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RESUMO 

 
 

A plasticidade fenotípica dos leucócitos nas diferentes fases do processo de 

inflamação e reparo, faz com que essas células sejam consideradas peças chaves 

no seu controle. Os efeitos da fotobiomodulação (FBM) no tratamento de lesões 

teciduais tem sido bastante descrito, mas pouco se conhece a respeito do seu papel 

sobre a polarização dos leucócitos. Este projeto objetivou avaliar o espectro de 

absorbância óptica de monócitos, neutrófilos e linfócitos humanos e os efeitos da 

FBM com LED ambar de 590 nm sobre a expressão gênica e proteica de mediadores 

produzidos por essas células polarizadas para os fenótipos pró ou anti- 

inflamatório/regulador. Leucócitos de sangue humano periférico foram cultivados em 

RPMI com soro fetal bovino 5% ou 10% (para ativar os fenótipos pró ou anti- 

inflamatório respectivamente), polarizados com LPS ou IL-4+LPS por 2h e irradiados 

com LED ambar 590 nm (4J; 70 mW; 23,3 mW/cm2; 2,66 J/cm2), utilizando uma 

aplicação após 2h ou duas aplicações após 2h e 6h. As culturas foram coletadas 

para avaliação do espectro de absorbância óptica (neutrófilos após 12h e monócitos 

e linfócitos após 24h) e análise de expressão de mRNA das citocinas IL-1β, IL-6, IL- 

10, IL-17, TNF-α, IFNγ e VEGF por meio de qPCR (após 4h para neutrófilos e 24h 

para monócitos e linfócitos). Os sobrenadantes das culturas foram usados para 

avaliação proteica por imunoensaio enzimático (neutrófilos: IL-1β, TNFα e IL-10; 

linfócitos: IFNγ, IL-17 e IL-10 e monócitos: IL-1β, IL-6, TNFα e IL-10). Foram 

realizados pelo menos 3 experimentos (3 indivíduos) em duplicata amostral. Células 

não irradiadas e não polarizadas serviram como controle. Monócitos e neutrófilos 

apresentaram pico de absorção entre 520-570 nm e os linfócitos pico de absorção 

entre 450-570 nm e 770-900 nm. A irradiação com LED ambar nas células 

polarizadas para o perfil pró-inflamatório gerou nos monócitos redução na síntese 

proteica das citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNFα, nos neutrófilos a redução da 

produção de TNFα e nos linfócitos aumento na produção de IL-17. Nos leucócitos 

polarizados para o perfil anti-inflamatório/regulador, a irradiação com LED ambar 

reduziu a produção de IL-10 em monócitos e linfócitos. Esses resultados evidenciam 

que os leucócitos apresentam pico de absorção em regiões do espectro ainda pouco 

exploradas na FBM e que o LED ambar é capaz de modular a expressão de citocinas 

importantes na modulação dos processos de inflamação e reparo podendo vir a 



 

contribuir para otimização dos processos inflamatórios, bem como nos tratamentos 

de imunoterapia. 

Palavras-chave: Monócitos, Linfócitos, Neutrófilos, Pró-inflamatório, Anti- 

inflamatório, Absorbância, Ledterapia. 



 

ABSTRACT 

 
 

The phenotypic plasticity of leukocytes in the different phases of the inflammation and 

repair process, is the reason these cells are considered key players in their control. 

The effects of Photobiomodulation (PBM) on the treatment of tissue lesions have 

been widely described, but little is known about their role on leukocyte polarization. 

This project aimed to evaluate the optical absorbance spectrum of monocytes, 

neutrophils and human lymphocytes as well as the effects of PBM with amber LED 

with 590 nm on the gene and protein expression of mediators produced by these 

cells, which have been polarized to either the pro- or anti-inflammatory / regulatory 

phenotype. Peripheral human blood leukocytes were cultured in RPMI with 5% or 

10% fetal bovine serum (to activate the pro- or anti-inflammatory phenotypes 

respectively), polarized with LPS or IL-4+LPS for 2 hours and irradiated with amber 

LED 590 nm (4J; 70 mW; 23.3 mW / cm2; 2.66 J / cm2), using one application after 

2h or two applications after 2h and 6h. The cultures were collected to evaluate the 

optical absorbance spectrum (neutrophils after 12 hours and monocytes and 

lymphocytes after 24 hours) and for the analysis of mRNA expression of the cytokines 

IL-1β, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-α, IFNγ and VEGF using qPCR (after 4 hours for 

neutrophils and 24 hours for monocytes and lymphocytes). The culture supernatants 

were used for protein evaluation via enzyme immunoassay (neutrophils: IL-1β, TNFα 

and IL-10; lymphocytes: IFNγ, IL-17 and IL-10 and monocytes: IL-1β, IL-6, TNFα and 

IL -10). At least 3 experiments (samples from 3 individuals) were carried out in 

duplicate. Non-irradiated and non-polarized cells served as controls. Monocytes and 

neutrophils showed peak absorption between 520-570 nm and lymphocytes peak 

absorption between 450-570 nm and 770-900 nm. Irradiation with amber LED, 

applied to cells polarized to the pro-inflammatory profile, generated a decrease in 

the protein synthesis of the pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNFα in the 

monocytes, a decrease in the production synthesis of TNFα in neutrophils and, in the 

lymphocytes, an increase in the production of IL- 17. In leukocytes polarized to the 

anti-inflammatory / regulatory profile, irradiation with amber LED reduced the 

production of IL-10 in monocytes and lymphocytes. These results show that 

leukocytes present peak absorption in regions of the spectrum which remain mostly 

unexplored in PBM. In addition, they show that amber LED is capable of modulating 



 

the expression of cytokines which are important to the modulation of inflammation 

and repair processes; this may contribute to the optimization of inflammatory 

processes, as well as immunotherapy treatments. 

Keywords: Monocytes, Lymphocytes, Neutrophils, Pro-inflammatory, Anti- 

inflammatory, Absorbance, LED therapy. 
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N2 Neutrófilos anti-inflamatórios 

NaCl Cloreto de sódio 

NF-kB  Fator de transcrição (do inglês, Nuclear Factor kappa-light-chain 

enhancer of Activated B Cells) 

ng Nanograma 

NK Células Natural Killer 

nm Nanometro 

NO do inglês, Nitric Oxide 

PBMC do inglês, peripheral blood mononuclear cell 

PBS do inglês, Phosphate Buffered Saline 

PCR do inglês, Polymerase Chain Reaction 

PGC-1β do inglês, Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

coactivator 1-beta 

PMA Acetato de forbol miristato 

qPCR do inglês, Quantitative Polymerase Chain Reaction 

QLlum Quimiluminescência dependente de luminol 

RNA Ácido ribonucleico 

RNAse Ribonuclease 

ROS do inglês, Reactive Oxygen Species 

rpm Rotação por minuto 



 

RPMI do inglês, Roswell Park Memorial Institute Medium 

RT-PCR do inglês, Reverse-transcriptase Polymerase Chain Reaction 

S Segundos 

SFB Soro Fetal Bovino 

TGF-β do inglês, Transforming Growth Factor) 

Th1 do inglês, T helper 1 

Th2 do inglês, T helper 2 

THP-1  Linhagem de Monócitos Humanos 

TLR Receptores Toll-Like 

TNF-α do inglês, Tumor Necrosis Factor α 

U937 Linhagem de Monócitos Humanos isolados de Linfoma 

VEGF do inglês, Vascular Endothelial Growth Factor 

% Porcentagem 

ºC Grau Celsius 

µL Microlitro 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 

 

1.1. Hematopoese 

 
As células-tronco hematopoiéticas são originadas na medula óssea pelo 

processo chamado de hematopoese (Figura 1) que consiste na formação, 

desenvolvimento e maturação de células sanguíneas por meio de células 

progenitoras iniciais, capazes de produzir precursores específicos dedicados à 

diferenciação e produção de células maduras, incluindo eritrócitos, 

megacariócitos e leucócitos (Orkin & Zon 2008, Jagannathan-Bogdan & Zon 

2013, García-García et al. 2015, Abbas et al. 2018). 

