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RESUMO 

A terapia celular (TC) busca melhorar as limitações das abordagens terapêuticas 
convencionais. Visando melhorar o reparo ósseo, as células-tronco mesenquimais 
(CTMs) vêm se tornando uma alternativa e, associadas com a fotobiomodulação 
(FBM) e o cultivo tridimensional (3D), podem se tornar uma estratégia promissora. O 
objetivo deste estudo foi analisar os efeitos da FBM com laser de baixa intensidade 
(685 nm) sobre esferoides multicelulares (EMs) de células-tronco mesenquimais da 
bursa subacromial humana (CTMBSh) como conceito para aplicação em TC. Para tal, 
CTMBSh foram extraídas, isoladas e caracterizadas quanto ao perfil mesenquimal 
pelo potencial de diferenciação nas linhagens osteogênica e adipogênica. Para a 
constituição dos EMs foram utilizados moldes de agarose contendo micropoços, que 
foram semeados (3,5x105 células/ml) e mantidos sob condições ideais de cultivo. Os 
moldes foram irradiados por 5 dias consecutivos totalizando 5 aplicações (685 nm 35 
mW, 9 mW/cm² 0.5 1.0 e 1.5 J/cm², com 55, 110 e 165 s). A constituição dos EMs foi 
analisada através de imagens de microscopia de campo aberto. A viabilidade celular 
foi quantificada ao final da constituição dos EMs e 4 dias após transferência e cultivo 
2D. O potencial de diferenciação osteogênica foi avaliado pela detecção por 
fotogrametria dos nódulos de mineralização. O perfil de produção e liberação de 
citocinas foi estabelecido pela determinação, por imunodetecção, dos níveis de 
citocinas liberados em meio de cultura das interleucinas 1 beta (IL-1β), 6 (IL-6), 10 (IL-
10) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α). O potencial de liberação de biomoléculas 
no meio de cultivo de EMs de CTMBSh permite avaliar a capacidade de proliferação 
e migração celular para através do Ensaio de Ferida. Os resultados obtidos referentes 
à FBM sobre os EMs demonstraram a influência de efeito biomodulador dose-
dependente sobre a constituição dos EMs. As fluências utilizadas não exerceram 
influência bioestimuladora sobre as viabilidades e sobre o processo de diferenciação 
osteogênica. Houve influência bioinibitória na fluência de 1.5 J/cm2 no perfil de 
liberação de IL-6 e influência bioestimuladora na produção de TNF-α. No fechamento 
da ferida as fluências de 0.5 e 1.0 J/cm2 exerceram influência bioestimuladora na 
liberação de fatores de crescimento, aumentando proliferação e migração celular, e a 
fluência de 1.5 J/cm2 apresentou um efeito bioinibitório. Conclui-se que a FBM é capaz 
de exercer influência biomoduladora em CTMBSh cultivadas em EMs e contribuir nas 
estratégias de TC utilizadas na Medicina Regenerativa (MR). 
 
 
 
 
 

Palavras-chave: Fotobiomodulação; Imunomodulação; Laser de Baixa Intensidade; 
Medicina Regenerativa; Células-tronco Mesenquimais. 
 
 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Cell therapy (CT) seeks to improve the limitations of conventional therapeutic 
approaches. In order to improve bone repair, mesenchymal stem cells (MSCs) have 
become an alternative and, associated with photobiomodulation (PBM) and three-
dimensional culture (3D), can become a promising strategy. The aim of this study was 
to analyze the effects of PBM with low-level laser (685 nm) on multicellular spheroids 
(MSs) of human subacromial bursa mesenchymal stem cells (hMSCSB) as a concept 
for application in CT. For this purpose, hMSCSB were extracted, isolated and 
characterized as to the mesenchymal profile by the potential for differentiation in the 
osteogenic and adipogenic strains. For the constitution of MSs, agarose molds 
containing microwells were used, which were seeded (3.5x105 cells/ml) and kept under 
ideal culture conditions. The molds were irradiated for 5 consecutive days totaling 5 
applications (685nm 35 mW, 9 mW/cm² 0.5 1.0 and 1.5 J/cm², with 55, 110 and 165 
s). The constitution of MSs was analyzed using open field microscopy images. Cell 
viability was quantified at the end of the constitution of MS and 4 days after transfer 
and 2D culture. The potential for osteogenic differentiation was assessed by 
photogrammetry detection of the mineralization nodules. The production and release 
profile of cytokines was established by the determination, by immunodetection, of the 
levels of cytokines released in culture medium of interleukins 1 beta (IL-1β), 6 (IL-6), 
10 (IL-10) and factor of tumor necrosis alpha (TNF-α). The potential for biomolecules 
to be released into the MS culture medium of hMSCSB allows to evaluate the ability of 
cell proliferation and migration through the Scratch Assay. The results obtained 
regarding FBM on MSs demonstrated the influence of a dose-dependent biomodulator 
effect on the constitution of MSs. The fluences used did not exert a biostimulating 
influence on the viability and on the osteogenic differentiation process. There was a 
bioinhibitory influence on the fluence of 1.5 J/cm2 in the IL-6 release profile and a 
biostimulatory influence on the production of TNF-α. At wound closure, fluences of 0.5 
and 1.0 J/cm2 exerted a biostimulatory influence on the release of growth factors, 
increasing cell proliferation and migration, and fluency of 1.5 J/cm2 had a bioinhibitory 
effect. We conclude that FBM is capable of exerting a biomodulating influence on 
hMSCSB grown in MSs and contributing to the CT strategies used in Regenerative 
Medicine (RM). 
 

 

 

 

Keywords: Photobiomodulation; Immunomodulation; Low Intensity Laser; 
Regenerative Medicine; Mesenchymal stem cells. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

  A medicina regenerativa (MR) consiste em uma ciência interdisciplinar 

destinada ao desenvolvimento de produtos, métodos e técnicas direcionadas ao 

aprimoramento da eficiência do processo de reparo intrínseco na restauração 

estrutural e funcional de tecidos e órgãos. Sua abordagem busca superar as 

limitações dos tratamentos convencionais e consiste na utilização de suportes 

biológicos, células e biomoléculas, com a finalidade de orientar e estimular a 

regeneração do novo tecido (HENSON et al., 2012; SAMPOGNA et al., 2015; DOLAN 

et al., 2018).   

  A proposta de terapia celular (TC) em MR é potencializar o processo de 

restauração tecidual como o uso de células-tronco mesenquimais (CTMs), facilitando 

o repovoamento e a modulação do ambiente de reparo no “nicho celular”. O potencial 

terapêutico das CTMs começou a ser utilizado há aproximadamente quatro décadas, 

após as descobertas de Friedenstein e colaboradores (1968) (BIANCO et al.,2006; 

COLOMBO et al., 2017). A utilização de CTMs se justifica como alternativa, com 

grande potencial estratégico, pela possibilidade de ampliação do contingente de 

reparo, pela maior possibilidade de diferenciação em células teciduais específicas e 

pelo potencial de modulação bioquímica do microambiente de reparo. Em teoria, tais 

influências potencializam os fenômenos celulares do processo de auto-reparo 

trazendo novas perspectivas para o tratamento de diversas patologias, inclusive no 

processo de reparo ósseo (VOGEL et al., 2003; SCHMITT et al., 2012; ZHANG et al., 

2017; SHOJAEI et al., 2019). 

  O tecido ósseo, diferente de outros tecidos, possui a capacidade de 

regeneração, restabelecendo todas as propriedades preexistentes de sua estrutura e 

função originais sem a formação de um tecido cicatricial. Porém, existem algumas 

condições que comprometem o processo de auto-regeneração, como nos casos de 

condições biológicas e/ou biomecânicas desfavoráveis ou na reconstrução de 

grandes defeitos ósseos criados por trauma, infecção, tumores e anormalidades 

esqueléticas (DIMITRIOU et al., 2011; LICHTE et al., 2011).   

  Em condições nas quais as lesões ósseas não são capazes de se regenerar 

são utilizados usualmente enxertos ósseos, porém, esse recurso possui algumas 

limitações como: a quantidade limitada de tecido a ser retirado do local doador e um 

trauma adicional. A engenharia de tecidos e a medicina regenerativa, vêm buscando 
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estratégias para melhorar o processo de reparo ósseo nos tratamentos de lesões e 

fraturas (SCHROEDER; MOSHEIFF, 2011; MADRID et al., 2019; SHARMA et al., 

2019). 

  As células utilizadas em TC são geralmente autólogas e, na grande maioria dos 

casos, precisam ser cultivadas e expandidas in vitro, em ambiente bidimensional, 

considerando a necessidade de um maior contingente celular antes do carreamento 

para o tecido alvo (MOUNT et al., 2015). 

  Apesar das pesquisas in vitro baseadas em cultivo bidimensional (2D), ou 

monocamada, terem sido um método valioso, suas limitações estão sendo cada vez 

mais discutidas (FENNEMA et al., 2013; EDMONDSON et al., 2014). O cultivo 

tridimensional (3D) vem demonstrando mimetizar de maneira mais realística o 

microambiente in vivo, proporcionando desde a aquisição de uma morfologia celular 

mais fiel como de condições metabólicas (geração de gradiente para nutrientes, 

gases, fatores de crescimento e demais moléculas de sinalização) típicas dos tecidos 

biológicos, tanto em condições fisiológicas como patológicas (HUANG; GAO, 2018; 

TOMASI et al., 2020). Um dos modelos mais utilizados de cultivo 3D são os esferoides 

multicelulares (EMs). Os EMs são agregados celulares que não possuem um 

substrato que auxilie nas interações das células durante o processo de cultivo 

(ACHILLI et al., 2012; WANG et al., 2013). 

  A fim de maximizar o potencial terapêutico da proposta, sobretudo preservando 

a viabilidade celular após implantação, diversas pesquisas estão sendo conduzidas 

buscando avaliar a influência de recursos biomodulatórios ainda durante a fase de 

cultivo celular (IMURA et al., 2019; O'SULLIVAN et al., 2019).  

  A fotobiomodulação (FBM), é uma forma de terapia de luz que utiliza fontes de 

luz, incluindo LASERS, diodos emissores de luz (LEDs) e luz de amplo espectro, nos 

parâmetros de luz visível e infravermelho. A FBM com uso do laser de baixa 

intensidade (LBI) é um recurso terapêutico reconhecido que, atuando em nível celular, 

é capaz de provocar modificações bioquímicas, bioelétricas e bioenergéticas, que 

culminam na modulação do metabolismo, da proliferação, diferenciação celular e perfil 

de liberação de biomoléculas (ALVES et al., 2014; ABD-ELAA et al., 2015). 

  O estabelecimento e a caracterização da influência fotobiomudulatória do LBI 

vermelho sobre CTMs, cultivadas em EMs mimetizando a etapa de cultivo in vitro pré-

carreamento, faz-se necessários para determinar o real potencial do uso deste recurso 
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a fim de potencializar os resultados almejados com a terapia celular em MR óssea. 

Ressalta-se que não foram localizadas publicações científicas relacionadas a este 

tema. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 TECIDO ÓSSEO 

 

  O osso é um órgão responsável pela proteção, homeostase mineral e suporte 

estrutural do corpo humano, sendo constituído por um tecido dinâmico e bastante 

vascularizado que cresce, renova-se e mantém-se ativo durante toda a vida do 

organismo sem deixar cicatriz. O esqueleto adulto é composto por 206 ossos 

individuais que são divididos em cinco categorias principais: ossos longos 

responsáveis em apoiar o peso corporal; curtos proporcionando movimento e 

estabilidade; planos para a proteção de órgãos internos; irregulares e ossos 

sesamóides que são embutidos nos tendões (SOMMERFELDT; RUBIN, 2001; LOPES 

et al., 2018).  

  O osso é composto por tecido conjuntivo especializado, altamente 

vascularizado e inervado que forma juntamente com a cartilagem, o sistema 

esquelético. Dentre as funções do tecido ósseo no organismo, três apresentam 

destaque, que são: promover suporte mecânico e ser um sítio para associação de 

músculos, a fim de haver locomoção; proteger órgãos vitais e a medula óssea, uma 

vez que esta encontra-se alojada no interior de ossos longos e planos; e reservar 

cálcio e fosfato utilizados para a manutenção da homeostase (BARON, 2008). 

  Recentemente, avanços na biologia óssea têm destacado a importância do 

esqueleto como órgão endócrino, que modula a tolerância à glicose e a produção de 

testosterona pela secreção de uma proteína óssea específica, a osteocalcina e 

controlarem a homeostase dos íons minerais como o fator de crescimento fibroblástico 

23 (FGF23). O osso é alvo de diferentes glândulas endócrinas ou tecidos por meio de 

vários hormônios e/ou moléculas como o peptídeo-1 semelhante ao glucagon (GLP-

1), paratormônio (PTH), adipocinas e citocinas produzidas por células imunes (YODA, 

2016; BRUNETTI et al., 2017). 

  O tecido ósseo é composto por diferentes tipos de células como osteoblastos, 

osteoclastos, osteócitos e células de revestimento (osteoprogenitoras ou células 

osteogênicas). O osteoblasto, a célula óssea responsável pela formação de um novo 

osso, é encontrado nas porções crescentes do osso, incluindo o periósteo e o 

endósteo. Osteoblastos, que não se dividem, sintetizam e secretam os constituintes 
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elementares da matriz, tal como moléculas de colágeno e glicoproteínas. À medida 

que a matriz secretada ao redor do osteoblasto se calcifica, o osteoblasto pode ficar 

preso dentro dela. Como resultado, ele muda de estrutura tornando-se um osteócito, 

a célula mais numerosa do osso maduro e o tipo mais comum de célula óssea. Cada 

osteócito está localizado em um espaço (lacuna) cercado por tecido ósseo. Os 

osteócitos mantêm a concentração de minerais da matriz por meio da secreção de 

enzimas. Diferente dos osteoblastos, os osteócitos não têm atividade mitótica. Eles 

são capazes de se comunicar uns com os outros e receber nutrientes por meio de 

longos processos citoplasmáticos que se estendem pelos canalículos, canais dentro 

da matriz óssea (MOHAMED, 2008; SILVA et al., 2015). 

