblasts: Mean (SD) – 0.7721 (0.0155), p<0.01], 

PTEN [keratinocytes: Mean (SD) – 6.780 (0.4946), p<0.0001; fibroblasts: Mean (SD) 

– 0.6976 (0.0815), p<0.0001], and MTOR [keratinocytes: Mean (SD) – 7.261 (1.107), 

p<0.0001; fibroblasts: Mean (SD) – 0.6895 (0.0438), p<0.0001].(Fig 6A). 

 

DISCUSSION 
 

The present study exposes the in vitro effects of PBMT as a potential wound 

healing treatment. However, optimal laser parameters focused on cellular and 

molecular wound repair mecanisms are still unknown. The study aims to investigate 

the effects of different laser parameters to modulate inflammation and repair pathways. 

Since PBMT has shown great results due to its biostimulation ability (Sperandio et al., 

2015; Courtois et al., 2021), delivering the right amount of energy could accelerate 

wound healing. In this context, it is important to study and compare the cellular and 

molecular effects of different laser parameters, as the primary study to a translational 

research.  

Previous studies documented that PBMT enhances fibroblasts and 

keratinocytes proliferation and migration (Sperandio et al., 2015; Torres et al. 2018). It 

is known that wound repair depends on many cellular activities, such as keratinocytes 

involved in filling the gap area during wound repair, and fibroblasts, responsible for 

collagen production (Topaloglu, Özdemir and Çevik, 2021). Our study shows that 

PBMT with 30 mW enhanced cell proliferation and migration in fibroblasts and 

keratinocytes. The energy densities tested in this study can accelerate wound healing. 

However, the comparison of different energy densities has shown distinct responses 

in each cell. This situation can be explained by the modulation of different pathways 

involving in wound repair. 

In fibroblasts, the 3 J/cm² group was the first one to have complete wound 

closure in 36h while in keratinocytes, 5 J/cm² group presented motility enhanced at the 

same follow up hour. Both groups showed a tendency to enhance relative expression 

of TNF-α increased by PBMT, whereas was not statistically significant. It was 

described that TNF-α role in repair is stimulate proliferation and release growth factors 
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which could explain the accelerate wound closure in both groups (Vilcek et al., 1986; 

Chen and Thibeault., 2010).  

 
Compared to fibroblasts, keratinocytes showed migration and proliferation 

significantly increased in the first 12h for all groups tested. The differences were not 

significant in 24h while in 36h of follow up, the pattern changed. Fibroblasts presented 

in 36h a significative reduction in relative area in groups 2, 3 and 4 J/cm2 compared to 

keratinocytes. Worldwide studies suggest that PBMT stimulates tissue repair and the 

results obtained in the scratch assays are consistent with the literature once wounds 

treated with PBMT tended to close earlier than control models (Fushimi et al., 2012; 

Solmaz, Ulgen and Gulsoy, 2017; Sperandio et al., 2015; Sutterby et al., 2022). 

 The PI3K/AKT/mTOR pathway is responsible for many physiological processes 

related to cell growth, proliferation, and apoptosis (Borges et al., 2020; Meng et al., 

2020). To further explore the therapeutic window that may activate PI3K/AKT/mTOR 

pathway, four energy densities of the PBMT were selected and compared to control 

group (0 J/cm²). The protein PI3K, regulated by PTEN, activates the cascade with the 

phosphorylation of AKT, followed by the activation of mTOR, under normal 

physiological conditions (Jere, Houreld and Abrahamese, 2019).  

It was possible to observe a greater expression of MTOR in groups 3 and 5 

J/cm² in keratinocytes. The expression suggests a mTOR activation in the cells, 

increasing cell proliferation and accelerating wound closure (Squarize et al., 2010). As 

analyzed in scratch assay, both groups presented a tendency to increase proliferation 

and migration rate. This can be explained by evaluating the role of mTOR in cell 

growth, proliferation, and survival, signaling growth factors and coordinating the cell 

energy to develop those functions (Khalil and Gout, 2011).  

The successful wound repair happens when tissue restore the integrity by 

orchestrating the production of regulatory molecules and regulating the recruitment of 

cells involving in wound repair (Cialdai et al., 2022). The modulation of 

PI3K/AKT/mTOR pathway genes in fibroblasts 24h after stress induction presented no 

statistical difference compared to control group, except for group 4 J/cm2. In this group, 

the expression of PTEN, regulator of PI3K/AKT/mTOR pathway, was significantly 

enhanced. Negative feedback loops within the pathway act to maintain homeostasis of 

PI3K and AKT, since the regulation of cellular metabolism is dependent upon them 

(Fruman et al., 2017). 
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Keratinocytes significantly increased the relative expression in group 5 J/cm2 for 

all genes, and in group 3 J/cm2 the higher expression were observed in PIK3CA, AKT 

and MTOR. It is important that chosen therapy parameters could modulate the genes 

between the extremes by receiving the right amount depending on healing phase. 