Os leucócitos são células imunológicas de origem mieloide 

(monócitos/macrófagos, neutrófilos, eosinófilos e basófilos) ou linfoide (linfócitos 

B, linfócitos T e células NK) que apresentam um papel muito importante tanto na 

resposta imune inata quanto na resposta imune adaptativa (Zhao et al. 2012, 

Scheiermann et al. 2015, Abbas et al. 2018). 

 

 

Figura 1: Esquema Representativo do Processo de Hematopoese em Humanos (Adaptação 

Orkin & Zon 2008 e Abbas et. al 2018). 
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1.2. Leucócitos e Inflamação 

 
 

Na fase inicial da inflamação, ocorrem alterações vasculares que 

envolvem a vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular, aumento do 

fluxo sanguíneo e migração de leucócitos da corrente sanguínea para os tecidos 

envolvidos (Butterfield et al. 2006, Scheiermann et al. 2015). A plasticidade dos 

leucócitos (neutrófilos, monócitos e linfócitos) em resposta aos sinais advindos 

do microambiente, nas diferentes fases do processo de inflamação e reparo, faz 

com que essas células assumam características inflamatórias ou 

imunoregulatórias que caracterizam, respectivamente, os fenótipos 

classicamente chamados de pró e anti-inflamatório (Filardy 2010, Beyrau et al. 

2012, Mills 2012, Deniset & Kubes 2016, Fan & Rudensky 2016, Yang 2016). 

Os neutrófilos são os leucócitos mais abundantes do sangue (40-60%), 

as primeiras células imunes que migram para o local da infecção/lesão tecidual, 

duram de 1 a 2 dias e podem apresentar dois fenótipos distintos sendo 

classificados como neutrófilos pró-inflamatórios (N1) ou neutrófilos anti- 

inflamatórios (N2) (Karlmark et al 2012, Neely et al. 2014, Kobayashi 2015, Ma 

et al 2016, Yang 2016, Abbas et al. 2018). 

Os neutrófilos do tipo N1 já estão presentes nas primeiras horas após a 

ocorrência da lesão tecidual e são responsáveis principalmente pela fagocitose 

(do possível agente invasor e/ou na eliminação e degradação de restos celulares 

oriundos do processo inflamatório), síntese de peptídeos antimicrobianos, 

geração de espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico, e produção de 

quimiocinas e mediadores inflamatórios (como CCL3, CCL5, IL-1β, IL-6, IL-8, IL- 

12 e TNFα) que estão relacionados com a migração e ativação de células 

dendríticas, monócitos e macrófagos M1 (Tsuda et al. 2004, Arnardottir et al. 

2012, Yang 2016, Seely et al. 2003, Mayadas et al. 2014, Amantea 2016). 

Os neutrófilos do tipo N2 surgem aproximadamente 7h após a ocorrência da 

lesão e produzem principalmente IL-10, TGFβ, VEGF, e expressam receptores 

do tipo TLR2, TLR4, TLR7, TLR9. Estas células também estão relacionadas com 

a ativação de monócitos e macrófagos de perfil M2 (Arnardottir et al. 2012, Neely 

et al. 2014, Wang et al. 2014, Deniset & Kubes 2016, Yang et al. 2016). 



25 
 

 

Os neutrófilos são conhecidos como as primeiras células imunes a 

participar de qualquer infecção/lesão (em poucas horas). E os monócitos são 

considerados os principais reguladores da inflamação que também podem 

apresentar plasticidade no seu perfil. Os monócitos representam 2-8% dos 

leucócitos humanos e quando recrutados para os tecidos se diferenciam em 

macrófagos (Geissmann et al. 2010, Karlmark et al 2012, Abbas et al. 2018). 

Macrófagos derivados de monócitos inflamatórios desempenham um 

papel central na inflamação entre o período de 2 a 4 dias (Figura 2), atuando 

principalmente na fagocitose de microorganismos e degradação de células 

mortas. Macrófagos de perfil inflamatório (M1) ativados, secretam citocinas 

(como IL-1β, IL-6, IL-8 e TNFα) que atuam sobre as células endoteliais do 

revestimento dos vasos sanguíneos, intensificando o recrutamento de mais 

monócitos e outros leucócitos do sangue para os sítios de infecção, amplificando 

assim a resposta protetora contra os microrganismos (Duque and Descoteaux 

2014, Tidball 2017, Okabe 2018, Souza et al. 2018). Por outro lado, os 

macrófagos de perfil anti-inflamatório/regulatório (M2) aparecem no período de 

4 a 7 dias após o início de uma lesão tecidual (Figura 2) e secretam citocinas do 

(como IL-4 e IL-10) e fatores de crescimento (como TGFβ e VEGF) que 

estimulam o desenvolvimento de novos vasos sanguíneos (angiogênese) e a 

síntese de matriz extracelular (Duque and Descoteaux 2014, Tidball 2017, 

Okabe 2018, Souza et al. 2018). 

Durante a fase de resolução da inflamação, os monócitos/macrófagos 

atuam na fagocitose de neutrófilos apoptóticos, processo no qual tem como 

consequência uma diminuição na produção de IL-23 por outros macrófagos, bem 

como, IL-17 pelos linfócitos, consequentemente reduzindo a produção de G-CSF 

e de neutrófilos N1 (Mayadas et al. 2014). Além disso, a fagocitose de neutrófilos 

apoptóticos por células mononucleares do sangue também estimula os 

macrófagos a produzirem IL-10 e reduzirem a produção de IL-12, assumindo 

assim um fenótipo M2 (Filardy et al. 2010). 
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Figura 2: Presença de Células Imunes durante o Reparo Tecidual (Adaptação de Tidball et. al, 2017). 

 

Os linfócitos representam 20-40% dos leucócitos e são responsáveis 

principalmente pelas respostas imunes adaptativas (Xu et al. 2004, Koyasu and 

Moro 2012). As principais classes de linfócitos são os do tipo T e B. Os linfócitos 

T são mediadores de imunidade celular que se originam na medula óssea e 

amadurecem no timo. Essas células apresentam diferentes subpopulações, das 

quais se destacam os linfócitos auxiliares CD4+, responsáveis pela secreção de 

citocinas que atuam na ativação de outras células imunológicas (como linfócitos 

e macrófagos) e linfócitos citotóxicos CD8+, responsáveis pelo reconhecimento 

e morte de células infectadas ou células tumorais. Por outro lado, os linfócitos B 

são células responsáveis principalmente pela produção de anticorpos no 

organismo, atuando ativamente na imunidade humoral (Luckheeram et al. 2012, 

Golubovskaya & Wu 2016, Abbas 2018). 

Os linfócitos Th (CD4+) podem ser classificados ainda em pelo menos 2 

subtipos efetores: perfil pró-inflamatório Th1 e perfil anti-inflamatório/regulador 

Th2. Essa heterogeneidade na fenotipagem dos linfócitos representa um 

mecanismo de controle na modulação de citocinas durante as fases da 

inflamação e do reparo, uma vez que, assim como ocorre com os neutrófilos e 

macrófagos, respostas excessivas podem levar a danos teciduais (Berger 2000, 

Xu et al. 2004, Mesquita Junior et al. 2010, Abbas et al. 2018). 