  A matriz extracelular é composta por uma fase inorgânica mineralizada, 

composta por 65% de hidroxiapatita e fosfato tricálcico, e um componente extracelular 

orgânico, composto por 35% de colágeno I e proteínas não colágenas (JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2013; GARTNER; HIATT, 2014). O componente orgânico da matriz 

óssea representa por volta de 35% do peso seco do osso e é formado por colágeno 

tipo I em sua maioria, e uma pequena quantidade de proteoglicanos e glicoproteínas. 

 O colágeno representa 90 a 95% de todo o componente orgânico, sendo 

disposto em feixes de 50 a 70 nm de diâmetro, apresentando grande quantidade de 

ligações cruzadas. Os outros componentes orgânicos da matriz óssea incluem 

glicosaminoglicanas ligadas ao ácido hialurônico, como o sulfato de condroitina e 

sulfato de queratano, e as glicoproteínas ósseas, representadas pela osteocalcina, 

osteopontina e sialoproteína óssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). 

  O osso é constantemente renovado através do processo de remodelação 

óssea, que ocorre em cerca de 10% do esqueleto adulto a qualquer momento. Embora 

o tecido ósseo apresente uma capacidade regenerativa quando lesado, observa-se 

que essa propriedade se torna ineficiente diante de lesões mais extensas, tais quais 

os defeitos ósseos críticos, requerendo assim intervenções externas que promovam 

estímulos ao processo de cicatrização (CALABRESE et al., 2012; MOREIRA et al., 

2018). Diante dessas circunstâncias, fica evidente a necessidade de desenvolvimento 

de novos e eficazes tratamentos. Dentre as causas de defeitos ósseos pode-se citar 

os traumas de alta energia, tumores, infecções (osteomielite) e anomalias congênitas, 

que acarretam um impacto na qualidade de vida de milhões de pessoas em todo o 

mundo. Espera-se que as fraturas ósseas relacionadas à idade aumentem nos 
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Estados Unidos de 2,1 milhões em 2005, para mais de três milhões de fraturas em 

2025, considerando apenas a população idosa. Na Europa, estima-se que o número 

anual de fraturas suba 28% em relação de 2010 até 2025, com um aumento de 3,5 

milhões para 4,5 milhões de fraturas (BRASSOLATTI et al., 2018; LOPES et al., 2018). 

  A auto recuperação das fraturas é um processo bem orquestrado e envolve 

uma cascata de eventos biológicos, dentre os quais a inflamação, a vascularização, o 

recrutamento celular e a diferenciação osteogênica são os mais importantes e os mais 

investigados (LI et al., 2019).  

  O reparo ósseo se inicia quando os vasos sanguíneos do osso fraturado se 

rompem causando a hemorragia, que resulta na formação de um hematoma no local 

da ruptura (Figura 1). Os vasos sanguíneos danificados nas extremidades fraturadas 

do osso são selados pelo processo de coagulação. As células ósseas, privadas de 

nutrientes, começam a morrer (hipóxia secundária). 

 

Figura 1 – Fases do reparo de fraturas: formação de hematoma, após inicia-se a inflamação 
e recrutamento celular, vascularização do tecido, processo de formação de calo ósseo e 
diferenciação osteogênica, remodelação do calo ósseo e reparo da fratura. 

 

 

Fonte: Adaptado Li et al., 2019. 

 

  A fase seguinte do reparo é caracterizada pelo processo inflamatório, 

diretamente responsável pelo controle orquestrado de eventos vasculares e celulares 

que culminam na regeneração tecidual. Na fase inicial da inflamação, citocinas pró-

inflamatórias como o fator de necrose tumoral (TNF), fator de crescimento 

transformador (TGF), interleucina um (IL-1) e interleucina seis (IL-6), recrutam células 

inflamatórias responsáveis pela fagocitose do tecido necrótico e produção de fatores 

pró-angiogênicos, como o fator de crescimento derivado de plaquetas-BB (PDGF-BB) 
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e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), e fatores pró-osteogênicos, como 

as proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), que serão responsáveis, 

respectivamente, pelos eventos de revascularização e neoformação óssea (LI et al., 

2019). 

  Todos os eventos biológicos relacionados à neoformação óssea são realizados 

por CTMs residentes no periósteo e endósteo, denominadas células precursoras 

osteogênicas (CPO), que são recrutadas para o local da lesão, sofrem proliferação e 

diferenciação celular sob ação de moléculas de sinalização como BMPs, fator de 

crescimento fibroblástico (FGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-β) e 

fator derivado de células estromais -1 (SDF-1). Tais moléculas de sinalização podem 

ser liberadas da matriz ou secretadas por outras células presentes no sítio de reparo 

(CUI et al., 2016; CANADAS et al., 2018).   

  O tecido de reparo provisoriamente formado entre as extremidades do osso 

quebrado, na etapa inicial da fase fibroproliferativa do processo de reparo, tem 

característica fibrocartilaginosa e é composto de uma mescla de cartilagem hialina e 

fibrocartilagem. No final dessa fase, concluindo o processo de regeneração óssea, tal 

tecido fibrocartilaginoso é substituído em tecido ósseo pela ação dos osteoblastos 

oriundos da diferenciação das CPOs. Ressalta-se que tal etapa é dependente do 

processo de revascularização. O osso recém formado, após o processo de 

remodelamento que conclui o processo de reparo, apresenta características 

semelhantes, estrutural e funcionalmente, ao osso original (DESCHASEAUX et al., 

2009; LI et al., 2019; PIÑEIRO-RAMIL et al., 2019). 

  Atualmente, a MR vem buscando melhorar o processo de reparo ósseo, 

visando melhorar a osteogênese tanto em condições saudáveis quanto inflamatórias 

(WYSOCKA et al., 2019).  

 

 2.2 MEDICINA REGENERATIVA 

 

  O bom funcionamento dos tecidos e órgãos do corpo depende de processos 

regenerativos naturais, que mantêm a homeostase celular e substituem as células 

danificadas após a lesão. Em muitos, embora não em todos os tecidos, o potencial 

regenerativo é determinado pela presença e funcionalidade de uma população de 
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CTMs e progenitoras, que respondem a estímulos para produzir células de reposição 

quando necessário (WAGERS, 2012). 

  Quando os processos regenerativos naturais falham, sequelas podem ser 

geradas determinando severo comprometimento na função e qualidade de vida. A fim 

de reduzir a ocorrência dessas sequelas, e aprimorar o potencial intrínseco de reparo, 

novas estratégias terapêuticas vêm sendo desenvolvidas (DOLAN et al, 2018). 

  A medicina regenerativa (MR) consiste em uma ciência interdisciplinar aplicada 

destinada ao desenvolvimento de produtos, métodos e técnicas direcionadas ao 

aprimoramento da eficiência do processo de reparo intrínseco na restauração 

estrutural e funcional de tecidos e órgãos. Sua abordagem se fundamenta na 

utilização de suportes biológicos, de biomoléculas e/ou da terapia com células tronco 

mesenquimais autólogas (Figura 2), como estratégias isoladas ou combinadas, com 

a finalidade de reduzir o tempo e/ou melhorar a qualidade do tecido neoformado a fim 

de restaurar, ao máximo, sua estrutura e função (SAMPOGNA; GURAYA; 

FORGIONE, 2015; DOLAN et al, 2018). 

  

Figura 2 – Representação esquemática das estratégias utilizadas na medicina regenerativa. 
Existem substancialmente três abordagens: terapia celular baseadas em células, moléculas 
sinalizadoras do processo de reparação tecidual e a bioengenharia dos suportes (scaffolds). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado SAMPOGNA; GURAYA; FORGIONE, 2015 

   

  A proposta de terapia celular (TC) em MR é acelerar e potencializar as fases 

do processo regenerativo e melhorar a qualidade da regeneração tecidual, com a 

restauração do tecido mais próximo possível do natural. Utiliza, preferencialmente, 

CTMs, considerando seu potencial de diferenciação em células teciduais específicas 

e de modulação bioquímica do microambiente de reparo. Em teoria, tais influências 
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potencializam os fenômenos celulares do processo de autorreparo (ZHANG et al., 

2017; CLARKE et al., 2018; SHOJAEIF et al., 2019).  

  A MR óssea é um campo de pesquisa que vem crescendo devido às limitações 

significativas encontradas pelas opções atuais de tratamento e pela elevada 

incidência de lesões decorrentes de traumas. O risco de fraturas ocasionadas por 

acidentes automobilísticos representa um grave problema, sobretudo para o 

crescente número de pessoas que habitam grandes centros urbanos. Além disso, o 

aumento da expectativa de vida eleva o risco de ocorrência de lesões associadas ao 

tecido ósseo entre a população (ORCIANI et al., 2017). 

  A principal condição responsável pelas elevadas taxas de insucesso no reparo 

ósseo intrínseco são os denominados defeitos críticos, principalmente gerados pelas 

fraturas complexas associadas às fraturas de alta energia ou pela ressecção de 

tumores. Esses casos são frequentemente abordados com a utilização de enxertos 

ósseos autólogos, considerados o padrão ouro no tratamento ortopédico. Em 

contrapartida, esses procedimentos também apresentam limitações e estão 

associados a efeitos deletérios no organismo dos pacientes. Dentre eles pode-se citar 

a restrição do tamanho do enxerto que pode ser colhido e o risco adicional de 

morbidade e complicações no sítio doador, incluindo infecção e dor contínua após 

cirurgia. Dessa maneira, há a necessidade do desenvolvimento de abordagens na 

área de engenharia de tecidos que promovam o remodelamento e a regeneração do 

tecido ósseo, de modo que ele volte a ser saudável e funcional, utilizando uma série 

de abordagens interdisciplinares, incluindo a biologia do desenvolvimento, a ciência 

dos materiais, as células-tronco (CT) e a bioengenharia (SISTI et. al., 2016; 

TURNBULL et. al., 2018). 

  As CTMs são consideradas a melhor opção dentre os tipos de CT devido a sua 

disponibilidade nos tecidos, ausência de problemas éticos e/ou religiosos para a sua 

utilização em pesquisas científicas e a não formação de teratomas (MACHADO, 

2013). 

  Nos últimos anos, a introdução do potencial uso de CTMs, trouxe novas 

perspectivas para o tratamento celular de patologias, inclusive no processo de reparo 

ósseo. Devido esta plasticidade no potencial de diferenciação, as CTMs são 

alternativa com grande potencial estratégico para aplicações ortopédicas, pois 

contribuem com o processo de reparo tecidual modulando o microambiente, atuando 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2452199X17300397#!
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sobre o processo inflamatório, estimulando o processo de revascularização, com a 

restauração da matriz extracelular e também com o repovoamento por células 

diferenciadas específicas do tecido (VOGEL et al., 2003; ROSENTHAL; BADYLAK, 

2016; VAN GOGH et al., 2019). 

  

  2.3 CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

 

  Células-tronco (CT) foram descritas originalmente como “células progenitoras 

adultas”, não-fagocíticas, não hematopoiéticas e semelhantes a fibroblastos que 

foram isoladas ex vivo em pequeno número celular por possuírem aderência plástica 

(FRIEDENSTEIN et. al., 1968).  

  As CTs são classificadas em células-tronco embrionárias (CTEs), células-

tronco do sangue do cordão umbilical e células-tronco do líquido amniótico, células-

tronco não embrionárias adultas (CTAs) e células-tronco pluripotentes induzidas 

(iPSCs). As CTEs são células pluripotentes com potencial ilimitado de auto-renovação 

e diferenciação, sendo obtidas a partir da massa celular interna do blastocisto 

(MITALIPOV; WOLF, 2009). Durante o processo de organogênese, as células 

diferenciam-se progressivamente, tornando-se específicas e perdendo a capacidade 

de se diferenciar em outras células. A capacidade de se diferenciar em outros tipos 

de células também pode ser definida como plasticidade das CT. O desenvolvimento 

de um indivíduo começa a partir de uma única célula, o zigoto (Figura 3). O zigoto e 

cada blastômero do embrião primário são totipotentes, com o potencial de desenvolver 

um organismo inteiro. Conforme o desenvolvimento se desenrola, a plasticidade de 

células-tronco declina gradualmente, resultando em células pluripotentes, 

multipotentes, unipotentes e células somáticas terminalmente diferenciadas 

(SAMPOGNA; GURAYA; FORGIONE, 2015). 
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Figura 3 - A capacidade de se diferenciar em outros tipos de células é definida como “potência 
celular” classificada em totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes e onipotentes. 

 

Fonte: Adaptado de MITALIPOV; WOLF, 2009. 

  

  As CTMs foram descritas inicialmente por Pittenger e colaboradores (1999), 

que demonstraram o potencial de diferenciação. São células aderentes progenitoras  

multipotentes, capazes de multiplicar mantendo-se indiferenciadas por longos 

períodos, proporcionando uma reposição ativa e constante nos tecidos, e nos mais 

diversos tipos celulares. Podem se diferenciar em várias linhagens de tecido 

conjuntivo, ósseo, cartilaginoso, adiposo, tendíneo, muscular e estroma medular, 

capazes de promoverem o restabelecimento da homeostase (BYDLOWSKI et al., 

2006; STRIOGA et al., 2012; WYSOCKA et al., 2019).  