Subsequently to ionizing radiation, as the primary stress induction of in vitro model, 

PI3K is enhanced to promote kinase activation. This is considered an early step to 

response to DNA stand breaks (Zingg et al., 2004; Edwards et al., 2002). 

The increase in inflammatory cytokines expression associated with cancer 

treatments was observed in oral mucositis by Bossi et al., even though, the role was 

not elucidated. The cytokines are often responsible for orchestrating the inflammation 

pathway in cellular response. TNF-α, IL-1β, IL-6 and NF-kB are essential in the 

regenerative and protective process of the body, regulating metabolism and stimulating 

cell proliferation (Kany, Vollrath and Relja, 2019; Lopez-Castejon and Brough, 2011).  

After stress induction, the repair pathway is activated to restore normal cell’s 

function, increasing cell proliferation, and regulating cell survival (Fruman et al., 2017; 

Zingg et al., 2004). Damaged keratinocyte also express cytokines which play an 

important role in proliferation and immune responses, including IL-6, IL-1β and TNF-α 

(Piipponen et al., 2020). The higher expression of inflammatory cytokines in 

keratinocytes in group treated with 3 and 5 J/cm² could be associated to an enhance 

in proliferation phase, as it was possible to observe in scratch assay. Although it was 

not significative, groups 2 and 4 J/cm² tended to decrease the expression of 

inflammatory cytokines, suggesting an inflammatory control. 

Fibroblasts in inflammatory phase acts in wound repair, producing 

proinflammatory cytokines such as IL-6 and TNF-α, having its activity importance 

enhanced in proliferation phase (Cialdai et al., 2022). It also secrets matrix 

metalloproteinases (MMPs) and migrates into wounds (Cialdai et al., 2022; Mescher, 

2017). Opposing keratinocytes expression, the analysis did not find a significant 

difference in relative expression of inflammatory cytokines in evaluated time, 

suggesting that for fibroblasts, densities of energy selected could not modulate the 

inflammation. 

Keratinocytes in group 5 J/cm² showed relative gene expression of all 

inflammatory cytokines significantly higher compared to fibroblasts. During wound 

repair, keratinocytes play an important role recruiting and coordinating different cell 

types by cytokine secretion (Wojtowicz et al., 2014). This suggests that in healing 



   60  

  

 

process, keratinocytes released inflammatory cytokines to contribute to increase cell 

proliferation and migration. In group 2 J/cm², fibroblasts expressed significantly higher 

TNF-α, compared to keratinocytes. The higher expression in fibroblasts could 

contribute to accelerate wound closure in this cell type, compared to keratinocytes, 

since TNF-α has a considerable role in proliferation (Vilcek et al., 1986; Chen and 

Thibeault., 2010).  

Wound healing occurs in four different phases: hemostasis, inflammation, 

proliferation, and maturation. In the proliferation phase, myofibroblasts play an 

important and crucial role in collagen formation. Fibroblasts starts to differentiate in 

myofibroblasts with the presence of cytokine TGF-β, and it is possible to identify the 

differentiation by the expression of α-Smooth muscle actin (α-SMA), a myofibroblast 

marker (Mokoena et al., 2018; Costa, 2021; Cialdai et al., 2022). Myofibroblasts are 

the leaders of the remodeling phase, regulating wound contraction and tissue 

remodeling. The contractile properties support wound contraction and increase 

production of MMPs and extracellular matrix (ECM) proteins, consolidating the 

properties when myofibroblasts incorporate α-SMA into the stress fibers (Bernardo & 

Fibbe, 2013; Cialdai et al., 2022). Since PBMT effects depends on parameters applied, 

it was possible to observe the different expressions of α-SMA in proposed groups. In 

accordance with our results, other authors have found an increase in the expression 

of α-SMA, when influenced by PBMT through the Smad pathway and its role mediating 

wound healing. However, different laser parameters and cell lines were used in the 

analysis (Mokoena et al., 2018; Amaroli et al., 2018; Arany et al., 2007; Ruh et al., 

2018; Keskiner et al., 2016; Mokoena et al., 2020).  