A ação dos linfócitos Th1 é essencial para o controle de patógenos 

intracelulares, por meio de uma grande produção de IL-2, citocina indutora de 
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proliferação de outros linfócitos que potencializa o sistema de defesa. Além da 

IL-2, os linfócitos Th1 também são grandes produtores de IFNγ. Essa citocina 

por sua vez, é um importante mediador na ativação de macrófagos, que 

assumem um papel relevante na ativação de Linfócitos CD8. Somado a isso, o 

IFNγ consegue ativar Linfócitos para resposta pró-inflamatória, inibindo assim, a 

secreção de citocinas anti-inflamatórias/regulatórias (Xu et al. 2004, Mesquita 

Júnior et al. 2010). Em contraste, as citocinas derivadas de linfócitos Th2 (IL-4, 

IL-10 e IL-13) exibem funções anti-inflamatórias/regulatórias inibindo as 

respostas Th1 em diferentes doenças. Na prática clínica, os linfócitos são de 

grande importância na contribuição de resposta inflamatória de doenças 

reumáticas autoimunes como por exemplo, artrite reumatoide e esclerose 

múltipla (Stadler et al. 2000, Biedermann et al. 2004, Mesquita Júnior et al. 2010, 

Musawi et al. 2016). Dessa forma, direcionar a polarização das células Th 

também poder ser uma estratégia potencialmente importante para o tratamento 

de doenças mediadas por células Th1. 

Como exposto, nas diferentes fases dos processos de inflamação e 

reparo, a mudança no fenótipo dos leucócitos é um fenômeno importante e que 

vem ganhando cada dia mais atenção dos pesquisadores. A polarização 

prolongada ou ineficiente irá determinar atraso no reparo e em muitos casos 

impedir a ocorrência da regeneração tecidual (Filardy 2010, Mills 2012, 

Fernandes et al. 2015, Ma et al. 2016, Yang et al. 2016). Do mesmo modo, o 

grau de intensidade da ativação pode potencializar o dano e dificultar a fase final 

do reparo (Butterfield 2006, Arnardottir 2012, Sousa 2019). A Tabela 1 resume 

as características clássicas dos principais fenótipos leucocitários (Tsuda et al. 

2004, Xu et al. 2014, Mesquita Júnior et al. 2010, Arnardottir et al. 2012, Karlmark 

et al 2012, Neely et al. 2014, Kobayashi 2015, Amantea 2016, Ma et al 2016, 

Yang 2016). 
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Tabela 1: Divisão fenotípica clássica para monócitos, linfócitos e neutrófilos humanos: 

ativação, produção e função. 

 
 

Fenótipos 
 

Ativação 
 

Produção 
 

Função 

 

Monócitos M1 
 

LPS 
IL-2, IL-12, IL-1β, IL-6, IL-8, CXCL10, 

TNF-α, IFN-γ, NFκβ, iNOS, 

Resposta Inata, 

Inflamação 

 

Monócitos M2 
 

IL-4, IL-10, IL-13 
 

IL-10, TGFβ-1 
Resposta Adaptativa, 

Imunoregulador 

 

Neutrófilos N1 

Ligantes TLR2, 

TLR4, TLR5, TLR8, 

LPS 

CCL3, CCL5, CXCL12, IL-1β, IL-8, IL- 

6, IL-12, TNFα, NO, ROS, CRAMP, 

mieloperoxidase 

Fagocitose, Ativação de 

monócitos e macrófagos 

M1 

 
 

Neutrófilos N2 

Ligantes TLR2, 

TLR4, TLR7, TLR9, 

IL-4, IL-10 

 
CCL2, CCL17, IL-4, IL-10, VEGF, 

TGFβ1, Arginase 

Imunoregulador, Ativação 

de monócitos e 

macrófagos M2, 

Resolução de Inflamação 

 
Linfócitos Th1 

 

LPS 
 

IL-2, IL-6, IL-17, TNF-α, IFN-γ 
Ativação de Fagócitos, 

produção de anticorpos 

opsonizantes 

 
 

Linfócitos Th2 

 
IL-4, IL-10 

 
IL-4, IL-6, IL-10, TGFβ-1 

Proliferação e 

diferenciação de Células 

B, Ativação de eosinófilos 

 

Diversas modalidades terapêuticas têm sido pesquisadas no intuito de 

proporcionar uma modulação adequada das células que regulam o reparo 

tecidual. Dentre estas modalidades, a fotobiomodulação (FBM) vem 

demonstrando resultados promissores no tratamento de lesões teciduais 

evidenciando sua capacidade de atuar sobre os processos de inflamação e 

reparo, modulando a expressão de diversos mediadores pró e anti-inflamatórios 

(Baptista et al. 2011, Assis et al. 2013, Fernandes et al. 2013, Alves et al. 2014, 

Hamblin 2017). 

 
1.3. Fotobiomodulação (FBM) 

 
A fotobiomodulação (FBM) consiste no uso de terapêutico de fontes de luz 

para reduzir a inflamação, aliviar a dor e estimular o reparo. As fontes de luz 

usadas para FBM são do tipo não ionizante e incluem lasers, diodos emissores 

de luz (LEDs) e/ou luz de banda larga, nos espectros eletromagnéticos visíveis 

(400 a 700 nm) e infravermelho próximo (700 a 1100 nm). As aplicações da FBM 

são numerosas e estão sendo exploradas experimentalmente na ciência básica 

e nos níveis pré-clínico e clínico (Anders et al. 2015, Hamblin 2017). 
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As fontes laser e LED são semelhantes em relação à monocromaticidade, 

embora o LED tenha maior largura espectral. A diferença básica dessas fontes 

está no fato de que a luz emergente do LED não é colimada e nem coerente. 

Apesar destas diferenças, a FBM com uso de LED vem sendo bastante usada 

como alternativa ao uso do laser, pois, além de atuar de modo eficiente na 

redução de processos inflamatórios e cicatrização de feridas, possibilita o 

tratamento de áreas extensas com baixo custo (Wong-riley 2001, Weiss et al. 

2005b, Siqueira et al. 2009, Yeh et al. 2010, Chaves et al. 2014). 

Vários mecanismos têm sido propostos para explicar os efeitos da FBM nos 

tecidos em estudos in vitro e in vivo. A hipótese mais aceita é que a luz absorvida 

interage com moléculas orgânicas, chamadas de cromóforos, localizados dentro 

dos tecidos desencadeando uma sequência de respostas intracelulares que são 

denominadas como reações primárias. Os principais cromóforos identificados 

até o momento, são a citocromo C oxidase nas mitocôndrias e os canais de íons 

de cálcio (Huang et al. 2011, Farivar et al. 2014, Freitas & Hamblin 2016) (Figura 

3). 
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Figura 3: Mecanismos de ação da fotobiomodulação. Imagem adaptada do estudo publicado por 

Hamblin 2016: Shining light on the head: Photobiomodulation for brain disorders. 

 

Os efeitos causados por essa absorção de fótons dão início às reações 

secundárias que incluem o aumento na produção de ATP, de AMPc, de espécies 

reativas de oxigênio, de óxido nítrico e ainda a modulação dos  níveis  de 

cálcio. Já o chamado efeito terciário inclui a ativação de diversos fatores de 

transcrição, que podem gerar efeitos estimulantes (aumento da sobrevivência, 

da proliferação e da migração celular) ou inibitórios (inibição da síntese de 

proteínas e espécies reativas de oxigênio) dependendo da quantidade e da 

maneira pela qual a energia for entregue ao tecido/célula alvo (Anders et al. 

2015, Freitas et al 2017, Hamblin 2017) (Figura 3). 