  O Comitê da Sociedade Internacional para Terapia Celular (International 

Society for Cellular Therapy - ISCT) estipulou alguns critérios mínimos para definir 

CTMs, independente de sua fonte: adesão plástica em condições de cultura padrão; 

expressão de marcadores positivos CD105, CD90 e CD73 e expressão negativa de 

CD34, CD45, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19; não expressarem complexo de 

histocompatibilidade principal de classe II (MHC-II); diferenciação em osteoblastos, 

adipócitos e condroblastos sob condições estímulo in vitro (MOSNA et al., 2010; 

GOULART et al., 2017). 

  As CTMs possuem grande potencial terapêutico devido suas características de 

“homing” para tecidos lesados e por produzirem diversos fatores tróficos como 

citocinas e fatores de crescimento, os quais podem estar relacionados principalmente 



 

30 

 

a mecanismos de imunorregulação, anti-fibrótico, inibição do estresse oxidativo, 

indução da proliferação de células progenitoras teciduais, anti-apoptóticos, pró-

angiogênicos e quimioatração (MEIRELLES et al., 2009; MITCHELL et al., 2016). 

 

  2.3.1 Imunomodulação das CTMs  

 

  As possibilidades terapêuticas regenerativas das CTMs vêm sendo 

amplamente estudadas, assim como suas as propriedades imunomoduladoras. O 

microambiente onde as CTMs residem, conhecido como “nicho”, foi proposto pela 

primeira vez por Schofield (1978) como um ambiente especializado necessário para 

que estas células mantivessem as suas características indiferenciadas. O nicho é 

responsável pela regulação e equilíbrio entre a auto renovação e/ou a diferenciação 

celular através de uma constante comunicação entre as CTMs e as células do nicho 

onde se encontram (LIAO et al., 2011; SONG; SCHOLTEMEIJER; SHAH, 2020).  

  Sinais apropriados endereçados às CTMs, emitidos de maneira autócrina, 

parácrina ou até endócrina, direcionam as interações das mesmas com as células 

residentes do nicho assim como com as moléculas da matriz extracelular, 

proporcionando a regulação e a manutenção adequada das CTs neste microambiente 

especializado (WALKER et al., 2008; LIAO et al., 2011; GUO et al., 2019). 

  O mecanismo de secreção parácrino das CTMs caracteriza seu poder 

imunomodulatório via supressão da resposta imune através da inibição da proliferação 

de linfócitos T e B, células natural killer (NK) e células apresentadoras de antígenos. 

A propriedade imunossupressora dessas células não é inata, mas mediada por 

citocinas inflamatórias. Essa capacidade imunossupressora é altamente plástica em 

resposta a alterações dinâmicas do nicho inflamatório, incluindo a concentração de 

citocinas inflamatórias, os tipos de citocinas e a presença de agentes 

imunossupressores (SALEM; THIEMERMANN, 2010; CAO et al., 2015). 

  Lesões teciduais desencadeiam processos inflamatórios e seus mediadores 

podem atuar como vias quimiotáticas, mobilizando e direcionando as CTMs aos locais 

danificados. Antes do reparo do tecido, as CTMs preparam um microambiente através 

de sua capacidade de modular respostas imunológicas e consequentemente 

alterando a progressão inflamatória, liberando fatores de crescimento. Esse processo 

denominado crosstalk entre CTMs e respostas imunes têm mostrado potenciais 
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aplicações clínicas, como por exemplo, no tratamento de defeitos ósseos e doenças 

autoimunes (MA et al., 2014). 

  Não somente a abundância de fatores de crescimento produzidos pelas CTMs 

é aprimorada durante a inflamação, mas também a imunossupressão de citocinas 

inflamatórias. A progressão de doenças inflamatórias, as quantidades e tipos de 

citocinas inflamatórias podem mudar dinamicamente, resultando em 

imunossupressão ou aprimoramento imune pelas CTMs (QI et al., 2018). 

  As CTMs secretam uma ampla ordem de citocinas. Geralmente as citocinas 

são classificadas em pró ou anti-inflamatórias dependendo da via que influenciam o 

processo inflamatório. As citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, TNF α, IL-6) podem estar 

envolvidas na iniciação e amplificação do processo inflamatório, enquanto que as 

citocinas anti-inflamatórias (IL-10 e TGF-β) modulam negativamente esses eventos. 

(CALIXTO et. al., 2004). A função imunossupressora das CTMs é mediada por 

citocinas anti-inflamatórias como interferon gama (IFN-γ), fator de necrose tumoral 

alfa (TNF-α), as citocinas anti-inflamatórias como TGF- β, interleucinas (IL-6, IL-10, 

IL-27, IL-17E, IL-13, IL-12) e antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra). Em 

contrapartida, ressalta-se que também podem ser secretadas citocinas pró-

inflamatórias, tais como a IL-8, CXCL-8, IL-9 e IL-1β (LICHTMAN; PILLAI, 2008; 

NAJAR et al., 2016). 

  Sob o estímulo de citocinas combinadas, as CTMs produzem ainda várias 

moléculas imunossupressoras (Figura 4) como óxido nítrico (NO), prostaglandina E2 

(PGE2), indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), morte celular programada-1 (PD-L1), 

hemoxigenase-1 (HO-1), fator inibidor de leucócitos (LIF), antígeno leucocitário 

humano G classe 5 (HLAG5) e quimiocinas. Todos esses fatores podem exercer a 

imunorregulação de CTMs (PAWITAN, 2014; CHO et al., 2017). 
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Figura 4 - Atividade imunomodulatória das CTMs. As CTMs influenciam as células imunes 
para induzirem as células reguladoras. Essas células imunológicas reguladoras, como 
Linfócitos T Regulatórios (Tregs), Células Apresentadoras de Antígenos (APCs) e NKs, criam 
um ambiente tolerogênico adequado para modular a resposta imune.  
 

 

Fonte: Adaptado de NAJAR et al., 2016. 

 

   O fator de necrose tumoral (TNF) é um exemplo onde se observa a alteração 

da expressão de citocinas nas CTMs. A IL-6 por sua vez pode estimular respostas de 

fase aguda, hematopoiese e reações imunológicas ou fatores de estresse ambientais, 

como infecções e lesões nos tecidos (TANAKA et al., 2014; TABARELLI et al., 2019). 

Pricola e colaboradores (2009) demonstraram que a IL-6 pode contribuir para 

manutenção de CTMs em seu estado indiferenciado e proliferativo, protege da 

apoptose.   

  A IL-10 foi inicialmente denominada como fator inibidor da síntese de citocinas 

por Fiorentino e colaboradores (1991). A importância desta citocina dá-se devido às 

suas propriedades anti-inflamatórias e por exercer de forma geral um efeito inibitório 

que pode modular tanto a deposição quanto a degradação tecidual (MOORE et al., 

2001; GARLET et al., 2007). 

  A IL-1β é uma das formas moleculares de IL-1, produzida por praticamente 

todos os tipos celulares nucleados e está entre os mais importantes marcadores de 

indução da resposta inflamatória (ANDREI et al., 2004). Sonomoto e colaboradores 
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(2012) demonstraram que a IL-1β induziu eficaz e rapidamente a diferenciação de 

CTMs humanas em osteoblastos e mineralização. 

  Pesquisas têm demonstrado que CTMs secretam, além das citocinas, fatores 

de crescimento e moléculas bioativas responsáveis por efeitos de reparo e 

regeneração tecidual (REHMAN et. al., 2004; GU et. al., 2014; GUO et. al., 2016; 

NOVERINA et al., 2019). Aproximadamente 2.000 proteínas foram identificadas nos 

MCs, como: Fatores de crescimento e matrizes extracelulares associadas à formação 

óssea, como colágeno-1, sialoproteína-2 óssea, osteopontina, osteocalcina, 

fibronectina, fator de crescimento endotelial vascular e decorina. Curiosamente, 

proteína morfogenética óssea (BMP), PDGF-BB, e Fator de crescimento de 

fibroblasto-2 (FGF-2), que são relatados para ser eficaz na formação óssea, não foram 

detectados no meio condicionado (MC) (HIBI, 2016; TAFTI et al. 2018). 

 

  2.4 ESFEROIDES MULTICELULARES E TERAPIA CELULAR 

 

  Experimentos com cultura de células representam um valioso recurso para a 

pesquisa científica. Compreendem um conjunto de técnicas que envolvem o 

isolamento e cultivo de células em um ambiente artificial (in vitro) e altamente 

controlado, viabilizando a análise de mecanismos bioquímicos, biofísicos e 

moleculares nas mais diversas condições experimentais. Os resultados obtidos a 

partir de experimentos in vitro tornaram-se indispensáveis para o avanço científico e 

tecnológico nas áreas de farmacologia, biotecnologia, biomedicina, medicina 

regenerativa e engenharia de tecidos (FRESHNEY, 2006; MOLINARO et al., 2010). 

  Em um experimento in vitro padrão, as células são cultivadas aderidas a 

superfícies de garrafas ou poços em placas, especialmente tratadas para facilitar a 

interação da célula com o substrato. Nesse modelo, as células aderem, adquirem uma 

conformação espraiada bidimensional e, durante a fase de expansão do cultivo, 

passam a proliferar e ocupar a área disponível constituindo uma monocamada. As 

características morfológicas e fisiológicas resultantes do cultivo 2D influenciam 

diretamente a organização do citoesqueleto, a forma do seu núcleo e o acesso aos 

nutrientes, com significativa repercussão no perfil de expressão gênica e nas 

capacidades de proliferação e diferenciação celular. Infelizmente, atividades 

promissoras observadas em cultura 2D nem sempre podem ser satisfatoriamente 
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confirmadas em estudos com animais ou em ensaios clínicos, devido à incapacidade 

de mimetizar o microambiente extracelular onde as células residem em tecidos 

(FENNEMA et al., 2013; EDMONDSON et al., 2014; GONG et al., 2015). 

  O cultivo 2D originou avanços conceituais em biologia celular, a compreensão 

e função de tecidos, porém, o cultivo in vitro tridimensional (3D) vem demonstrando 

mimetizar o microambiente in vivo, resultando em um modelo melhor em relação ao 

cultivo 2D (Figura 5). O cultivo 3D teve início na década de 70, com a finalidade de 

obtenção de um modelo fisiologicamente mais relevante e que se aproximasse, de 

forma mais fiel, ao microambiente vivenciado pelas células em tecidos e órgãos in vivo 

(SIMIAN; BISSELL, 2016; DUVAL et al., 2017).  

 

Figura 5 - Esquema ilustrando a diferença entre o arranjo espacial de culturas em 
monocamada (2D) e em culturas tridimensionais (3D). 
 

 

Fonte: AMARAL; MACHADO-SANTELLI, 2011. 

  

  Células semeadas na ausência de um arcabouço passam por um processo de 

agregação ou “automontagem” e, neste processo, as células em suspensão começam 

a agregar-se de forma espontânea e a formar os EMs. Os EMs são agregados 

celulares que não possuem um substrato artificial que auxilie nas interações das 

células, produzindo e organizando sua própria matriz, a arquitetura do tecido é 

definida, dentre alguns mecanismos, pelo mecanismo de coesão, refletindo na forma 

e no arranjo celular (ACHILLI et al., 2012; WAGERS, 2012; CANADAS et al., 2018). 

  O mecanismo de formação dos EMs baseia-se na capacidade de adesão 

hemotípica célula-célula, quando sua adesão ao plástico dos frascos de cultura é 

impedida. Esse processo se dá através de proteínas como as caderinas, que são 

responsáveis pela adesão entre as células. As diferentes concentrações de caderinas 

controlam a auto-organização no momento de estruturação nos EMs, as células que 
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apresentam uma alta concentração da proteína formam o centro do esferoide, e 

células com menores concentrações se deslocam para a superfície. Outras proteínas, 

como a conexina 43, criam uma junção adesiva entre pares de célula e o efeito desta 

proteína age em conjunto com as caderinas (BAO et al, 2011; ACHILLI; MEYER; 

MORGAN, 2015). 

  As células estabelecem relações célula-célula e célula-matriz mais compatíveis 

com o microambiente encontrado nos tecidos biológicos que resultam na geração de 

gradiente para nutrientes, gases, fatores de crescimento e fatores de sinal. Já o 

comportamento celular (proliferação, diferenciação, morte, motilidade, por exemplo) é 

intimamente influenciado pelo microambiente (ACHILLI et al., 2012; RIMANN; GRAF-

HAUSNER, 2012; WANG et al., 2014; GIONET-GONZALES; LEACH, 2018).  

  Os EMs possuem uma morfologia padrão dependente do tipo celular utilizado, 

caracterizada pela formação de uma estrutura esférica organizada em regiões 

distintas (Figura 6). Geralmente são organizadas em uma região periférica ou 

proliferativa, formada por células metabolicamente ativas e com elevado potencial de 

proliferação; região intermediária ou quiescente formada por células com membranas 

mais compactadas e atividade metabólica reduzida; e a região central ou necrótica 

constituída por células mortas (VADIVELU et al., 2017; ZHANG, 2017). 