Selecting the optimal parameter is important to observe the expected result and 

understanding the cellular and molecular mechanism of action must be the main 

objective of researchers. Each energy density analyzed were able to contribute to 

wound repair at some point. The authors suggest that researchers must work with an 

energy density interval, fluctuating between sessions, focusing on repair phases to 

select the PBMT best operation. 

 

CONCLUSION 

 

PBMT at 660 nm, an output power of 30 mW and energy densities of 2, 3, 4, 

and 5 J/сm2 were effective to stimulate cell migration, proliferation, and acceleration of 
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wound healing, and it is a promising therapy in in vitro models. Densities of energy of 

3 and 4 J/сm2, in fibroblasts, and 5 J/сm2, in keratinocytes stimulated cell migration and 

proliferation. The greater expression of α-SMA was observed when 3 J/сm2 were 

applied. In addition, densities of 4 J/сm2 in fibroblasts and 5 J/сm2 in keratinocytes 

increased the expression of PTEN while energy densities of 3 and 5 J/сm2 showed 

higher gene expression of AKT and MTOR compared to control. Fibroblasts did not 

presented differences in inflammatory cytokine expression. In keratinocytes, groups 3 

and 5 J/сm2 showed significantly higher expression of TNF-α, IL-1β, and NF-κB. 

Establishing an energy density interval and fluctuate in each session could gather the 

best PBMT response. 
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Appendix 1. Primers’ sequences and characteristics used for RT-qPCR. 

 

 

Name Sequence Scale Purification 

PIK3CA_F CCACGACCATCATCAGGTGAA 100 nm STD 

PIK3CA_R CCTCACGGAGGCATTCTAAAGT 100 nm STD 

    

mTOR_F GCAGATTTGCCAACTATCTTCGG 100 nm STD 

mTOR_R CAGCGGTAAAAGTGTCCCCTG 100 nm STD 

    

AKT1_F TCCTCCTCAAGAATGATGGCA 100 nm STD 

AKT1_R GTGCGTTCGATGACAGTGGT 100 nm STD 

    

PTEN_F TTTGAAGACCATAACCCACCAC 100 nm STD 

PTEN_R ATTACACCAGTTCGTCCCTTTC 100 nm STD 

    

β-ACTIN_F TCACCCACACTGTGCCCATCTACG 100 nm STD 

β-ACTIN_R CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATG 100 nm STD 

    

IL-1β_F ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA 100 nm STD 

IL-1β_R GTCGGAGATTCGTAGCTGGA 100 nm STD 

    

IL-6_F CCTGAACCTTCCAAAGATGGC 100 nm STD 

IL-6_R TTCACCAGGCAAGTCTCCTCA 100 nm STD 

    

NF-kappa B_F AACAGAGAGGATTTCGTTTCCG 100 nm STD 

NF-kappa B_R TTTGACCTGAGGGTAAGACTTCT 100 nm STD 

    

TNF-α_F GGAGAAGGGTGACCGACTCA 100 nm STD 

TNF-α_R CTGCCCAGACTCGGCAA 100 nm STD 
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5. CONSIDERAÇÕES GERAIS E PERSPECTIVAS  

 

Os efeitos da fotobiomodulação dependem de parâmetros como potência, 

densidade de energia, comprimento de onda, área do spot e tempo de exposição. A 

definição desses parâmetros torna-se então imprescindível para o tratamento de 

lesões de mucosa oral (Anders et al. 2015; Zaccara et al. 2015). 

Na mucosite oral, a fotobiomodulação é usada para acelerar todas as fases do 

reparo. Primeiramente, possui eficácia na eliminação de microorganismos e 

angiogênese, o que facilita a migração de células de defesa. Em seguida, as espécies 

reativas de oxigênio (ROS) ativam as plaquetas e atuam junto com o óxido nítrico 

(NO), sinalizando vias e levando ao recrutamento e produção de mediadores 

inflamatórios. Além disso, o aumento de ATP e de NO induz a migração celular, 

proliferação, inibição da apoptose e angiogênese. Por fim, ocorre a formação de 

colágeno pelos miofibroblastos, promovendo, assim, uma aceleração no fechamento 

das lesões (Courtois et al. 2021). 

Se considerarmos que para ocorrer o reparo tecidual é necessário que ocorra 

a migração e proliferação celular, devemos entender os efeitos celulares e 

moleculares da fotobiomodulação, para então entender o processo de cascata 

desencadeado por esse tratamento (Torres et al. 2018).  