 

Apesar de a FBM ter sido bastante estudada nos últimos anos pela sua 

capacidade de modular a expressão de genes e proteínas envolvidos no 

processo de reparo tecidual, poucos estudos avaliaram o efeito da fototerapia 

isoladamente sobre os diferentes fenótipos de leucócitos humanos (monócitos, 

linfócitos e neutrófilos) e não foi possível encontrar estudos sobre o espectro de 

absorção de luz destas células. Os artigos que avaliaram o efeito da FBM com 
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laser ou LED sobre monócitos isolados de sangue periférico humanos (cultura 

primária) ou monócitos humanos de linhagem polarizados para resposta pró ou 

anti-inflamatória estão sumarizados a seguir. 

 
1.4. Efeitos da Fotobiomodulação sobre Leucócitos Humanos 

 
Até esta data foi possível localizar 2 artigos que avaliaram o efeito da FBM 

sobre neutrófilos, 8 que avaliaram sobre monócitos/macrófagos e 2 artigos que 

avaliaram em linfócitos. A busca literária foi realizada utilizando base de dados 

como Literatura Latino-Americana em Ciências da Saúde (LILACS), PUBMED e 

Web of Science. Os principais termos de busca foram: leucócitos, monócitos, 

neutrófilos, linfócitos, pró-inflamatório, anti-inflamatório, M1, M2, L1, L2, N1, N2, 

fotobiomodulação, laser, LED, absorbância e absorção de luz. A tabela 17 com 

o resumo descritivo destes artigos está no item anexo 10.3. 

 
1.4.1. Artigos que avaliaram a FBM sobre neutrófilos 

 
No estudo de Fujimake et al. 2003 foi descrito o efeito da fototerapia com 

laser de diodo infravermelho de 830 nm (150 mW/cm2) sobre a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), utilizando o teste de quimiluminescência 

dependente de luminol (QLlum) e expressão de CD11b e CD16 por citometria de 

fluxo em neutrófilos isolados de sangue periférico de pacientes fumantes. Os 

resultados mostraram que a resposta do QLlum dos neutrófilos foi reduzida pela 

irradiação com laser 60 min antes da estimulação com zimosan opsonizado e 

ionóforo de cálcio. O efeito atenuador da FBM foi maior em neutrófilos de 

fumantes do que em não fumantes, enquanto a quantidade de ROS produzida 

foi maior em neutrófilos de fumantes. A expressão de CD11b e CD16 na 

superfície dos neutrófilos não foi afetada com a FBM. 

 

Recentemente Cerdeira et al. 2016 avaliaram o efeito dos lasers de 660 

nm ou 780 nm (potência de 40 mW e energias até 19,2 J) sobre neutrófilos 

coletados de sangue de pacientes incubados ou não com C. albicans (em 

período de análise de 3h). Foram avaliadas a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e capacidade fungicida/microbicida destes neutrófilos, por meio 

de avaliação de geração de radicais hidroxila, ânions hipoclorito e ânions 

superóxido. Os resultados mostraram que a FBM foi capaz de excitar os 

neutrófilos para um perfil funcional mais elevado, que foi traduzido como 
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produção superior de ROS e maior capacidade fungicida. A energia mais eficaz 

foi de 19,2 J e o laser de 660 nm foi ainda mais eficaz do que o laser de 780 nm 

no aumento da explosão respiratória de neutrófilos e da capacidade fungicida. 

1.4.2. Artigos que avaliaram a FBM sobre monócitos 

 
Young et al. (1989) irradiaram culturas de monócitos humanos da linhagem 

U-937 com diodo laser (GaAlAs) utilizando emissores de luz não coerente (LED) 

pulsado, de comprimentos de onda de 660, 870 e 880 nm e luz coerente (laser) 

de 820 nm. Os autores avaliaram os efeitos das diferentes fontes de luz sobre a 

proliferação dos monócitos (após 12 horas) e os efeitos dos sobrenadantes 

colhidos destas culturas e aplicados sobre fibroblastos. A fotobiomodulação, nos 

diferentes parâmetros de LED avaliados, não alterou a viabilidade dos 

monócitos, mas, os sobrenadantes de monócitos tratados com os comprimentos 

de onda de 660 e 870 nm estimularam a proliferação de fibroblastos e além 

disso, o sobrenadante que mais ativou a proliferação de fibroblastos após quatro 

dias de cultivo foi com uso da irradiação com luz coerente de 660 nm. Os 

sobrenadantes derivados de culturas de monócitos irradiadas com luz não 

coerente de 880 nm mostraram efeitos inibitórios sobre o crescimento dos 

fibroblastos. A irradiação laser (820nm), em baixa densidade de energia e baixa 

potência, mostrou-se capaz de aumentar a proliferação dos monócitos somente 

no período de 36 h de cultivo e o sobrenadante dos monócitos tratados com esta 

luz demonstrou efeito proliferativo sobre fibroblastos após 60h de cultivo. 

 

Em 1990, o mesmo grupo de pesquisadores (Bolton et al. 1990) repetiu o 

modelo experimental (linhagem de monócitos humanos U-937), mas desta vez 

usando somente a luz pulsada não coerente (LED) de 660 nm e fluências de 2,4 

a 9,6 J/cm2. Foi observado que, mesmo os sobrenadantes das culturas não 

irradiadas de monócitos eram capazes de estimular o crescimento dos 

fibroblastos. Porém o efeito positivo sobre o crescimento foi mais acentuado nas 

culturas tratadas com sobrenadantes de células irradiadas com a fluência de 7,2 

J/cm2 e menos efetivo nas culturas tratadas com sobrenadantes de células 

irradiadas com 9,6 J/cm2 demonstrando efeito dependente dos parâmetros 

densidade de energia e energia total para a luz não coerente pulsada. 

Posteriormente, o mesmo grupo (Bolton et al. 1991) avaliou no modelo 

descrito, os efeitos da luz coerente pulsada e polarizada (laser) no comprimento 
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de 820 nm nas densidades de potência de 400 ou 800 mW/cm2  e nas fluências 

de  2,4  e  de  7,2  J/cm2    sobre  monócitos  humanos  da  linhagem  U-937.  Os 

sobrenadantes destes monócitos irradiados foram incubados com fibroblastos e 

após 4 dias de cultivo, foi verificado que o sobrenadante das células irradiadas 

com energia total de 0,3 J (2,4 J/cm2; 800 mW/cm2; 3 s) gerou uma proliferação 

celular estatisticamente maior nos fibroblastos do que os sobrenadantes de 

monócitos tratados com a mesma energia de 0,3 J totais com dosimetria de 2,4 

J/cm2;400 mW/cm2; 6 s, este que foi semelhante ao sobrenadante do grupo 

controle não irradiado. Mas o melhor estímulo proliferativo para os fibroblastos 

foi o tratamento com dose de energia de 0,9 J (7,2 J/cm2, 400 mW/cm2; 18 s). 

Lindgard et al. (2007) avaliaram o efeito da luz não coerente (LED) de 634 

nm sobre a produção de óxido nítrico (NO), a ativação das enzimas óxido nítrico 

sintases (induzível e endotelial) e a liberação de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) intracelulares por monócitos humanos isolados com Ficoll ativados com 

acetato de forbol miristato (PMA). Os autores observaram que a irradiação 

resultou em diminuição dos níveis intracelulares de ROS, assim como, provocou 

um aumento nos níveis de liberação de óxido nítrico sem o proporcional aumento 

na expressão de mRNA para as enzimas produtoras deste gás, sugerindo que a 

irradiação seria capaz de induzir a liberação de estoques pré-sintetizados de NO. 