 
Figura 6 - Desenho esquemático do esferoide e seu mecanismo de formação. (A) Células 
semeadas em ambiente não aderente; (B) Formação dos esferoides baseada em 
aglomeração por agrupamento (cultivo estático) e aglomeração baseado em colisão (cultivo 
dinâmico); (C) Padrão de consolidação do esferoide (auto-organização); (D) Esferoide 
multicelular, a organização concêntrica de células proliferativas e necróticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado VADIVELU et al., 2017. 
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  O modelo desenvolvido por Napolitano e colaboradores (2007) é baseado em 

um hidrogel não adesivo que minimiza as interações célula-substrato, maximizando 

as interações célula-célula e permite a formação de agregados celulares com tamanho 

homogêneo. Além disso, a semeadura de células nesse sistema permite a formação 

de agregados celulares através da decantação. De acordo com a teoria de 

automontagem, os esferoides assumem a geometria esférica minimizando a energia 

e maximizando a adesão intercelular (NAPOLITANO et al., 2007). 

  As CTMs aceleram e melhoram a qualidade do tecido regenerado, porém o 

tecido lesado apresenta um ambiente desfavorável com presença de fatores pró-

apoptóticos, estresse oxidativo e baixa nutrição, reduzindo o desempenho pleno das 

CTMs. Existem algumas estratégias que contribuem para amplificar o seu potencial 

terapêutico em sua implantação, aderência, sobrevivência e proliferação (SHOJAEI et 

al., 2019). 

  A capacidade de diferenciação celular depende de características funcionais, 

como o gênero e a idade do doador. Atualmente, existe a necessidade de expandir as 

CTMs in vitro para a obtenção da quantidade suficiente de células, porém, recomenda-

se utilizar apenas as quatro primeiras passagens em cultura in vitro. Com o avanço 

do número de passagens, os níveis de diversos marcadores diminuem 

significativamente com passagens sucessivas, seu metabolismo fica comprometido e 

as células perdem sua capacidade de crescimento e potencial de migração (MNICH 

et al., 2019; DAROUIE et al., 2020). 

  Os EMs, devido sua estrutura densa, representam uma alternativa para suprir 

as deficiências no carreamento e implantação celular quando comparadas com 

células individuais injetadas ou transplantadas livremente no corpo. A utilização de 

EMs aderidos ou presos em suportes biológicos ou sintéticos (scaffolds), vem sendo 

cada vez mais estudadas em terapias baseadas em células (GIONET-GONZALES; 

LEACH, 2018).  

  Outra variável importante a ser considerada é o diâmetro dos EMs, pois podem 

ser administrados aos tecidos isquêmicos. O baixo oxigênio e glicose, as condições 

de pH alteradas encontradas após o processo de transplante impactam 

negativamente em sua capacidade regenerativa (MAMIDI et al., 2012). O aumento da 

apoptose após o transplante é outra grande preocupação, que desencadeia reações 
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imunológicas, resultando em qualquer agravamento da doença ou rejeição das células 

transplantadas (OSUGI et al., 2012; DANG et al., 2015).  

 

  2.5 LASER EM BAIXA INTENSIDADE (LBI) 

 

  2.5.1 Características da luz laser 

 

  Albert Einstein, em 1916, em seu artigo “Zur Quantum Theories der Strahlung” 

(VEÇOSO, 1993) descreveu os princípios físicos da radiação laser, abreviação de 

“Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation (LASER)” e as classificou em 

“alta potência” (potencial destrutivo), e “baixa potência” (sem potencial destrutivo) 

(ROCHA, 2004; JUNIOR et al, 2006). 

  O primeiro feixe de luz laser de material sólido foi constituído utilizando um 

cristal de rubi com comprimento de onda visível de faixa vermelha do espectro 

eletromagnético e produzido em 1960 por Theodore Maiman (BAXTER, 1997). 

  O laser é um instrumento de altíssima precisão geométrica e possui uma ampla 

utilização. Inicialmente, foi desenvolvido o laser de alta potência, High Level Laser 

Treatment (HLLT), com efeitos destrutivos e utilizado em tecidos para cortar, coagular 

e cauterizar. Após anos, deu-se ênfase para aplicações com baixas potências, ficando 

então conhecido como Low Level Laser Therapy (LLLT) (KARU, 1999). 

  A luz laser possui apenas uma cor (monocromática), seus fótons são idênticos 

e propagam-se em trajetórias paralelas, ondas em fase e luz polarizada. Trata-se de 

uma luz coerente, ou seja, as ondas viajam de forma organizada em relação ao tempo, 

e as amplitudes são iguais e se mantém ao longo do tempo e espaço (Figura 7) 

(HALLIDAY; RESNICK, 1988; ROCHA, 2004; NEVES et al., 2005). 

  A luz convencional é composta por uma combinação de mais cores 

(policromática), possuem fótons com vários comprimentos de onda e propagam-se 

em todas as direções, as ondas são fora de fase e não são polarizadas (HALLIDAY; 

RESNICK, 1988; ROCHA, 2004; NEVES et al., 2005). 
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Figura 7 - Diferença entre a luz laser e luz convencional. A luz laser é monocromática 
(frequência única) e as ondas luminosas são coerentes (concordância de fase) e paralelas, 
enquanto a luz convencional é policromática (mistura de várias frequências) e as ondas 
luminosas não são coerentes. 
 

 

Fonte: https://blogfisioterapia.com.br/tratamento-com-luz-intensa-pulsada 

  

  A luz laser possui unidirecionalidade ou colimação, onde o feixe de fótons é 

paralelo ao eixo do tubo que produz este tipo de energia, possuindo um único foco e 

uma pequena divergência angular. Seu funcionamento é baseado na absorção de 

energia para que os átomos se excitem e os elétrons "saltem" de órbitas de baixa 

energia para órbitas de energia mais alta, e quando retornam ao seu estado 

fundamental e realizam a liberação de fótons idênticos (HALLIDAY; RESNICK, 1991; 

NEVES et al., 2005). 

  O LBI mais utilizado tem emissão a partir de diodos semicondutores, que 

emitem luz na faixa do visível (vermelho) e na faixa do infravermelho. A onda emitida 

na faixa do vermelho apresenta um comprimento de onda (ƛ) entre 630 e 760 

nanômetros (nm), e o infravermelho está situado na faixa de 760 e 4.000 nm 

(infravermelho próximo), sendo os mais utilizados entre 808-810 nm. A radiação 

vermelha apresenta finalidade de reparação de tecidos mais superficiais, pois seu 

comprimento de onda não permite uma transmissão efetiva da luz nos tecidos 

profundos. Já a radiação infravermelha é utilizada quando há a necessidade de 

influenciar tecidos mais profundos, ou quando se espera efeito analgésico 

(CRIVELLO, 2010). O laser é classificado como um recurso terapêutico modulador de 
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processos biológicos por bioestimulação ou bioinibição, dependendo da forma de 

aplicação e os parâmetros utilizados (GOMES; SCHAPOCHNIK, 2017). 

 

  2.5.2 Fotobiomodulação  

 

  A fotobiomodulação (FBM) caracteriza o fenômeno interferência na atividade 

biológica dos seres vivos que resulta da utilização de formas não ionizantes de fontes 

de luz; incluindo lasers, diodos emissores de luz (LEDs) e luz de amplo espectro nos 

parâmetros de luz visível e infravermelho (TSAI; HAMBLIN, 2017). A natureza do 

efeito modulador pode ser de estímulo ou inibição de uma função. Seu mecanismo de 

ação consiste teoricamente na absorção de luz (fótons) pelos fotorreceptores 

presentes nas células e conhecidos como cromóforos, modulando as reações 

fotoquímicas e bioquímicas, sintetizando ATP na mitocôndria através da aceleração 

da cadeia transportadora de elétrons. Sugere-se que, dentre tais fotorreceptores, as 

mitocôndrias, que fornecem energia para as células, contém uma série de enzimas 

que participam nas reações redox da cadeia respiratória, tornando-se o principal 

mecanismo das reações metabólicas ocorridas em uma célula, além do citocromo-c 

oxidase e superóxido dismutase-NADH, que demonstraram alteração após emissão 

de fótons, alterando o nível de oxidação e alterando a fluência dos elétrons de uma 

molécula, capazes de aumentar a síntese de DNA e RNA (HU et al., 2007; 

ALGHAMDI; MOUSSA, 2012; ASSIS et al., 2012). 

  Os efeitos fotobiomoduladores podem ser divididos em diretos e indiretos, 

sendo os diretos aqueles observados logo após a fototerapia, e os efeitos indiretos 

são observados horas ou dias após a exposição ao laser e pode exercer três efeitos 

principais: redução da dor, modulação da inflamação e aceleração da cicatrização. 

 Após a absorção dos fótons pelas células (Figura 8), vias de sinalização são 

ativadas, ocorrendo a ativação de fatores de transcrição. Esses fatores podem 

promover um aumento da expressão de genes relacionados a síntese proteica, 

migração e proliferação celular, sinalização anti-inflamatória, vias anti-apoptóticas e 

enzimas antioxidantes (DE FREITAS; HAMBLIN, 2016; HOCHMAN, 2018).   
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Figura 8 - O efeito da radiação LASER no metabolismo celular ocorre nas mitocôndrias, 
deslocando o óxido nítrico (NO) da cadeia respiratória e elevando os níveis de adenosina 
trifosfato (ATP) e espécies reativas de oxigênio (ROS). Essas mudanças atuam via adenosina 
cíclica monofosfato (cAMP) e proteína quinase D (PKD) que ativa os fatores de transcrição 
proteína ativadora-1 (AP-1) e fator nuclear kappa B (NFκ-B), resultando em alterações na 
expressão gênica e produção de mensageiros químicos implicados nas alterações celulares. 

 

Fonte: Adaptado de FERREIRA; BONFIM, 2018. 

  

  Para o uso terapêutico da radiação laser, alguns parâmetros devem ser 

considerados para que o efeito seja efetivo sobre o tecido. A interação do laser com 

os tecidos biológicos depende do comprimento de onda, densidade de energia, área 

do feixe, intervalo de aplicação, forma de aplicação (contato ou varredura), área 

irradiada e a forma de onda (contínuo ou pulsado) (MOORE et al., 2005). 

 Em culturas celulares convencionais, há uma preferência pela utilização de fluências 

baixas, sendo de 0,5 J/cm² a 4 J/cm² as mais utilizadas (ARANY et al., 2014; DINIZ; 

MATOS; MARQUES, 2015; ZACCARA et al., 2015). 

  Ginani e colaboradores (2015) avaliaram o efeito da radiação LASER na 

proliferação de CTMs demonstrando que a terapia fotobiomoduladora parece uma 

alternativa promissora para a estimulação de proliferação celular in vitro, inclusive nos 

procedimentos de engenharia tecidual. A FBM com LBI pode induzir múltiplos efeitos 

biológicos no tecido, acelerando a cura de fraturas e reparação óssea, além de possuir 

a capacidade de modular as funções biológicas de CTMs (SAMPOGNA; GURAYA; 

FORGIONE, 2015). 
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  Wu e colaboradores (2012) demonstraram que a atividade da fosfatase 

alcalina, um marcador de diferenciação precoce dos osteoblastos, foi 

significativamente aumentada após tratamento com LBI, além do aumento da 

proliferação após o tratamento em CTMs da medula óssea, células-tronco adiposas 

(CTA) e polpa dentária humana. Em relação à proliferação de CTMs, o LBI mostrou 

resultados positivos e efeitos promissores; entretanto, os mecanismos biológicos 

desses efeitos permanecem parcialmente não compreendidos.  

  Nurković e colaboradores (2017) mostraram que houve aumento na velocidade 

de proliferação, diferenciação, síntese de osteocalcina e do fator de transformação de 

crescimento β1 em células osteoblásticas humanas após a irradiação com LBI. Os 

autores sugerem que a FBM pode ser uma preliminar na preparação in vitro de CTMs, 

antes das células serem transplantadas no sítio da lesão em condições desfavoráveis. 

  Entretanto, apesar das pesquisas que mostram o potencial osteogênico do LBI, 

os parâmetros utilizados em cada protocolo de tratamento como o comprimento de 

onda, potência, fluência, energia, número de pontos a serem aplicadas, frequência do 

tratamento, e diâmetro da lesão; ainda são muito discrepantes que dificultam a 

escolha do melhor ou mais adequado protocolo de tratamento (MOREIRA et al., 

2018). 

  As CTMs vêm surgindo como alternativas promissoras no processo de reparo 

ósseo, e a FBM influencia a função celular melhorando o processo de reparo. Porém, 

são escassos estudos com ambas as terapias associadas ao cultivo celular 3D.  

Segundo nossa hipótese, suportadas por trabalhos científicos que utilizam a FBM com 

LBI como estímulo ao reparo tecidual, os efeitos biomoduladores da FBM durante o 

processo de constituição de EMs in vitro possam melhorar as respostas celulares para 

o uso em MR óssea. 
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     3. OBJETIVOS 

 

 

 3.1. OBJETIVO GERAL 

   

  O objetivo geral do presente estudo foi analisar a influência fotobiomoduladora 

induzida pela radiação laser de baixa intensidade, no comprimento de onda de 685 

nm, em células-tronco mesenquimais da bursa subacromial humana (CTMBSh) 

cultivadas como EMs para futura aplicação em MR óssea. 