No presente estudo, foram investigadas e comparadas diferentes densidades 

de energias no processo de reparo de feridas. A densidade de energia é a quantidade 

de energia transferida por área, sendo assim, sua alteração influencia de forma 

significativa na quantidade de energia total enviada aos tecidos. Por isso, sua 

comparação e compreensão são de extrema importância no âmbito clínico.  

A comparação entre as diferentes densidades de energia entregues no modelo 

in vitro, proporcionou respostas diferentes em fibroblastos gengivais e queratinócitos 

em todos os ensaios realizados. 

Na literatura, existem quatro possíveis mecanismos de ação da 

fotobiomodulação. O primeiro mecanismo diz respeito à produção de ATP. Por 

conseguinte, a absorção de luz pela citocromo c oxidase (Cco) aumenta a 

transferência de elétrons na cadeia respiratória, aumentando a produção de ATP. Um 
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aumento na produção de ATP, por menor que seja, é capaz de aumentar a 

biodisponibilidade, aumentando as funções do metabolismo celular.  

O segundo mecanismo aborda as duas atividades enzimáticas da Cco, sendo 

elas, a conversão de dióxido de nitrogênio (NO2
-) em óxido nítrico (NO), e a redução 

de oxigênio (O2) em água (H2O). A fotobiomodulação, por sua vez, aumenta a 

produção de NO e dissocia da Cco, deixando maior quantidade de NO livre. O NO 

estimula então a vasodilatação e a transcrição de genes que estão envolvidos no 

reparo (Courtois et al. 2021; Karu and Kolyakov, 2005). 

O terceiro mecanismo envolve as ROS. A fotobiomodulação tem uma ação 

antagonista na produção de ROS. Inicialmente, ela aumenta a oxidação, enquanto 

desregula a produção de ROS e a desintoxicação feita pelo próprio sistema. Em 

seguida, ocorre uma adaptação desse sistema, reduzindo o estresse oxidativo. Isso 

ocorre com maiores efeitos nas células em hipoxia, estresse, ou lesão, quando 

comparado a células normais. As ROS tem um papel importante na sinalização de 

vias, ciclo celular, síntese de proteínas e ativação de enzimas, porém, mesmo em 

pequena concentração, tem capacidade de gerar lesão celular, quebrar fitas de DNA 

e fragmentar proteínas. (Sonis, 2011; Karu and Kolyakov, 2005). 

No quarto mecanismo de ação, parte da energia é convertida em calor, 

promovendo um efeito térmico, entretanto, são encontradas poucas evidências e 

discussões na literatura (Sonis, 2011; Courtois et al. 2021). 

Atualmente, não existe um consenso em relação aos parâmetros do laser, 

utilizados no tratamento e prevenção da mucosite oral. Não obstante, a condução de 

estudos com foco em observar as diferenças da aplicação desses parâmetros têm 

sido de interesse na literatura (Marques et al. 2016, AlGhamdi et al. 2021). Nesse 

contexto, estudos in vitro são capazes de auxiliar na individualização das respostas e 

na identificação de moléculas alvo, de forma a buscar os melhores protocolos para a 

padronização e replicação, considerando os parâmetros de aplicação do laser e a 

resposta clínica esperada, inclusive, com diferentes equipamentos (Marques et al. 

2016, AlGhamdi et al. 2021). 

Nesse diapasão, faz-se necessária a comparação de diferentes protocolos, 

para que se possa determinar uma combinação dos parâmetros do laser de baixa 
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potência dentro de um intervalo de resposta, nos diferentes tipos celulares, visando 

obter uma melhor aplicação clínica.  

Diante do exposto, as perspectivas futuras incluem a avaliação da expressão 

de proteínas, bem como a análise da resposta celular em modelos de co-cultura, 

incluindo fibroblastos e queratinócitos, tendo em vista os possíveis efeitos da interação 

celular. A hipótese é que essa interação contribuirá para um aumento na expressão 

de proteínas envolvidas no reparo tecidual, maior controle da inflamação e aceleração 

do reparo. 
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6. CONCLUSÕES  

 

O estudo mostrou que a fotobiomodulação com o laser configurado em 660 nm 

de comprimento de onda, e densidades de energia de 2, 3, 4 e 5 J/cm2, pode modular 

positivamente o reparo das feridas, atuando na migração, proliferação celular e 

expressão gênica de citocinas inflamatórias e das vias de sinalização do processo de 

reparo.  