 

Mehrsai et al. (2009) irradiaram monócitos humanos isolados com Ficoll 

(estimulados ou não com fitohemaglutinina) com laser (He-Ne) 632,8 nm e 

dosaram a produção das citocinas IL-2, IL-12, TGF-β e IFN-γ após 3, 5 e 8 dias 

de cultivo. Em todos os períodos avaliados, os autores observaram uma redução 

significante na produção proteica de todas as citocinas avaliadas nos grupos 

ativados e irradiados quando comparados com os grupos somente ativados. 

 
Na avaliação de células THP-1 (linhagem tumoral de monócitos) 

irradiadas com laser vermelho de 660 nm ou infravermelho de 808 nm, foi 

observado que após 24h, ambas as irradiações 660 ou 880 nm (1 e 2 J/cm2) 

aumentaram a expressão do mRNA de CCL2/MCP-1 quando as células THP-1 

foram ativadas com LPS. Porém, a dose de energia 3 J/cm2 (660 nm e 808 nm) 

provocou uma redução na expressão deste gene. A expressão gênica de 

CXCL10 e TNFα foram aumentadas após irradiação com 660 nm (1 J/cm2), mas, 

foram diminuídas com a irradiação de 808 nm (1 J/cm2). Além disso, foi avaliada 



34 
 

 

a produção proteica (24 h após a irradiação com 660 nm - 1 J/cm2), e foi 

observado um aumentou significante na produção de CCL2, CXCL10 e TNFα 

nestes monócitos ativados (Chen et al. 2014). 

 
Souza et al. 2014 observaram que a irradiação com FBM usando laser de 

660 nm (30mW) reduziu a produção proteica de IL-8 e TNFα em monócitos da 

linhagem U937 ativados com LPS por 24h (as células foram irradiadas 1h após 

adição de LPS e não foi feita troca de meio). Após 24h, os sobrenadantes foram 

coletados para dosagem proteica. 

Carvalho et al. (2016) demonstraram que a fotobiomodulação com laser 

de 660 nm gerou redução dos mediadores inflamatórios: TNFα, IL-1β, IL-6 e IL- 

8 (expressão gênica e produção proteica), CCL2 e CXCL10 (síntese proteica), 

HIF-1α (expressão mRNA), ROS e NF-κB (síntese) e um aumento nos níveis de 

mediadores M2 como a IL-10 (expressão gênica e produção proteica), arginase- 

1 e PGC-1β (expressão mRNA) e glutationa/GSH (síntese) em monócitos da 

linhagem U-937 tratados com LPS. 

 
1.4.3. Artigos que avaliaram a FBM sobre linfócitos 

 
Stadler et al. (2000) aplicaram laser de 660 nm em humanos de forma 

sistêmica (seguido de coleta de sangue para isolamento de linfócitos), no intuito 

de comparar o mecanismo da FBM nessas células em relação a linfócitos 

irradiados apenas após isolamento. Para o experimento controle, os linfócitos 

foram inicialmente isolados e só depois irradiados no mesmo comprimento de 

onda e fluência (0 ou 5 J/cm2). A proliferação de linfócitos foi significativamente 

maior em amostras irradiadas na presença de sangue total em comparação com 

os linfócitos irradiados após isolamento. A produção de radicais livres e peróxido 

lipídico também aumentou significativamente quando as amostras foram 

irradiadas na presença dos glóbulos vermelhos. O estudo ressalta a hipótese de 

que o mecanismo de ação do laser 660 nm possa ser estimulado pela presença 

da hemoglobina, resultando na produção de mais radicais livres de oxigênio. 

Musawi et al. (2017) estudaram o efeito da FBM sobre a contagem de 

linfócitos em sangue total de humanos in vitro. Foram coletadas amostras de 

sangue de pacientes e cada amostra foi dividida em duas alíquotas iguais para 

ser usada como amostra controle (não irradiada) e amostra irradiada. As 
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irradiações foram realizadas utilizando laser com diferentes comprimentos de 

onda de 405, 589 e 780 nm e diferentes fluências de 36, 54, 72 e 90 J/cm2, com 

uma irradiância fixa de 30 mW/cm2. Após análise, foi observado que as 

contagens de linfócitos apresentaram aumento quando tratadas com FBM ambar 

de 589 nm (fluência de 72 J/cm2) quando comparadas com amostras não 

irradiadas. Esta dosimetria também gerou um aumento significativo de linfócitos 

CD45 e de células natural killer (CD16, CD56), mas não houve alterações 

significativas nos linfócitos T CD3, células supressoras T (CD3, CD8), T-helper 

(CD3, CD4) e linfócitos B CD19 quando comparados com os seus homólogos 

não irradiados na análise por citometria de fluxo. 

1.5. Efeitos da Fotobiomodulação Ambar no âmbito Terapêutico 

 
Embora não tenham sido encontrados estudos que avaliassem a FBM 

ambar (570-595 nm) em todos os fenótipos de leucócitos humanos, no âmbito 

clínico alguns estudos descrevem os efeitos do uso da luz ambar no 

rejuvenescimento, inflamação, reparo, dor e edema. 

Uma breve descrição dos trabalhos que avaliaram a luz ambar em 

diferentes modelos experimentais, pode ser encontrada a seguir. A coleta de 

dados foi realizada (até o presente momento) por meio de busca de artigos 

publicados entre 2004-2020. Foram utilizadas bases de dados como LILACS, 

PUBMED e Web of Science e os principais termos de busca foram: luz ambar, 

fotobiomodulação ambar, fotobiomodulação 570-595 nm, laser 590 nm e LED 

590 nm. 

Weiss et al. (2004) relataram que 93 pacientes tratados com LED de 590 

nm mostraram melhora dos sinais de fotoenvelhecimento em 90%. A maioria dos 

pacientes demonstrou melhora nas rugas perioculares, redução na classificação 

do fotoenvelhecimento, textura global da pele e eritema de fundo e pigmentação. 

Novamente o mesmo grupo de autores (Weiss et al. 2005a) relatam que 

o uso do LED de 590 nm teve efeito positivo em mais de 300 pacientes que 

buscavam rejuvenescimento facial e atribuíram os resultados ao componente 

anti-inflamatório e ativador desta luz. 

Em outro relato, o grupo (Weiss et al. 2005b) descreve o uso do LED de 

590 nm para tratar peles foto envelhecidas. Os autores avaliaram os indivíduos 

4, 8, 12, 18 semanas e 6 e 12 meses após uma série de 8 tratamentos 
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administrados ao longo de 4 semanas. Os resultados mostraram uma redução 

dos sinais de fotoenvelhecimento em 90% dos indivíduos que apresentavam 

pele com textura mais lisa, redução das rugas peri-orbitais e redução de eritema 

e pigmentação, além de uma melhoria de 10% nas medições topográficas da 

superfície da pele. Os dados das biopsias mostraram que nos pacientes tratados 

com LED houve um aumento acentuado de colágeno na derme papilar, aumento 

de 28% de colágeno I, e redução média de 4% na marcação da metaloproteinase 

MMP -1. 

DeLand et al. (2007) relataram que o tratamento com LED (590 nm) 

reduziu a ocorrência e a severidade de radiodermite em pacientes com câncer 

de mama tratados por radioterapia. 

Ozcelik et al. (2008) avaliaram o efeito combinado da aplicação de uma 

proteína derivada da matriz do esmalte dental combinada com laser de 588 nm 

sobre a dor e o reparo de defeitos ósseos no osso alveolar de pacientes 

portadores de doença periodontal. Os resultados mostraram que a associação 

do laser com a proteína resultou em menos perda de inserção gengival, dor e 

edema quando comparado aos resultados da aplicação da proteína 

isoladamente. 