 

 

  3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Analisar a influência fotobiomodulatória induzida pela radiação laser no 

processo de constituição (formação) dos EMs; 

• Analisar a influência fotobiomodulatória induzida pela radiação laser na 

viabilidade celular dos EMs ao final de sua constituição e após transferência 

(carreamento) e adesão em ambiente 2D; 

• Analisar a influência fotobiomodulatória induzida pela radiação laser sobre o 

perfil de diferenciação osteogênica das CTMBSh após carreamento e adesão 

em cultura 2D; 

• Analisar a influência fotobiomodulatória induzida pela radiação laser sobre o 

perfil de produção das citocinas IL-6, IL-10, IL-1β e TNF-α durante o processo 

de constituição dos EMs; 

• Analisar a influência fotobiomodulatória induzida pela radiação laser sobre 

perfil de liberação de biomoléculas, como fatores de crescimento, durante o 

processo de constituição dos EMs. 
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 4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 4.1 SUJEITO 

 

  Uma voluntária, S.A. C, 39 anos de idade, clinicamente saudável, que não fez 

uso de medicamentos que acarretam alterações hematológicas, foi submetida à 

cirurgia eletiva artroscópica do ombro esquerdo devido a uma lesão do manguito 

rotador, realizada por um cirurgião ortopédico. 

  Previamente ao procedimento cirúrgico, a voluntária foi devidamente informada 

sobre os benefícios e riscos relacionados à pesquisa, bem como os procedimentos a 

serem realizados para a coleta da amostra de bursa subacromial durante a cirurgia. 

  A participação como voluntária foi confirmada após a assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo item 9.1) de acordo com as normas 

previstas pelo Conselho Nacional de Saúde nº 466, de 2012 do Ministério da Saúde. 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade de 

Araraquara, CEP UNIARA, sob o número do parecer 3.893.032 (Anexo item 9.2). 

 
 
             4.2 EXTRAÇÃO E ISOLAMENTO DAS CÉLULAS TRONCO DA BURSA 

SUBACROMIAL 

 
  As CTMBSh foram coletadas durante o procedimento cirúrgico utilizando o 

protocolo descrito por Steinert e colaboradores (2015). Durante a inspeção 

artroscópica de rotina da região subacromial, faz-se necessária a ressecção parcial 

da bursa para visualização da lesão do manguito rotador, sendo esta parte da bursa 

subacromial desprezada. A figura 9 demonstra o momento da captura dos fragmentos 

da bursa subacromial utilizados nesta pesquisa. 
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Figura 9 - Visão artroscópica do momento da obtenção de uma amostra de bursa subacromial 
(*). Abaixo da bursa subacromial observa-se o tendão do supraespinhal (**). 

 
 

Fonte: Arquivo Sandro Baraldi Moreira, 2019. 

 

  Os fragmentos coletados foram transferidos de forma antisséptica para um tubo 

Falcon de 50 ml, contendo solução estéril tampão de fosfato salino (PBS-1X – 

Constituído por NaCl 140 mM; KCl 2,5 mM; Na2HPO4 8 mM; KH2PO4 1,4 mM; pH 7,4). 

Posteriormente, os fragmentos foram conduzidos até o Laboratório de Ensaios 

Clínicos Celulares e Engenharia Regenerativa da Universidade de Araraquara 

(LECER/UNIARA) cerca de 2 horas após serem coletados em cirurgia, para início do 

processo de extração celular.  

  Os fragmentos foram transferidos para uma placa de Petri (Figura 10-A) em 

ambiente estéril, triturada com auxílio de uma lâmina de bisturi nº 24, e acondicionada 

em 4ml de solução de colagenase tipo I (1 mg/ml - Sigma-Aldrich) para realização da 

digestão enzimática das amostras teciduais, permanecendo incubada a 37°C por 4 

horas (STEINERT et al., 2015). Após incubação, a enzima foi inativada pela adição 

de 4 ml de meio de cultura celular Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM - Sigma-

Aldrich), suplementado com 20% de soro fetal bovino (FBS - Vitrocell), 1% Penicilina 

(100 U/ml - Vitrocell) e Estreptomicina (100μg/ml - Vitrocell). A amostra foi centrifugada 

a 300G por 3 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado celular obtido 

(Figura 10-B) foi ressuspendido em 1 ml do mesmo meio de cultura e transferido para 

uma garrafa de cultivo celular (75 cm2 - KASVI) contendo 6 ml de meio de cultivo.  A 

garrafa foi acondicionada em estufa de cultura celular (Panasonic – CO2 Incubator 

MOC -19 AIC-UV), com temperatura de 37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% 

de CO2 e 95% de ar atmosférico. 
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Figura 10 - Processo de extração das CTMBSh. (A) Fragmentos da bursa subacromial após 

serem trituradas em uma placa de Petri e (B) Precipitado celular (seta) após o processo de 
digestão enzimática e centrifugação. 

 
 
                                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora 

 

  Após 72 horas, o meio de cultura foi removido, a garrafa foi lavada com PBS-

1X por três vezes, e substituído por 6 ml de meio de cultivo. Foram observadas poucas 

células aderidas à superfície da garrafa de cultivo (Figura 11-A), com morfologia 

fusiforme, caracterizando a fase de isolamento por adesão preferencial. O 

acompanhamento da aderência e o crescimento celular foi realizado por meio de 

microscópio invertido (Nikon Eclipse TS100) utilizando objetivas de 4 e 10x. As trocas 

do meio de cultivo foram realizadas a cada 48 horas, e o tempo médio de cultivo foi 

de 11 dias até as células atingirem 80% de confluência (Figura 11-B). 

 

Figura 11 - Cultura de CTMBSh. (A) Quarto dia de cultivo para isolamento. As setas indicam 
células de morfologia fusiforme e aderidas na garrafa. (B) décimo primeiro dia de cultura 
celular, onde houve um aumento na confluência celular. Objetivas de 10x. 
  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora 
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            4.3 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA E DETERMINAÇÃO DO PERFIL 

MESENQUIMAL 

 

  As CTMs isoladas foram submetidas a diferenciação osteogênica e 

adipogênicas para comprovação do perfil mesenquimal. As células, na segunda 

passagem (P2), foram removidas da garrafa pela adição de solução de tripsina/EDTA 

(0,25% - GIBCO), e ressuspendidas em 1 ml meio de cultivo DMEM. As células foram 

quantificadas utilizando câmara de Neubauer e semeadas na densidade de 3x105 

células/poço, em uma placa de 12 poços. Após a adesão o meio de cultura foi 

substituído por meios específicos de indução para diferenciação osteogênica e 

adipogênica por um período de 14 dias utilizando protocolo de Maniatopoulos e 

colaboradores (1988).  

  O meio de diferenciação osteogênica foi composto por: meio de cultura de 

Eagle’s modificado por Dulbecco (DMEM - Vitrocell), suplementado com 10% de SBF, 

1% de penicilina/estreptomicina, 10 mM de β-glicerofosfato, 0,1 µM de dexametasona 

e 50 µM de ácido ascórbico. O meio de diferenciação adipogênica foi constituído de: 

meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SBF, 1% de 

penicilina/estreptomicina, 0,5 mM de isobutilmetilxantina (IBMX), 1 µM de 

dexametasona, 200 µM de indometacina, 10 µM de insulina (MANIATOPOULOS et 

al., 1988). 

  O emprego do meio DMEM isento de suplementação, com 10% de SFB e 1% 

de penicilina/estreptomicina foi utilizado como controle negativo. Após o período de 

diferenciação, os poços foram lavados com 300 µl de PBS-1X, e as células foram 

fixadas em 1 ml paraformaldeído 10%, e após sua remoção, coradas com 1 ml 

Alizarina Red (ARS-Sigma) para detecção de diferenciação osteogênica e por 1 ml 

OilRed (ORO-Sigma) para a detecção de diferenciação adipogênica.   

 

  4.4 CONSTITUIÇÃO DOS ESFEROIDES MULTICELULARES 

 

  Para a constituição dos EMs foi utilizado um protocolo modificado de 

Napolitano e colaboradores (2007), baseado no princípio de cultivo em micropoços 

com superfície não aderente. Para o preparo da agarose a 2% foram utilizados 100 

ml de PBS- 1X para 2g de agarose. A solução foi fundida em micro-ondas por 



 

47 

 

aproximadamente 1 minuto e 10 segundos em potência máxima até obter 

homogeneidade e transparência. Após a fusão o recipiente foi retirado do microondas, 

e transferido para um banho-maria para a temperatura permanecer em torno de 60ºC 

e o gel não se solidificar. 

  Com auxílio de um pipetador automático, o volume de 2 ml de agarose líquida 

foi inserido no interior de um contramolde para posterior solidificação. O contramolde 

utilizado, produzido por impressão 3D e fornecido pelo Centro de Tecnologia e 

Informação Renato Archer, gera moldes constituídos por 164 micropoços com 

diâmetro individual de 500 µm (Figura 12). 

 

Figura 12 - Fotografia do contramolde (*) e do molde de agarose (**) contendo os micropoços 
de cultivo celular para formação dos EMs. 

 

 

Fonte: Própria autora 

 

  A esterilização dos 20 moldes foi realizada em fluxo laminar com a luz 

ultravioleta ligada (UV), e submersos em etanol 70%.  O etanol foi trocado por três 

vezes a cada 30 minutos, totalizando 1 hora e 30 minutos. Após a esterilização, os 

moldes foram lavados três vezes com PBS-1X e armazenados em tubos Falcon de 50 

ml contendo DMEM sem suplementação e mantidos na geladeira por 5 dias. 

  As CTMBSh utilizadas na realização do experimento encontravam-se na 

terceira passagem (P3). Após a remoção das células pelo método de tripsinização e 

ressuspensão em meio DMEM suplementado com 5% de SFB, 1% de 

penicilina/estreptomicina. As células foram quantificadas e semeadas na densidade 

de 3,5x105 células/molde. A redução do SFB foi realizada com o intuito de expor as 

 

* 

** 
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CTMBSh a condições de desfavorecimento de vários componentes que melhoram o 

desenvolvimento celular, a fim de verificar a influência da radiação evidenciando a 

amplificação da resposta biológica das células nestas condições.   

  Foram utilizados quatro moldes por grupo experimental inseridos em placas 

distintas de culturas de 12 poços (KASVI). Os moldes permaneceram submersos em 

1 ml de meio de cultura, e mantidos em condições ideais de cultivo por cinco dias, 

tempo necessário à formação dos EMs conforme Figura 13.  

 

Figura 13 - Esquema representativo das etapas de constituição dos EMs. Os moldes foram 
acondicionados em placas de 12 poços em quadruplicata para cada grupo experimental. (A) 
molde de agarose sem células, (B) suspensão de CTMBSh (semeadura) (C) células dentro 
dos poços do molde, (D) esferoides formados dentro dos poços.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de SANTOS, 2014. 

 

  4.5 LASER EM BAIXA INTENSIDADE (LBI) 

 

  4.5.1 Dispositivo emissor de radiação LASER 

 

  O equipamento utilizado foi o Thera Lase® (DMC, São Carlos-SP, Brasil) 
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(Figura 14), constituído de diodos semicondutores e emissores da radiação proposta. 

Caracteriza-se pela emissão da radiação por meio de uma fibra óptica e o feixe 

colimado, divergindo a partir da extremidade da fibra e determinando uma relação 

diretamente proporcional entre a distância de um alvo e a área de projeção do feixe. 

 O equipamento permite a seleção de comandos do λ, modo de emissão 

(contínuo ou pulsado), dose de radiação e potência.  O equipamento foi submetido 

previamente à aferição da radiação para a garantia dos parâmetros dosimétricos 

planejados. 

 
Figura 14 - Equipamento Thera Lase®, fornecido pela empresa DMC Equipamentos, utilizado 
nos experimentos. 
 

 

Fonte: Própria autora 

 

  4.5.2 Plataforma para irradiação 

 

  Para viabilizar o processo de irradiação, foi desenvolvido um dispositivo de 

suporte constituído de uma base e uma haste vertical. A plataforma foi posicionada 

para proporcionar o adequado posicionamento da placa de cultura e da probe 

emissora da radiação, para que a probe se mantivesse perpendicular e imóvel em 

relação à superfície de irradiação durante todo o procedimento. A probe emissora de 

radiação possui uma leve angulação, o que tornou necessário encontrarmos a garra 

para sua fixação correta, a fim de proporcionar o adequado posicionamento do feixe, 
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na posição perpendicular. 

  A superfície da base, da cor preta para redução da reflexão da radiação que 

transpassa o molde, contém um guia com marcações destinadas à orientação do 

posicionamento da placa a fim de garantir a incidência do feixe de radiação sobre a 

área de cada molde. A haste foi projetada para fixar a probe e proporciona o 

posicionamento ideal e estabilidade durante as irradiações (Figura 15). 

 

Figura 15- Plataforma para irradiação indicada pela seta (A), seta (B) garra de 
posicionamento e fixação da probe óptica, e a seta (C) guia utilizado na orientação da placa, 
viabilizando a realização dos procedimentos de irradiação.   
 

 

Fonte: Própria autora. 

 

  4.5.3 Procedimento de irradiação  

 

  Foram estabelecidos 4 grupos experimentais, sendo 1 grupo controle (GC) e 3 

grupos de irradiação LASER, com as respectivas fluências de 0.5 J/cm² (G-0.5), 1.0 

J/cm² (G-1.0) e 1.5 J/cm² (G-1.5). Os moldes do GC foram submetidos aos mesmos 

procedimentos de manipulação dos grupos irradiados, mas com o equipamento 

desligado, com os parâmetros utilizados dispostos na tabela 1. 

 

 

 

A 

B 

C 
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Tabela 1 - Parâmetros do laser de baixa intensidade utilizados no procedimento de irradiação 
dos EMs. 
 

Meio ativo Arseneto de Gálio e Alumínio (AsGaAl) 

Comprimento de onda 685 nm 

Potência de saída 35 mW 

Modo de emissão Contínuo 

Área de irradiação 3.85 cm² 

Densidade de potência 9 mW/cm² 

Densidade de energia 0.5 J/cm²/ 1.0 J/cm²/ 1.5 J/cm² 

Tempo de exposição 55 s/110 s/165 s 

Energia depositada 

Distância da probe/molde 

1.9 J/ 3.8 J/ 5.7 J 

4 cm 

 

  As irradiações foram realizadas no interior do fluxo laminar em ambiente estéril. 