Os resultados obtidos pela utilização do comprimento de onda de 660 nm, em 

quatro sessões de aplicação de laser, com intervalo de 6 horas entre cada sessão, 

sugerem que a potência de 30 mW, com maior tempo de aplicação, apresenta 

melhores resultados na viabilidade celular de fibroblastos gengivais humanos, quando 

comparado a mesma densidade de energia e potência de 40 mW.   

Quando selecionada a potência de 30 mW, as densidades de energia de 2, 3, 

4 e 5 J/cm2 se mostraram eficientes na migração e proliferação celular, acelerando o 

processo de fechamento das feridas. As densidades de energia de 3 e 4 J/cm2, em 

fibroblastos, e de 5 J/cm2, em queratinócitos, geraram resultados estatisticamente 

significativos quando comparados com os respectivos controles. A resposta dos 

queratinócitos, nas primeiras 12h de acompanhamento, é maior, quando comparada 

aos fibroblastos, entretanto, o fechamento total da ferida ocorreu primeiro nos 

fibroblastos. 

 Além disso, a expressão gênica também foi influenciada pela 

fotobiomodulação nas duas linhagens celulares. Nos queratinócitos, os grupos que 

utilizaram densidades de energia de 3 e 5 J/cm2 apresentaram um aumento 

significativo na expressão de AKT e MTOR, sendo que o de 5 J/cm2 também 

apresentou um aumento significativo na expressão de PTEN. Nos fibroblastos, a 

expressão de PTEN aumentou mediante a utilização da densidade de 4 J/cm2. As 

citocinas inflamatórias não foram influenciadas significativamente nos fibroblastos, 

enquanto nos queratinócitos, foi observado aumento na expressão de TNF-α, IL-1β, e 

NF-κB nos grupos 3 e 5 J/сm2. Nos fibroblastos, a maior expressão de α-SMA foi 

observada na utilização da densidade de 3 J/cm2.  

Por fim, o estudo identificou que a utilização do comprimento de onda de 660 

nm, sob a potência de 30 mW, foi efetivo para estimular a migração e proliferação 
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celular, bem como acelerar o reparo tecidual nas linhagens testadas. A 

fotobiomodulação é considerada uma terapia promissora, principalmente pela 

capacidade de modular vias envolvidas no reparo do tecido. Entretanto, observou-se 

que diferentes densidades de energia apresentam diferentes respostas. Com isso, 

sugere-se a definição de um intervalo de densidade de energia, que pode variar entre 

as sessões, de acordo com as fases do reparo do tecido, para que se obtenha o 

melhor desempenho da fotobiomodulação. Assim, entender o efeito biológico de cada 

parâmetro do laser é fundamental para melhorar estratégias de tratamento. 
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APÊNDICES 

 

APÊNDICE A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 
Universidade de Brasília 

Pós-Graduação em Ciências da Saúde 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE 

 Convidamos o(a) Senhor(a) a participar voluntariamente do projeto de pesquisa “Modelo in vitro de lesão 

radioinduzida estabelecido com cultura primária de Fibroblastos Gengivais Humanos", sob a responsabilidade da 

pesquisadora Mylene Martins Monteiro. Para o estabelecimento de uma cultura primária, as células a serem cultivas são isoladas  

diretamente do tecido e processadas em condições ideias. Por serem derivadas de tecido e não modificadas, são mais semelhantes 

ao estado in vivo e exibem fisiologia normal, representando alternativas com alta relevância biológica para o desenvolvimento de 

modelos in vitro. Dessa forma, a cultura primária é extensivamente utilizada em estudos laboratoriais, sendo capazes de se 

expandir mantendo as características e funções originais, o que permite compreender os efeitos tanto de estímulos agressores, 

como de propostas terapêuticas, de maneira mais fidedigna. Como os fibroblastos são importantes células presentes na mucosa 

oral, o isolamento desse tipo celular por meio de fragmentos gengivais auxiliam no desenvolvimento de modelos que mimetizem 

lesões orais, como aquelas radioinduzidas. Assim, o presente estudo tem como objetivo desenvolver um modelo laboratorial com 

fibroblastos gengivais isolados diretamente da mucosa oral humana, para melhor compreender o processo inflamatório após uma 

agressão radioinduzida, e estudar a resposta celular e o processo de reparo após o tratamento do modelo com produtos naturais e 

fotobiomodulação. O modelo será desenvolvido a partir de fragmentos gengivais obtidos em cirurgias orais tais como extrações 

dentárias e instalação de implantes. Com esta pesquisa, espera-se verificar os efeitos celulares de fármacos naturais e da 

fotobiomodulação como terapias alternativas para reparo de lesões orais após estímulo radioinduzido. 