Alster & Wanitphakdeedecha (2009) trataram o eritema e edema faciais 

causados pela aplicação de laser fracionado de alta potência com cluster de LED 

ambar (590 nm) e concluíram que o tratamento com LED foi capaz de diminuir a 

intensidade e duração do processo infamatório nos pacientes. 

 
Wu et al. (2012) observaram que a irradiação com LED ambar (570-590 

nm) pulsado com 18 J/cm2 foi capaz de induzir a proliferação e promover a 

expressão de mRNAs de pró-colágeno em culturas fibroblastos humanos. 

Fernandes et al. (2015) mostraram que o pico de absorção de macrófagos 

da linhagem J774 está entre 550 e 600 nm que caracteriza a luz ambar/amarela. 

Já Merry et al. (2017) relataram resultados funcionais e anatômicos 

positivos quando do tratamento de pacientes portadores de degeneração 

macular relacionada à idade com uso de LED que combinava os comprimentos 

de onda ambar (590 nm), vermelho (670 nm) e infravermelho (790 nm) 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 
Na Fotobiomodulação, para que exista um efeito terapêutico, os fótons 

emitidos precisam ser absorvidos por um cromóforo presente nas células do 

tecido alvo (Anders et al. 2015, Freitas et al 2017, Hamblin 2017). Os leucócitos, 

em especial neutrófilos, monócitos e linfócitos são apontados como células alvo 

para as intervenções terapêuticas pela sua plasticidade e capacidade de 

coordenar as diferentes fases dos processos de inflamação e reparo (Mesquita 

Junior et al. 2010, Duque and Descoteaux 2014, Ma et al. 2016, Tidball 2017, 

Abbas et al. 2018, Okabe 2018, Souza 2018). Porém, não foi possível encontrar 

estudos que avaliaram o espectro de absorbância de leucócitos humanos. 

Somente um estudo descreveu que o pico de absorção de macrófagos da 

linhagem J774 (linhagem comercial de macrófagos derivados de sarcoma de 

camundongos Balb/c), está entre 550 e 600 nm (Fernandes et al. 2015), que 

caracteriza a luz ambar/amarela. Existem pouquíssimos relatos na literatura com 

relação ao uso de irradiação ambar (570-595 nm) sobre os leucócitos, apenas 

um estudo foi encontrado na análise de linfócitos humanos, mas não avaliou 

polarização e interação com luz (descrito no item 1.4.3; e na tabela 17 do anexo 

10.3). Contudo, o mercado tem mostrado uma tendência de explorar novos 

comprimentos de onda para a FBM e já disponibiliza equipamentos terapêuticos 

que emitem luz ambar. Porém, é importante avaliar a absorbância dos tipos 

celulares a serem estudados, no intuito de verificar em qual faixa do espectro 

essas células absorvem mais, assim como, qual tipo de luz é mais absorvida nas 

diferentes fases do processo de inflamação e reparo. Com relação ao tipo de 

fonte, vários estudos estão evidenciando que o LED atua de modo tão eficiente 

quanto o laser na redução de processos inflamatórios e na cicatrização de 

feridas, tendo como vantagens a possibilidade de tratamento de áreas extensas, 

o baixo custo e o fato de ser mais seguro possibilitando o uso pelo próprio 

paciente de maneira fácil e em local de sua preferência (Wong-Riley et al. 2001, 

Weiss et al. 2005b, Siqueira et al. 2009, Yeh et al. 2010, Chaves et al. 2014, 

Hamblin 2017, Heiskanen & Hamblin 2018). 

https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AVladimir%20Heiskanen
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Dessa forma, este projeto procurou elucidar este tema por meio da avaliação 

do espectro de absorbância dos leucócitos humanos e dos efeitos da FBM com 

LED ambar sobre a produção gênica e proteica de citocinas por monócitos, 

linfócitos e neutrófilos humanos polarizados para os fenótipos pró ou anti- 

inflamatório. 
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3. OBJETIVOS 

 
3.1. Objetivos 

 

 
Avaliar o espectro de absorbância de monócitos, linfócitos e neutrófilos 

humanos polarizados para os fenótipos pró ou anti-inflamatórios na presença ou 

ausência de fotobiomodulação com LED ambar 590 nm e o efeito dessa 

irradiação sobre a expressão gênica e proteica de mediadores inflamatórios. 
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4. METODOLOGIA 

 
Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em seres 

humanos da Universidade Nove de Julho com parecer de número 3.506.480 

(anexo 10.2). 

4.1. Fluxograma Experimental 

 
Os leucócitos foram isolados a partir de câmaras de leucorredução de 

sangue periférico humano obtidas a partir de doadores de plaquetaférese do 

Banco de Sangue do Instituto de Hemoterapia do Hospital Alemão Oswaldo Cruz 

(documento anexado no item 10.1). Para cada bolsa de sangue são realizados 

exames sorológicos obrigatórios como Hepatites B e C, HIV (AIDS), HTLV, Sífilis, 

Doença de Chagas e o exame (não sorológico) de Eletroforese de Hemoglobina 

(informações apresentadas no manual de doação do hospital). Os pacientes 

selecionados para esse estudo foram todos do sexo masculino com idade entre 

25-54 anos e o fluxograma está representado na figura 4. 

 
 

 
Figura 4 – Desenho Experimental do Estudo (M – Monócitos; L – Linfócitos; N – Neutrófilos). 



41 
 

 

4.2. Isolamento de Leucócitos Mononucleares e Polimorfonucleares 

 
Para isolamento das células, as câmaras de leucorredução de 3 pacientes 

diferentes foram lavadas separadamente com 10 mL de PBS 1X (Gibco® - 

Thermo Fisher Scientific - Waltham, Massachusetts, EUA). Em seguida, se 

adicionou 30 mL de PBS para diluição de cada amostra (diluição proporcional de 

1:3). A solução foi então dividida cuidadosamente em 2 tubos contendo 10 mL 

de Ficoll-Paque® PLUS (GE Healthcare - Chicago, Illinois, EUA) que foram 

centrifugados à 400 G por 30 minutos, 20 ºC. Após centrifugação, o sangue total 

foi separado em 5 fases: Plasma, Leucócitos Mononucleares, Ficoll, Leucócitos 

Polimorfonucleares e Eritrócitos (Figura 5). 

 

 
Figura 5 – Representação esquemática de separação de Células Mononucleares e 

Polimorfonucleares de Sangue Periférico Humano utilizando Ficoll-Paque (Imagem adaptada do 

estudo publicado por Murray & Rajeevan 2013). 

 

Os leucócitos mononucleares (linfócitos e monócitos) foram coletados 

com uma pipeta Pasteur a partir da nuvem formada pelas células localizadas 

entre o Ficoll e o Plasma. Essas células foram transferidas para um novo tubo 

de 50 mL estéril, onde foi adicionada solução salina (PBS) para completar um 

volume final de 40 mL. Em seguida, realizou-se uma nova centrifugação à 100 

G, 10 min, 20 ºC. Após centrifugação, o sobrenadante foi aspirado, sendo 

realizada mais uma lavagem com 40 mL de PBS, seguida por centrifugação (100 

G, 10 min, 20 ºC) no intuito de eliminar possíveis plaquetas coletadas no 

momento da separação das células. As quantificações e as checagens de 

viabilidade celular foram realizadas a partir de uma solução de células com azul 

te Trypan 0,4% (Sigma-Aldrich - San Luis, Missouri, EUA) analisadas em Câmara 

de Neubauer, sob microscópio óptico. Para realização dos experimentos foram 
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utilizadas somente suspensões com 95% de viabilidade celular. A avaliação do 

sucesso de separação de células mononucleares do sangue foi realizada por 

citometria de fluxo (Figura 25, no apêndice 9.1) em três diferentes pacientes. A 

análise foi feita no aparelho BD FACSCantoTM II (BD Biosciences - EUA). 