Durante os procedimentos de irradiação, as tampas das placas foram removidas e a 

luz do fluxo desligada. O protocolo de irradiação consistiu de seis aplicações, sendo 

a primeira realizada imediatamente após a semeadura dos moldes, com intervalo de 

24 horas entre cada irradiação. O desenho experimental (Figura 16) demonstra as 

etapas de irradiação e as análises realizadas durante o experimento.  

 

Figura 16 – Esquema cronológico do procedimento experimental. 

 

  No dia 0 do experimento, os moldes foram celularizados, fotografados e 

irradiados. Nos dias 1 ao 5, os moldes foram fotografados, amostras de meio de 

cultura foram coletadas e os moldes irradiados. Foram coletados diariamente 200 µl 

de meio de cultura dos moldes antes de cada processo de irradiação, e armazenados 

no freezer -80ºC para análise do perfil de liberação de citocinas no meio de cultura 

durante o processo de constituição dos EMs, e o mesmo volume de meio foi 
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adicionado para manter as condições experimentais. 

  Ao final do processo de constituição dos EMs, no dia 6, foram retirados e 

armazenados todos os meios de cultura dos grupos experimentais para a análise do 

perfil de liberação de biomoléculas. Após a retirada dos meios, foi realizado o ensaio 

de viabilidade celular dos EMs nos moldes, e posteriormente, foi realizado o ensaio 

de carreamento dos EMs para uma placa 2D.  

  No dia 10, os EMs aderidos foram fotografados e realizado o ensaio de 

viabilidade celular. O meio de cultura dos EMs aderidos foi substituído pelo meio de 

diferenciação osteogênico, para indução da diferenciação celular por 14 dias. Ao final 

do período de indução, no dia 24, foi realizada a coloração dos nódulos de matriz 

mineralizada e os nódulos foram fotografados.  

 

  4.6 ANÁLISE DA CONSTITUIÇÃO DOS EMs 

 

  Imagens digitais foram obtidas diariamente durante o processo de constituição 

dos esferoides utilizando a microscopia de campo aberto, sem o contraste de fase. As 

placas contendo os moldes celularizados foram observadas ao microscópio invertido 

(Nikon Eclipse TS100) e o software TCapture IS 500 foi utilizado para medir os 

diâmetros dos EMs. Foram fotografados os mesmos campos de cada molde contendo 

sete esferoides em cada grupo experimental por seis dias (Dia 0 ao Dia 5).   

 

           4.7 ENSAIO DE VIABILIDADE E CARREAMENTO CELULAR 

 

  A viabilidade celular foi realizada por ensaio de fluorescência Resazurina (7-

hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-óxido). A Resazurina é um corante azul pouco 

fluorescente que permite quantificar viabilidade celular através da oxirredução, onde 

é convertida em Resorufina, que possui uma coloração rósea de alta fluorescência, 

segundo protocolo descrito por Pagé e colaboradores (1993). O ensaio foi realizado 

em dois momentos: no quinto dia após a formação dos EMs, sem serem retirados dos 

moldes e após a realização do carreamento e adesão celular. 

  Para realização do carreamento, os EMs foram retirados dos moldes por meio 

de lavagens utilizando 1 ml de meio de cultura, homogeneizando com auxílio de um 

pipetador (1.000 µl) lentamente para que não sofressem danos. Os EMs 
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correspondentes a cada molde foram transferidos para um poço em uma placa de 24 

poços (KASVI) e após quatro dias encontravam-se aderidos e um novo teste de 

viabilidade celular foi realizado.  

  Para a análise de viabilidade celular, o meio de cultivo dos moldes foi 

substituído por um meio de cultivo suplementado com Resazurina (100 µg/ml). As 

placas foram novamente acondicionadas em estufa por um período de quatro horas. 

 Após esse período, foram retiradas alíquotas de 100 µl do meio de cultivo, 

foram transferidas para poços em uma placa de 96 poços e, posteriormente, 

submetidas à análise de fluorescência em leitor de placa (Biotek®), com excitação e 

detecção nos comprimentos de 530 e 590 nm, respectivamente. O mesmo protocolo 

foi utilizado para análise de viabilidade pós adesão, e os resultados foram expressos 

em forma percentual em relação aos valores obtidos no GC. 

 

  4.8 DIFERENCIAÇÃO OSTEOGÊNICA PÓS-CARREAMENTO 

 

  Foi analisado o potencial de diferenciação osteogênica das CTMBSh após a 

simulação do carreamento celular através da quantificação de nódulos de 

mineralização produzidos. 

  Para tal determinação, foram retirados os meios de cultura e os poços foram 

lavados com PBS-1X, o meio de cultura foi substituído por um meio de diferenciação 

osteogênica, descrito anteriormente no item 4.3. A quantificação de matriz foi 

realizada através do software ImageJ (National Institutes of Health, MA, EUA) 

utilizando cinco campos de cada grupo experimental utilizando as objetivas de 20x. 

 

           4.9 ANÁLISE DO PERFIL DE PRODUÇÃO DE CITOCINAS 

 

  O perfil de produção de citocinas foi estabelecido pela determinação de 

imunodetecção, e os níveis de expressão de citocinas foram determinados utilizando 

meios de cultura. As análises foram realizadas no Departamento de Morfologia e 

Patologia da UFSCar (Universidade Federal de São Carlos) com colaboração da 

Profa. Dra. Fernanda de Freitas Anibal. 

  As concentrações de IL-6, IL-10, IL-1β, e TNF-α presentes no meio de cultura 

condicionado coletado durante o desenvolvimento dos EMs foram mensuradas por 
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meio de ensaios enzimáticos (ELISA – Enzyme Linked Immunosorbent Assay), 

utilizando kits comerciais e seguindo os protocolos descritos pelos fabricantes. 

  Para as análises das citocinas IL-6 e TNF-α foram utilizados kits OptEIA (BD 

Biosciences), para análises de IL-1β e IL-10 foram utilizados os kits DuoSet ELISA 

(R&D Systems). A técnica se baseia no modelo ELISA sanduíche: As microplacas de 

alta afinidade foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais anti-citocinas e 

permaneceram overnight em 4ºC. As placas foram lavadas três vezes com 300 

µl/poço de PBS pH 7,2-Tween-20 0,05% (PBS-Tw), e incubadas com a solução 

bloqueadora contendo albumina (PBS pH 7,2 + 4% Albumina bovina) por 1 hora, à 

TA. Em seguida, após mais um ciclo de lavagens, as amostras dos MCs coletados 

foram adicionadas e efetuadas curvas padrão de citocinas recombinantes. As placas 

foram mantidas em TA por 2 horas e, em seguida, foi realizada uma nova lavagem. 

Foram então adicionados anticorpos anti-citocinas biotinilados ou conjugados com 

enzima peroxidase e mantidos por 1 hora e 30 minutos em TA. Após cinco lavagens 

com PBS-Tw, foi adicionado 100 µl da solução reveladora contendo 3,3',5,5'- 

tetrametilbenzidina (TMB). A reação foi bloqueada com 50µL de ácido sulfúrico 1M e 

a leitura realizada no espectrofotômetro em 450 nm. As concentrações das amostras 

foram calculadas a partir da curva de titulação dos padrões de citocinas e as 

concentrações finais expressas em pg/ml. 

 

  4.10 ENSAIO DE FERIDA 

 

  O ensaio de ferida foi realizado para avaliar o perfil de liberação de 

biomoléculas, como fatores de crescimento, no meio de cultura durante o processo de 

constituição dos EMs, e seu potencial de indução do fechamento da ferida através da 

proliferação e migração celular, utilizando protocolo descrito por Rodriguez e 

colaboradores (2005). 

  Foram utilizadas células osteoblásticas da linhagem OSTEO -1 (DEBONI, 

1995), cultivadas em garrafas com meio de cultura de Eagle’s modificado por 

Dulbecco (DMEM - Vitrocell), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS - 

Nutricell), Penicilina (100 U/ml - Vitrocell) e Estreptomicina (100μg/ml - Vitrocell), e 

mantidas em estufa de cultivo celular (Panasonic – Co2 incubator MOC -19 AIC-UV) à 
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temperatura de 37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar 

atmosférico. 

  As células foram removidas das garrafas de cultivo, quantificadas e 

ressuspendidas em 1 ml de DMEM suplementado com 10% de SFB, 1% de 

penicilina/estreptomicina, e semeadas na densidade de 2x104 células/poço em uma 

placa de 48 poços (KASVI), em triplicata para cada grupo experimental. Após 24 horas 

foi realizada uma escarificação linear em cada poço com o auxílio de uma ponteira de 

10 µl (KASVI) estéril.  Foi realizado uma lavagem com PBS-1X para retirada de células 

em suspensão e foram adicionados 300 µl/poço de meio de cultivo de acordo com 

cada grupo experimental: Grupo GC-SFB (Controle DMEM com 10% SFB); Grupo 

GC (Controle DMEM sem SFB); Grupo G-0.5 (150 µl de meio condicionado G-0.5 + 

150 µl de DMEM sem SFB); Grupo G-1.0 (150 µl de meio condicionado G-1.0 + 150 

µl de DMEM sem SFB); Grupo G-1.5 (150 µl de meio condicionado G-1.5 + 150 µl 

DMEM sem SFB). 

  Microfotografias de campo foram retiradas no momento da escarificação e após 

24 horas. A quantificação da ocupação celular para o fechamento da ferida foi 

realizada pela porcentagem da área recoberta no tempo de 24 horas em relação ao 

tempo zero hora. Foram utilizados três campos de cada grupo experimental com a 

objetiva de 10x e as imagens foram analisadas através do software ImageJ. 

 

           4.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

  Os dados referentes aos valores dos ensaios realizados foram tabulados e 

submetidos à análise estatística utilizando o software GraphPad Prisma 7.01. Foi 

utilizado o teste paramétrico ANOVA One-Way, seguido pelo pós-teste de Tukey. Os 

resultados obtidos foram expressos em Média ± Erro Padrão (EP) e o nível de 

significância adotado foi de 5% (p<0,05). 
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  5. RESULTADOS  

  

  5.1 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA E DETERMINAÇÃO DO PERFIL 

MESENQUIMAL 

 

  Os ensaios de potencial de diferenciação das células cultivadas foram 

realizados para a verificação do perfil mesenquimal caracterizado pelo potencial de 

diferenciação multilinhagem. Os resultados referentes ao perfil mesenquimal 

demonstraram que as células extraídas e isoladas da bursa subacromial exibiram o 

perfil mesenquimal. As micrografias das células isoladas foram cultivadas em meio de 

diferenciação osteogênica (Figura 17-A) apresentaram nódulos de mineralização, e 

as cultivadas em meio de diferenciação adipogênico (Figura 17-B) apresentaram 

gotículas de gordura.  

   

Figura 17 - Micrografias da determinação do perfil mesenquimal das células da bursa 
subacromial humana incubadas com meio de diferenciação por 14 dias. (A) As setas indicam 
os nódulos de mineralização corados com Alizarina red, característica da diferenciação 
osteogênica e (B) A seta indica as gotículas de gordura coradas com Oil red, característica da 
diferenciação adipogênica. Objetivas de 40x. 
 

 

Fonte: Própria autora 

 

  5.2 CONSTITUIÇÃO DOS ESFEROIDES MULTICELULARES 

 

  A constituição dos EMs foi observada diariamente como demonstrado pela 

figura 18. Observou-se que no dia da celularização dos moldes, as CTMBSh 

encontravam-se dispersas nos micropoços (Dia 0). Após 24 horas foi possível 

observar a ocorrência da fase de aglomeração celular. A partir de 48 horas (Dia 2) foi 
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identificado a compactação caracterizada pela diminuição do diâmetro, que progrediu 

até o sexto dia de cultivo (Dia 5), encerrando o processo de constituição. Esta cinética 

foi observada nos GC, G-0.5 e G-1.0. 

 
Figura 18 - Micrografias da sequência temporal do processo de constituição e compactação 
dos EMs do GC. Objetivas de 4x. 
 

 

Fonte: Própria autora 

   

  Os resultados das análises comparativas do processo de constituição dos EMs, 

permite observar nos grupos G-0.5 e G-1.0 um padrão de constituição similar ao GC 

em todos os tempos. No grupo G-1.5 os EMs não apresentaram a mesma cinética de 

compactação observado nos demais grupos.  

  A figura 19 demonstra as medidas dos diâmetros dos EMs e seus valores 

significantes durante o processo de constituição, demonstrando a diferença 

significante entre os diâmetros do G-1.5 em comparação com os demais grupos 

experimentais, sugerindo uma interferência da radiação em todas as etapas do 

processo de constituição dos EMs neste grupo.  
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Figura 19 – Representação gráfica dos diâmetros dos EMs durante o processo de 
constituição e tabela de valores significantes da comparação dos diâmetros entre os grupos 
experimentais. Valores expressos em MD±EP, ANOVA/ Tukey (*p<0,05; **p<0,01; 
****p<0,0001). 