O(a) senhor(a) receberá todos os esclarecimentos necessários antes e no decorrer da pesquisa e lhe asseguramos que seu 

nome não aparecerá, sendo mantido o mais rigoroso sigilo pela omissão total de quaisquer informações que permitam identificá-

lo(a). 

Ao assinar este termo, o senhor (a) estará concedendo uma amostra de gengiva em região com indicação de extração 

dentária ou instalação de implante para contribuir com esta pesquisa, consciente de que este(s) procedimento(s) tiveram indicação 

terapêutica, para melhoria da sua saúde, não estando, portanto, a cirurgia oral vinculada ao projeto em questão. Cabe ressaltar que 

o procedimento cirúrgico será realizado independente do aceite ou não em participar da pesquisa. Ao assinar esse termo, o senhor 

(a) autoriza a coleta, o depósito, o armazenamento e a utilização do material associado a esse projeto de pesquisa. 

O senhor (a) não terá nenhum custo e não receberá nenhuma remuneração ao participar desta pesquisa. A sua 

participação ao conceder a gengiva não implica despesas, mas caso haja, será feita compensação material, exclusivamente de suas 

despesas e seus acompanhantes, tais como transporte e alimentação. Os riscos que este estudo oferece seriam os de vincular as 

células da gengiva a sua identidade. Porém, as amostras serão codificadas com números, garantindo, assim, a sua 

confidencialidade (seu nome não será revelado). Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participação na 

pesquisa, você deverá buscar ser indenizado, obedecendo-se as disposições legais vigentes no Brasil. Em qualquer momento, o 

senhor(a) poderá ter acesso aos resultados e eles poderão ser publicados em eventos e revistas científicas sempre mantendo o 

sigilo da sua participação. 

A pesquisa não oferece benefícios diretos e imediatos ao senhor(a), mas como benefícios futuros, espera-se que a 

pesquisa permita uma melhor compreensão dos eventos relacionados com os processos inflamatórios e de reparo da mucosa oral, 

bem como o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas buscando a melhoria da saúde bucal.  

________________    _________________                
Rúbrica Participante    Rúbrica Pesquisador                                                                                                                                     1/2
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Durante a realização dos experimentos e após sua conclusão, as células serão armazenadas e dependendo dos resultados 

obtidos no presente estudo, poderão ser utilizadas em pesquisa futura. Por isso, há a necessidade de armazenamento dos tecidos 

coletados em biorrepositório, para não precisar de uma nova coleta em outros indivíduos. No caso de pesquisa futura, o senhor(a) 

será contatado para novo consentimento específico referente ao novo projeto de pesquisa e os novos projetos serão submetidos 

para aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa e, se for o caso, da Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP). 

O(a) Senhor(a) pode se recusar ou desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuízo para 

o(a) senhor(a), retirando o consentimento de utilização e armazenamento de suas células e pedindo a destruição e descarte do 

material. Para isso, o senhor(a) deve formalizar a retirada do consentimento por manifestação escrita e assinada.  

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer dúvida em relação à pesquisa, por favor telefone para a pesquisadora responsável, 

Mylene Martins Monteiro, pelo telefone 61 98477-4585, disponível inclusive para ligação a cobrar, ou por e-mail 

(mylenemonteiro7@gmail.com), ou com a professora orientadora, Eliete Neves da Silva Guerra, pelo telefone 61 99668-4988 ou 

por e-mail (elieteneves.unb@gmail.com). 

 Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências da Saúde (CEP/FS) da 

Universidade de Brasília. O CEP é composto por profissionais de diferentes áreas cuja função é defender os interesses dos 

participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrões éticos. As 

dúvidas com relação à assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa podem ser esclarecidos pelo telefone (61) 

3107-1947 ou pelo e-mail cepfs@unb.br ou cepfsunb@gmail.com, horário de atendimento de 10:00hs às 12:00hs e de 13:30hs às 

15:30hs, de segunda a sexta-feira. O CEP/FS se localiza na Faculdade de Ciências da Saúde, Campus Universitário Darcy Ribeiro, 

Universidade de Brasília, Asa Norte. 

 Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi elaborado em duas vias, uma ficará com o 

pesquisador responsável e a outra com o Senhor (a). 

______________________________________________  

Assinatura do participante 

____________________________________________  

Assinatura do Pesquisador Responsável 

Brasília, ____ de ____________de _________.
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