Para isolamento de Leucócitos Polimorfonucleares (neutrófilos), foi se 

aspirada a nuvem de leucócitos mononucleares e o sobrenadante de Ficoll. 

Apenas os leucócitos polimorfonucleares e eritrócitos permaneceram nos tubos 

Falcon. Foi-se adicionado então, PBS 1X até completar um volume de 25 mL e 

foi realizada uma homogeneização cuidadosa. Em seguida, Dextran 3% em PBS 

(Sigma- Aldrich) foi adicionado para completar um volume de 50 mL. Logo após, 

foi realizada mais uma homogeneização suavemente, e o tubo Falcon (contendo 

eritrócitos + polimorfonucleares + PBS + Dextran 3%) foi mantido em repouso 

por 20 min em temperatura ambiente. Após esse período, o sobrenadante com 

as células polimorfonucleares (neutrófilos) foi transferido para um outro tubo 

Falcon de 50 mL que recebeu adição de PBS até completar um volume de 50 

mL, e foi realizada uma centrifugação à 500 G; 10 min, 4 ºC (baixa temperatura 

para que os neutrófilos não sofressem ativação). Após a centrifugação, foi 

realizado procedimento de lise hipotônica para eliminação de possíveis 

hemácias (o número de repetições de lise em cada paciente foi realizado de 

acordo com a eliminação total de eritrócitos). A lise hipotônica foi realizada com 

solução de NaCl 0,2% e NaCl 1,6 % em água Milli-q. As células restantes foram 

contadas com azul de Trypan, e as suspensões com 95% de viabilidade foram 

utilizadas para realização dos experimentos. 

4.3. Plaqueamento de Leucócitos Humanos 

 
Para os experimentos com células mononucleares, 1 mL de solução 

celular na concentração de 5x106 células/mL foi adicionado em placas de Petri 

de 35 mm (Kasvi - São José dos Pinhais – Paraná - Brasil), que foram mantidas 

em estufa à 37 ºC e 5% de CO2 por 2 horas para aderência dos monócitos. Após 

este período, os sobrenadantes, contendo os linfócitos, foram coletados das 

placas e transferidos para um tubo cônico de 50 mL. Como os monócitos 

permanecem aderidos à placa, estas foram lavadas duas vezes com 2 mL de 

PBS, e em seguida receberam 1,5 mL meio de cultura RPMI suplementado com 

5% de Soro fetal bovino - SFB (Gibco® - Thermo Fisher Scientific) para os grupos 
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polarizados para perfil pró-inflamatório ou contendo 10% de SFB para os grupos 

de perfil anti-inflamatório (conforme descrição no item 4.4.). Os grupos controles 

também foram suplementados com 10% de SFB. 

Os linfócitos coletados foram centrifugados (453 G, 10 min, 20 ºC), 

lavados uma vez com PBS, e ressuspendidos em meio RPMI para contagem. 

Posteriormente os linfócitos foram plaqueados na quantidade de 3,5 x106 em 1,5 

mL de meio suplementado com 5% ou 10% de SFB com os devidos agentes de 

polarização (item 4.4.) em placas de Petri de 35 mm (Kasvi). 

Os neutrófilos foram plaqueados na quantidade de 3 x106 em 1,5 mL de 

meio RPMI com 5 ou 10% de SFB de acordo com o perfil, assim como os 

monócitos e linfócitos, com os devidos meios de polarização também em placas 

de 35 mm (Kasvi). 

 

4.4. Polarização de Leucócitos Humanos 

 
Para determinar a metodologia de polarização de perfil pró-inflamatório, 

foi realizada inicialmente uma curva dose-resposta de avaliação de produção 

proteica de IL-6 (Biolegend, San Diego–California EUA) por monócitos 

polarizados com LPS (lipopolissacarídeo de Escherichia coli - Sigma) + IFNγ 

(Sigma) nas concentrações de 100 ng/mL em períodos de 2, 9 e 24 h (Suzuki 

2000, Adib-Conquy & Cavaillon 2002, Plevin et al. 2016) (Figura 26, no apêndice 

9.2). Em seguida, com o objetivo de observar o efeito do IFNγ, foram avaliadas 

duas concentrações do mesmo (10 e 100 ng/mL) associadas a uma única 

concentração de LPS (100 ng/mL) por um período de 24h (Figura 27, no 

apêndice 9.2). Mais adiante, foram realizadas mais duas curvas-dose resposta 

para avaliar o efeito de polarização com LPS ou IFNγ isolados individualmente 

(em diferentes concentrações) por um período menor de 2 h (Figuras 28 e 29 no 

apêndice 9.2). A citocina de escolha para padronização do estudo foi a IL-6 por 

ser uma citocina bastante descrita na literatura no contexto inflamatório 

(Fernandes et al. 2015, Carvalho et al. 2016, Sousa et al. 2019). Após todas as 

análises, foi definido o método de ativação de perfil pró-inflamatório para 

monócitos, linfócitos e neutrófilos utilizando somente o LPS na concentração de 

10 ng/mL por um período de 2 horas. Esses grupos foram cultivados em RPMI 

com 5% de SFB. 
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Para padronização do método de ativação do perfil anti-inflamatório, foi 

realizada uma avaliação proteica da produção da citocina IL-10 (kit ELISA 

430601 – Biolegend) com base no estudo de Woodward et al 2012. Os monócitos 

foram testados com estimulação por IL-4 (Sigma) ou IL-4 associada ao LPS por 

um período de 2 horas (conforme mostra a figura 30, no apêndice 9.3). Os 

resultados mostraram que os monócitos ativados com IL-4 associado ao LPS 

apresentavam uma maior produção da citocina anti-inflamatória IL-10 quando 

comparados com monócitos não polarizados. Logo, o método de polarização de 

escolha para monócitos de perfil anti-inflamatório foi 10 ng/mL de LPS + 10 

ng/mL de IL-4 por um período de 2h. Essa padronização também foi aplicada 

para polarizar linfócitos e neutrófilos isolados do sangue. Os grupos ativados 

com LPS+IL-4 foram cultivados em RPMI com 10% de SFB. 

4.5. Fotobiomodulação com LED em Leucócitos Polarizados para os 

Fenótipos Pró ou Anti-inflamatório 

Após o período de polarização, os leucócitos isolados (monócitos, 

linfócitos e neutrófilos) foram lavados uma vez com PBS, ressuspensos em meio 

RPMI fresco com 5% ou 10% de SFB (de acordo com o perfil de ativação: pró 

ou anti-inflamatório) e imediatamente irradiados. Na figura 6, observa-se o 

processo de irradiação dos leucócitos em placas (35mm) utilizando um protótipo 

constituído por diodos emissores de luz LED ambar 590 nm conectados a uma 

fonte de energia (MPS-3005B – MINIPA, São Paulo -SP, Brasil). Os parâmetros 

dosimétricos foram definidos por curva dose-resposta (Apêndice 9.4 - Tabela 2). 
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Figura 6 – Irradiações de leucócitos com os LED ambar de 590 nm. 
 