 

 
Dia 

 

Grupos Experimentais MD ± EP (µm) Valor de p 

1 GC x G-0.5 

GC x G-1.0 

GC x G-1.5 

G-0.5 x G-1.5 

G-1.0 x G – 1.5 

107.93 ± 4.83 

106.58 ± 5.41 

124.78 ± 4.83 

137.4 ± 4.56 

136.1 ± 5.15 

< 0,01 

< 0,05 

<0,0001 

<0,001 

<0,001 

 

2 

 

GC x G-1.5 

G-0.5 x G-1.5 

G-1.0 x G – 1.5 

125.4 ± 5.15 

113.7 ± 5.14 

124.6 ± 3.85 

<0,01 

<0,05 

<0,05 

 

3 

 

GC x G-1.5 

G-0.5 x G-1.5 

G-1.0 x G – 1.5 

128.95 ± 4.70 

133.35 ± 3.90 

132.55 ± 3.85 

<0,0001 

<0,05 

<0,05 

 

4 

 

GC x G-1.5 

G-0.5 x G-1.5 

G-1.0 x G – 1.5 

117.44 ± 4.43 

121.81 ± 4.90 

125.35 ± 4.82 

<0,0001 

<0,0001 

<0,0001 

 

5 GC x G-1.5 

G-0.5 x G-1.5 

G-1.0 x G – 1.5 

120.8 ± 4.51 

120.6 ± 3.21 

121.8 ± 5.88 

<0,05 

<0,05 

<0,05 

 

 

 

 

 

** 
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  5.3 ANÁLISE DE VIABILIDADE E CARREAMENTO CELULAR 

  

  Os resultados obtidos no ensaio de viabilidade ao final da constituição dos EMs, 

e no quarto dia após o carreamento dos EMs em cultivo convencional (2D), 

demonstraram que não houve diferença significativa entre os grupos experimentais 

(Figura 20). Tais resultados sugerem a inexistência de uma influência modulatória da 

radiação na viabilidade celular no processo de constituição dos EMs e pós-

carreamento.  

   

Figura 20 – Representação gráfica dos ensaios de viabilidade celular em porcentagem dos 
EMs ao final do processo de constituição e pós-carreamento em cultivo 2D. Valores expressos 
em MD±EP, ANOVA/ Tukey (p<0,05). 
 

 

    

  Na figura 21-A observa-se a adesão pós-carreamento dos EMs do GC após 

quatro dias. As células apresentaram perfil indicativo de povoamento da placa através 

do espraiamento e proliferação celular observada pelo aumento do contingente celular 

ao redor dos EMs aderidos, tornando-se um núcleo de celularização individualizado. 

 Também é possível observar, que as células da parte superior do EM (Figura 

21-B) mantiveram-se estruturadas. Ressalta-se que o mesmo padrão se manteve em 

todos os grupos experimentais. 
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Figura 21 - Micrografias da adesão dos EMs no quarto dia pós-carreamento do GC.  (A) Nota-
se o processo de adesão e o perfil indicativo do processo de povoamento celular na placa. 
(B) Observa-se o espraiamento celular e a proliferação celular, evidenciando um núcleo de 
celularização individualizado. Objetivas de 10x e 20x. 
 

 

Fonte: Própria autora 
 

 
  5.4 DIFERENCIAÇÃO OSTEOGÊNICA PÓS CARREAMENTO 

 

  Os resultados referentes à quantificação de nódulos de mineralização 

produzidos pelas CTMBSh pós-carreamento, demonstram que não houve diferença 

significativa entre os grupos experimentais como observado na figura 22.  

 
Figura 22 – Representação gráfica da quantificação em porcentagem dos nódulos de 
mineralização depositados pelas CTMBSh pós-carreamento. Valores expressos em MD±EP, 
ANOVA/ Tukey (p<0,05).  
 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  A figura 23, ilustra a formação dos nódulos de mineralização em cada grupo 

experimental. Tais resultados, sugerem que não houve um efeito biomodulador na 

diferenciação osteogênica. 

 

 

A B 
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Figura 23 - Micrografias referentes aos nódulos de mineralização dos grupos experimentais 
após 14 dias de indução osteogênica pós-transferência. (A) Nódulos de mineralização 
referentes ao grupo GC, (B) nódulos de mineralização referentes ao grupo G-0.5, (C) nódulos 
de mineralização referentes ao grupo G-1.0 e (D) nódulos de mineralização referentes ao 
grupo G-1.5. Objetivas de 20x. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Própria autora 

 

  5.5 PERFIL DE PRODUÇÃO DE CITOCINAS 

 

  Os resultados obtidos nos ensaios de perfil de produção e liberação de 

citocinas durante o processo de constituição dos EMs, referentes às citocinas IL-6, IL-

10, IL-1β e TNF-α estão apresentados na figura 24. Os resultados da liberação de IL-

10 e IL-1β evidenciam a inexistência da influência moduladora da FBM em todos os 

grupos experimentais.  

  Os resultados da liberação de IL-6 demonstraram comportamento similar nos 

grupos GC e G-0.5, enquanto no G-1.0 houve uma diminuição significativa nos dias 5 

e 6. O G-1.5 demonstrou uma diminuição significativa da liberação de IL-6 e aumento 

na liberação de TNF-α. Tais resultados evidenciam a influência moduladora da 

radiação nessas citocinas. 

 



 

62 

 

Figura 24 - Representações gráficas da comparação entre os grupos experimentais dos 
ensaios de imunoabsorção enzimática, referente ao perfil de liberação das citocinas (A) IL-6, 
(B) IL-10, (C) IL-1β e (D) TNF-α. Valores expressos em MD±EP, ANOVA/ Tukey (*p<0,05; 
**p<0,01). 
 

 

 
 

  5.6 ENSAIO DE FERIDA 

   

  O ensaio de ferida foi realizado para avaliar o perfil de liberação de 

biomoléculas durante o processo de constituição dos EMs e sua influência na 

proliferação celular e no processo de migração. A figura 25 demonstra as micrografias 

obtidas após a realização da ferida (0 hora) e a troca dos meios de cultura dos grupos 

experimentais: GC- SFB (DMEM com 10% SFB); GC (DMEM sem SFB); G-0.5 (Meio 

condicionado G-0.5 + DMEM sem SFB); G-1.0 (Meio condicionado G-1.0 + DMEM 

sem SFB); G-1.5 (Meio condicionado G-1.5 + DMEM sem SFB). 

  Após 24 horas, foram realizadas novas micrografias, e os resultados 

demonstram que a FBM exerceu influência biomodulatória no processo de 

fechamento da ferida. 
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Figura 25 - Micrografias representativas do ensaio de ferida, nos tempos 0 hora e 24 horas 
dos grupos GC- SFB, GC, G-0.5, G-1.0 e G-1.5. Objetivas de 10x. 
 

 

 
 
 
 
    

250 µm 
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Fonte: Própria autora 
 
  Na figura 26, os grupos G-0.5 e G-1.0 apresentaram fechamento de 51% e 66% 

respectivamente da ferida, sugerindo que a radiação tenha exercido uma ação 

bioestimulatória em relação à proliferação celular e no processo de migração celular. 

Em contrapartida, o G-1.5 demonstrou ação bioinibitória da radiação com redução de 

18% do contingente celular em comparação ao GC. 

 
Figura 26 – Representação gráfica dos percentuais de fechamento da ferida. Análise perfil de 
liberação de biomoléculas durante o processo de constituição dos EMs, e sua influência na 
proliferação e migração celular no processo de fechamento da ferida em culturas de OSTEO-
1. Valores expressos em MD±EP, ANOVA/ Tukey (****p<0,0001). 
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6. DISCUSSÃO  

 

  Um dos principais objetivos terapêuticos almejados no tratamento direcionado 

às lesões ósseas é de estimular o processo de reparo tecidual, buscando o 

restabelecimento pleno de sua estrutura e função. Atualmente são utilizados diversos 

recursos terapêuticos, sendo recursos eletrofísicos ou biológicos, devido à 

potencialidade de interagir e estimular as células responsáveis pelo processo de 

regeneração, potencializando a funcionalidade celular e contribuindo para 

recuperação e obtenção de qualidade funcional (MEDALHA et al., 2016). 

  A proposta da TC em MR, utilizando CTMs, se justifica devido seu elevado 

potencial de diferenciação celular, execução de ação biomodulador e baixo grau de 

imunogenicidade, o que as torna capazes de influenciar o ambiente e contribuir com 

o processo de reparo tecidual (ZHANG et al., 2017; SHOJAEI et al., 2019). 

 Utsunomiya e colaboradores (2013) demonstraram que fragmentos 

descartados em procedimentos cirúrgicos da bursa subacromial podem ser utilizados 

como fonte de obtenção de CTMs e poderiam ser utilizados para o aumento biológico 

do reparo de lesões devido a seu potencial de proliferação.  

  As células utilizadas nesta pesquisa foram obtidas de uma mulher, com 39 anos 

de idade. Tais características são fundamentais para o uso em MR, e garantir que 

todas as funções celulares sejam exercidas. Zaim e colaboradores (2012) 

demonstraram que a idade do doador, o sexo, e o número de passagens do cultivo in 

vitro, são parâmetros críticos que afetam a morfologia, o potencial de proliferação e a 

capacidade de diferenciação de CTMs. Esses parâmetros devem ser considerados ao 

escolher uma fonte de obtenção de CTMs antes dos estudos e carreamento celular. 

  Este é o primeiro estudo a avaliar in vitro os efeitos do LBI em CTMBSh em 

cultivo 3D, onde os resultados obtidos nesta pesquisa possuem maior similaridade 

com os in vivo. A forma em que a radiação interage com os EMs mimetiza de maneira 

mais fidedigna, a interação que ocorre em ambiente tecidual em relação ao gradiente 

de energia depositada e a influência da FBM, podendo contribuir para a utilização 

desta associação como estratégias para a MR.  

  A formação de esferoides é caracterizada pela formação de agregados de 

células soltas, em um ambiente sem aderência, via ligação integrina-matriz 

extracelular. A caderina é acumulada na superfície da membrana e as células são 
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compactadas em agregados sólidos, formando esferoides compactos por meio de 

interações hemofílicas caderina-caderina (CUI; HARTANTO; ZHANG, 2017). 

  Os EMs podem apresentar variabilidade no diâmetro e na morfologia entre o 

mesmo grupo experimental devido a estruturação ser um processo que mimetiza a 

morfogênese e organogênese (BRAND et al., 2018). Diferenças na capacidade de 

estabelecer adesão célula-célula podem influenciar no processo de formação dos 

EMs, podendo apresentar menor compactação e superfície irregular, ou serem mais 

compactos com a superfície uniforme. 

  Os resultados obtidos referentes aos aspectos de constituição dos EMs 

utilizando CTMBSh nos permitiram identificar a evolução temporal do processo. As 

células encontravam-se dispersas no dia da celularização e após 24 horas observou-

se a formação de aglomerados celulares por agrupamento e colisão. Após 48 horas 

os EMs apresentaram o padrão de auto-organização e compactação celular, 

caracterizada pela diminuição do diâmetro. Essa dinâmica foi observada nos grupos 

GC, G-0.5 e G-1.0. Em contrapartida, o grupo G-1.5 demonstrou evolução apenas até 

o processo de aglomeração celular, obtendo o diâmetro médio 23.5% maior em 

comparação ao GC. A acumulação de altas doses de energia podem gerar respostas 

negativas em altas energias como de 5,04 J no ƛ de 660 nm; aplicada em sessão 

única apresenta resultados positivos, mas quando acumuladas as doses pode resultar 

em inibição celular (KARU, 1988; HUANG et al., 2011; ANDRADE et al., 2019). Tais 

resultados, sugerem que a radiação tenha exercido influência bioinibitória no grupo G-

1.5 onde a energia depositada de 5.7 J, influenciando mecanismos bioquímicos 

regulatórios presentes nas células durante o período de constituição dos EMs. 

  O tamanho médio de EMs encontra-se entre 100 e 500 µm e está diretamente 

relacionado à densidade de semeadura e às características do modelo de 

constituição, assim como o tempo de cultivo (FRIEDRICH et al., 2009; HUANG; GAO, 

2018). Os EMs apresentaram diâmetros abaixo de 200 µm, e tais resultados são 

considerados diâmetros favoráveis para que ocorra a regulação positiva de fatores 

essenciais para a sobrevivência das células. Ressalta-se que, quanto maior o seu 

tamanho, maior a dificuldade de difusão de nutrientes e oxigênio ao centro dos EMs 

e maior o grau de necrose em sua região central (ZANONI et al., 2016; VADIVELU et 

al., 2017). 
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  Após a constituição, foi possível simular a estratégia de carreamento dos EMs 

onde são entregues no ambiente de lesão tecidual na TC. Foram identificados pós-

carreamento a ocorrência dos processos de adesão dos EMs, o espraiamento, 

expansão nos poços de cultivo, tornando-se um núcleo de celularização 

individualizado. Tais eventos são imprescindíveis para o repovoamento celular em um 

sítio de reparo, reforçando a possibilidade do uso de EMs irradiados em TC como um 

sistema eficiente de entrega celular.  

  Esperava-se uma influência da FBM no tempo de adesão dos EMs e 

proliferação celular (VILLIERS; HOURELD; ABRAHAMSE, 2011; MOORE et al., 2005; 

STEIN et al., 2005), porém, os resultados demonstram que não houve influência da 

FBM no processo de adesão e proliferação celular dos grupos irradiados em 

comparação com o GC. Canadas e colaboradores (2018) demonstram a preocupação 

da ciência em garantir que o cultivo in vitro e expansão celular de CTMs não trarão 

prejuízos associados ao uso da TC, devido ao processo vigente necessitar de uma 

expansão celular abrangente até que os números terapêuticos sejam alcançados. 

  A viabilidade celular é um dos principais fatores na TC durante o processo de 

carreamento celular. Garantir a sobrevivência das células em um ambiente 

desfavorável é fundamental para o sucesso do processo de repovoamento no reparo 

tecidual (SHIM et al., 2013). Os resultados referentes à viabilidade celular realizados 

após a constituição e carreamento dos EMs não demonstraram diferença entre os 

grupos experimentais, sugerindo que não houve influência bioestimuladora da 

radiação no aumento da taxa metabólica celular nas doses utilizadas. 

  O aumento da viabilidade celular influenciada pela ação da FBM é bem 

consolidado em cultivos 2D (PETRI et al., 2010; AMID et al., 2014; ATES et al., 2017; 

DEANA et al., 2018), porém, são escassas pesquisas relacionando a influência da 

FBM em cultivos 3D. Durante o processo de constituição dos EMs as células sofrem 

mudanças morfológicas e funcionais no perfil metabólico e de expressão gênica em 

diversos genes (TIRIER et al., 2019). Cesaez e Tamama (2016) demonstram que após 

uma análise por microarrays houve uma mudança expressiva no perfil de expressão 

gênica entre monocamada e esferoide de CTMs. No entanto, ainda se sabe pouco em 

relação à mediação da sinalização molecular das propriedades dos esferoides de 

CTMs. Tais modificações podem estar relacionadas com a maneira que a radiação 
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influencia as células, por não estarem igualmente expostas ao meio ambiente e 

estímulos a ele relacionados.  

  Em culturas celulares, há preferência pela utilização de fluências mais baixas 

de radiação, sendo de 0.5J/cm² a 4 J/cm² as mais utilizadas (ARANY et al., 2014; 

DINIZ; MATOS; MARQUES, 2015; ZACCARA et al., 2015). As fluências de 0.5, 1.0 e 

1.5 J/cm² utilizadas nesta pesquisa não alteraram a viabilidade celular, e a falta de 

bioestimulação pode estar relacionado com o perfil de difusão. O perfil de difusão é 

um fator de interferência, e de acordo com a região do esferoide onde as células se 

encontram, eventos celulares como a viabilidade, perfil metabólico, expressão gênica 

e a taxa de proliferação celular podem variar de forma significativa (CHITCHOLTAN 

et al., 2013; DERNOWSEK et al., 2016). 

  Os resultados referentes ao processo de diferenciação osteogênica das 

CTMBSh carreadas na presente pesquisa, demonstraram que a FBM não exerceu 

influência biomoduladora na formação de nódulos de mineralização. A FBM atua 

sobre células osteoblásticas influenciando a proliferação, o amadurecimento e 

mineralização, através do aumento na expressão de proteínas morfogenéticas (PYO, 

2013), fosfatase alcalina (SOLEIMANI et al., 2012) e osteocalcina (PETRI et al., 2010), 

sendo capaz de auxiliar o processo de reparo do tecido ósseo.  

  Wu e colaboradores (2012) utilizando o ƛ de 660 nm em CTMs derivadas de 

médula de rato, nas doses de 1 J/cm2, 2 J/cm2 e 4 J/cm2, demonstram que a expressão 

dos marcadores osteogênicos BMP2, osteocalcina, fosfatase alcalina e RUNX2, não 

foram significantes após a radiação.  A FBM, segundo Liu e Zhang (2016), no ƛ de 

635 nm com fluência de 0.96 J/cm2, aumentou a sobrevida de CTMs humanas 

implantadas in vivo, porém não se sabe os mecanismos exatos desta ação, e a 

radiação não exerceu uma influência significativa sobre a diferenciação quando 

aplicadas sem a associação de fatores de indução à diferenciação.  

  As pesquisas de Wu e colaboradores (2012) e Liu e Zang (2016) utilizaram 

CTMs de fontes, linhagens e cultivo celular distintos, porém, ambos concluíram que a 

FBM com laser de espectro de luz visível (vermelho), com as fluências entre 0.96 a 4 

J/cm2 não exerceram influência biomoduladora no processo de diferenciação 

osteogênica e na expressão de marcadores osteogênicos, corroborando com os 

resultados encontrados nesta pesquisa. Ressalta-se que a biomodulação depende 

nos parâmetros como comprimento de onda, energia, potência e tempo de irradiação, 
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tipo de célula irradiada, e características fisiológicas celulares (MOORE et al., 2055; 

GIANINI et al., 2015). 

  A capacidade imunomoduladora das CTMBSh sob influência da FMB durante 

o processo de constituição de EMs foi avaliada através da determinação das 

concentrações das citocinas IL-6, IL-10, IL-1β e TNF-α liberadas no meio de cultura. 

 As citocinas são responsáveis pela comunicação química entre as células 

durante o início de respostas imunes e do processo de reparação tecidual e, em 

cultivos in vitro, sua produção pode variar de acordo com a duração da cultura celular 

e o tipo de estímulo (POTIAN et al., 2003; WEISS; DAHLKE, 2019). 

  Os resultados referentes à liberação de IL-10 e IL- 1β demonstraram liberação 

reduzida das citocinas em todos os grupos experimentais. As CTMs são células 

capazes de secretar citocinas, porém, os níveis de liberação variam também de 

acordo com os estímulos do microambiente. Os estímulos dependem de uma sinergia 

de mecanismos dependentes de contato celular e fatores solúveis (KYUEKCHIEV, 

2014; WEISS; DAHLKE, 2019). A liberação de IL-10 por CTMs depende de condições 

específicas, como em ambientes inflamatórios e na presença de outras citocinas como 

INF-γ, IL-1β e TNF-α (CHAUDHRY, et al., 2011). 

  Os resultados referentes a liberação de TNF-α, demonstraram que houve um 

aumento significativo na liberação do G-1.5 quando comparado com demais grupos 

experimentais, sugerindo que nos primeiros dias de constituição dos EMs houve um 

estímulo para a liberação da citocina. Observou-se que, mesmo com a liberação de 

TNF-α nos primeiros dias do processo de constituição dos EMs, não foram suficientes 

para estimular a liberação de IL-10 e IL-1β.  

  Os resultados referentes à análise da IL-6 nos grupos experimentais durante o 

período de constituição dos EMs demonstram que o grupo G-1.5 apresentou níveis 

significativamente menores na liberação da referida citocina, sugerindo um efeito 

biomodulador dose-dependente inibitória da radiação sobre a produção e liberação 

desta citocina. A regulação do sistema imunológico por IL-6 tem sido descrita como 

uma citocina pró-inflamatória. No entanto, também está envolvida na secreção de 

moléculas anti-inflamatórias bem conhecidas, como o antagonista do receptor de IL-1 

ou IL-10, e redução da liberação de TNF-α (DORRONSORO et al., 2020). 

  Os resultados obtidos nesta pesquisa referentes ao perfil de liberação das 

citocinas, evidenciam uma possível redução da inflamação no processo de reparo, 
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caracterizando um efeito anti-inflamatório influenciado pela ação inibitória da FBM na 

fluência de 1.5 J/cm2. Piva e colaboradores (2011) demonstraram efeitos anti-

inflamatórios importantes nos processos iniciais do reparo devido a FBM, como a 

redução de citocinas. 

  A influência bioinibitória da FBM está associada, primordialmente, às doses 

mais elevadas de irradiação. Esta concepção integra a teoria de Arndt-Schulz também 

aplicável aos mecanismos fotobiomodulatórios, que determina efeitos 

bioestimulatórios proporcionados por doses dentro de uma faixa ideal e bioinibitórios 

em doses proporcionalmente mais elevadas (MARQUES et al., 2016). Ressalta-se, 

também, a influência da irradiância (densidade de potência) nesse perfil modulatório 

dose-dependente sobre a resposta biológica (EDUARDO et al., 2008). 

  Sabe-se que o ambiente inflamatório ao qual as CTMs são expostas após o 

carreamento é um determinante crítico de seu processo regulatório, uma vez que a 

imunossupressão pelas CTMs não é constitutiva, mas sim desencadeada por 

crosstalk com células do sistema imunológico, consequentemente, diferentes cenários 

patológicos levarão a respostas distintas das CTMs, que devem ser consideradas 

juntamente com tempo, frequência e doses de tratamento por FBM, como a fonte de 

obtenção das CTMs (ENGLISH et al., 2007; DELAROSA et al., 2009; KRAMPERA, 

2011; DORRONSORO et al., 2020). 

  O meio de cultura onde as células são cultivadas contém vários produtos como 

fatores de crescimento e citocinas, que são secretados pelas células durante o 

processo de cultivo, e possuem o potencial de atuar ativamente no processo de 

regeneração celular (PAWITAN, 2014). A fim de proporcionar um efeito biomodulador 

mais expressivo por parte da FBM, o meio de suplementação não foi utilizado, 

expondo as células a uma condição ainda maior de desfavorecimento, ficando 

evidente a amplificação da resposta biológica.  

  O meio de cultura onde as CTMBSh foram cultivadas e irradiadas durante o 

processo de constituição dos EMs além de conter IL-6 e TNF-α, demonstraram conter 

outras biomoléculas, entre elas fatores de crescimento, que estimulam a proliferação 

celular e o fechamento da ferida. Hendudari e colaboradores (2016) demonstraram 

células ósseas cultivadas em meio condicionado de CTMs de medula óssea irradiadas 

com LBI (632.8 nm) e fluências de 0.5 e 1.0 J/cm2 tiveram aumento na viabilidade e 

proliferação celular. 
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  Andrade e colaboradores (2019) demonstraram que a PBM por LBI (660 nm) 

estimulou a proliferação de CTs de tecido adiposo com energias entre 0.56 e 1.96 J. 

Por outro lado, energias mais elevadas como 5.04 J foram inicialmente eficientes, mas 

apresentou ação bioinibitória quando aplicado repetidamente.  

  Os resultados referentes ao fechamento das feridas corroboram com os 

resultados de Hendudari e colaboradores e de Andrade e colaboradores. Os grupos 

G-0.5 e G-1.0, com energia de 1.9 J e 3.8 J, respectivamente, obtiveram o maior 

fechamento da ferida. Em contrapartida, o G-1.5, com energia de 5.7 J, apresentou o 

menor fechamento. Tais resultados sugerem que as fluências de 0.5 e 1.0 J/cm², 

possuem influência bioestimulatória na liberação de fatores de crescimento, 

proliferação e capacidade de migração celular. Em uma pesquisa anterior do nosso 

grupo, artigo aceito para publicação, a mesma fluência apresentou um aumento 

significativo na viabilidade celular, demonstrando influência bioestimulante da 

radiação. 

  Variações nos parâmetros do laser podem promover a modulação do 

metabolismo da célula, podendo acelerá-los ou retardá-los. O λ, a densidade de 

potência e a densidade de energia são parâmetros que devem ser considerados 

quando aborda o mecanismo fotobiomodulatório. O mecanismo que fundamenta a 

influência biomodulatória sobre as funções celulares, amplamente descrito pela 

literatura científica (KARU, 1999; KARU, 2008; DORTBUDAK et al, 2000; STEIN et al, 

2005; RENNÓ et al, 2011), é de natureza fotobioquímica, iniciado pela absorção 

seletiva dos fótons pelos fotorreceptores presentes nas células (cromóforos). A 

participação desses cromóforos em cascatas bioquímicas específicas permite que seu 

estado metaestável de excitação eletrônica, induzido pela radiação, altere a cinética 

das reações bioquímicas intracelulares, influenciando concomitantemente os 

mecanismos de sinalização e o metabolismo celular (KARU, 2008; DE FREITAS, 

HAMBLIN, 2016).  

  Os estudos in vitro 2D vêm contribuindo efetivamente com a caracterização da 

influência destes parâmetros e norteando as pesquisas pré-clínicas e clínicas 

baseadas no processo da fotobiomodulação. Em contrapartida, os resultados da 

presente pesquisa evidenciam que o cultivo 3D, representado pelo uso de EMs, 

também precisa ser explorado, tanto para a real compreensão dos mecanismos 

fotobiomodulatórios, sobretudo pela maior similaridade com as condições celulares in 
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vivo, como pelo potencial de utilização como estratégia para TC em MR. Assim sendo, 

torna-se evidente a necessidade de padronização e ampliação das estratégias de 

cultivo 3D nas pesquisas pré-clínicas envolvendo a fotobiomodulação, considerando 

o maior mimetismo entre esse tipo de cultivo e o ambiente celular in vivo. 

  Ressalta-se a necessidade de mais pesquisas para a ampliação do 

entendimento a respeito das características desta influência biomodulatória e 

identificação dos mecanismos moleculares relacionados à tal influência.     
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  7. CONCLUSÕES  

 

  Os resultados demonstraram que FBM com uso do laser de baixa intensidade 

(685 nm) exerceu efeito biomodulador dose-dependente sobre o processo de 

constituição dos EMs de CTMBSh. 

  Os resultados apontam, de forma preliminar, que as fluências utilizadas não 

exerceram influência bioestimuladora sobre a viabilidade das CTMBSh cultivadas 

como EMs e pós-carreamento. Observou-se que a FBM não exerceu influência 

biostimuladora no processo de diferenciação osteogênica.  Em contrapartida, há 

evidência de uma influência da FBM no processo de constituição dos EMs, e influência 

bioinibitória, como demonstrado pela fluência de 1.5 J/cm² no perfil de produção de 

IL-6, e influência bioestimulatória na produção de TNF-α.  

  No fechamento da ferida, os fatores de crescimento liberados no meio de 

cultivo de EMs de CTMBSh estimularam a proliferação e migração celular nas 

fluências de 0.5 e 1.0 J/cm² exercendo um efeito bioestimulótorio, em contrapartida, a 

fluência de 1.5 J/cm² apresentou um efeito bioinibitório.  
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