Tabela 2 - Parâmetros Dosimétricos do LED de Escolha para Desenvolvimento do Estudo 

 
 

Comprimento 

de onda (nm) 

Potência 

de saída 

(mW) 

Área 

cabeçote 

(cm2) 

 
Irradiância 

(mW/cm2) 

Exposição 

Radiante 

(J/cm2) 

 
Tempo 

(s) 

Quantidade 

de    

Aplicações 

Energia 

por 

Aplicação 

(J) 

 
Energia 

total (J) 

590 ± 20 70 3 23,3 2,66 60 2 4 8 

 
As irradiações foram realizadas diretamente na parte superior das placas, 

para que o feixe de LED conseguisse atingir todas as células. A fonte de luz 

distou 3 cm do fundo das placas e a potência foi checada utilizando medidor 

(Field Max II-TO Coherent, Santa Clara – Califórnia, Estados Unidos), 

considerando a perda de fótons pelo meio de cultura (Silva et al. 2012). Os 

experimentos foram realizados em ambiente de obscuridade parcial para não 

sofrer nenhum tipo de interferência de outras fontes de luz. 

4.6. Grupos Experimentais 

 
Os 18 grupos (experimentais e respectivos controles) deste projeto estão 

descritos na Tabela 3. Os grupos controle descritos como M0, L0 e N0 são 

células não polarizadas e não irradiadas, os grupos descritos como M0+LED, 

L0+LED e N0+LED são células irradiadas, mas não polarizadas. Os grupos 

polarizados são identificados com: número 1 (M1, L1 e N1) para células que 

receberam tratamento para indução de perfil pró-inflamatório e M1+LED, 
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L1+LED e N1+LED para células polarizadas e irradiadas com LED; ou número 2 

(M2, L2 e N2) são células que receberam tratamento para indução de perfil anti- 

inflamatório e M2+LED; L2+LED e N2+LED são as células polarizadas e 

irradiadas com LED. Os parâmetros do LED utilizados estão descritos no item 

4.5. e a metodologia de polarização no item 4.4. 

 
Tabela 3 – Descrição dos Grupos Experimentais 

 

Monócitos Linfócitos Neutrófilos 

M0 L0 N0 

M0 + LED 590 nm L0 + LED 590 nm N0 + LED 590 nm 

M1 L1 N1 

M1 + LED 590 nm L1 + LED 590 nm N1 + LED 590 nm 

M2 L2 N2 

M2 + LED 590 nm L2 + LED 590 nm N2 + LED 590 nm 

M = monócitos, L = linfócitos e N = neutrófilos 

 
4.7. Avaliação do Espectro de Absorbância de Leucócitos Humanos 

 
Após os períodos de polarização, as culturas de leucócitos foram 

coletadas e contadas para avaliação da absorção de luz. As células não 

polarizadas também passaram pelo mesmo procedimento. Foram avaliadas 

culturas de monócitos e neutrófilos na quantidade de 1x105 de células 

ressuspensas em 1,5 mL de PBS nas seguintes condições experimentais: 

culturas polarizadas com LPS ou IL4+LPS por 2h; não polarizadas; não 

polarizadas e irradiadas com LED ambar 590 nm e culturas polarizadas e 

irradiadas. Os linfócitos foram avaliados na quantidade de 0,5x105 em 1,5 mL de 

PBS nas mesmas condições experimentais que os monócitos e neutrófilos 

(descrição de todos os grupos de leucócitos na tabela 3 no item 4.6). 

O período de avaliação de monócitos e linfócitos foi de 24 horas após as 

polarizações e ambos receberam duas irradiações após 2h e 6h de polarização. 

Já os neutrófilos foram avaliados após 12 horas, pois essas células apresentam 

menor viabilidade ao longo do tempo, embora tenham recebido duas irradiações 

após 2h e 6h. Para a coleta dos monócitos aderidos, as células foram lavadas 

duas vezes com PBS, removidas das placas com auxílio de tripsina 0,3% 

(Sigma) por 10 min em estufa à 37 ºC, sendo centrifugadas à 453 G por 5 min e 

depois quantificadas em Câmara de Neubauer. Os linfócitos e neutrófilos foram 
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obtidos a partir da coleta dos sobrenadantes, que foram lavados com PBS e 

centrifugados à 453 G por 5 min. Os três tipos celulares foram distribuídos na 

mesma quantidade para análise no espectrofotômetro. 

A análise da absorbância foi realizada em espectrofotômetro 

(OceanOptics, modelo USB-2000, Florida, Estados Unidos) com auxílio do 

software SpectraSuite. Inicialmente realizou-se a calibração do equipamento 

para excluir qualquer tipo de interferência externa. Após a calibração e leitura do 

branco (PBS + cubeta), as amostras de células foram colocadas em cubetas 

plásticas descartáveis de 4,5 mL (Kasvi) e introduzidas no equipamento para 

avaliação de absorbância de luz pelas células desde o comprimento de onda 450 

nm-900nm. 

4.8. Avaliação da Produção Proteica por Imunoensaio ELISA 

 
Após as irradiações, as culturas de monócitos e linfócitos permaneceram 

em estufa por um período de 24h com meio de cultura RPMI suplementado com 

5% ou 10 % de SFB (dependendo do tipo de polarização que tinham recebido) 

à 37°C e 5% de CO2. Após este período, os sobrenadantes foram coletados e 

centrifugados em tubos de 1,5 mL (Kasvi) à 453 G por 5 min, 20ºC. O pellet 

celular foi processado conforme descrito no item 4.9, e os sobrenadantes foram 

utilizados para a quantificação proteica utilizando-se kits comerciais conforme 

descrito na Tabela 4: IL-1β (437004 - Biolegend), IL-6 (430501 – Biolegend), IL- 

10 (430601 – Biolegend), TNF-α (430204 – Biolegend), IFNγ (430104 – 

Biolegend) e IL-17 (433914 – Biolegend), de acordo com os protocolos do 

fabricante. Os experimentos foram realizados em duplicata amostral utilizando 

células de pelo menos três pacientes para cada análise (triplicata biológica). 

As culturas de neutrófilos foram polarizadas por um período de 2 horas 

para perfil pró ou anti-inflamatório e depois foram irradiadas com LED. Após 

irradiação, as células permaneceram em estufa por mais 2 horas à 37ºC. 

Passado o período de 4 horas após a polarização, as culturas foram coletadas 

para avaliação gênica e o sobrenadante foi coletado para avaliação proteica. Os 

neutrófilos foram avaliados por um período menor (4h), pois essas células 

apresentam menor viabilidade e se destacam por liberação precoce dos 

mediadores envolvidos. Logo, foram analisados em 4h e receberam apenas uma 

aplicação de LED (após 2h de polarização) para avaliação dos mediadores 
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inflamatórios (Fujimake et al. 2013, Neely et al. 2014, Cerdeira et al. 2016, Ma et 

al. 2016, Yang et al. 2016). 

A escolha dos produtos a serem avaliados para cada grupo foi baseada 

em evidências literárias que estudaram o perfil de expressão genica e proteica 

de cada tipo celular. Para avaliação dos linfócitos L1, foram avaliados dados 

referentes a IL-17 e IFN-γ, assim como, de IL-10 para linfócitos L2 (Filardy et al. 

2010, Mesquita Júnior et al. 2010, Mayadas et al. 2014). Para os neutrófilos N1 

foram avaliados IL-1β e TNFα, e para neutrófilos N2, IL-10 (Arnardottir et al. 

2012, Neely et al. 2014, Wang et al. 2014, Deniset & Kubes 2016, Ma et al. 2016, 

Yang et al. 2016). Para avaliação dos monócitos M1, foram analisados IL-1β, IL- 

6 e TNFα, enquanto IL-10 será o produto de escolha para avaliação dos 

monócitos M2 (Filardy et al. 2010, Karlmark et al 2012, Ma et al. 2016). 

Tabela 4 – Mediadores a serem avaliados por cada tipo celular por ELISA 

 
 

Tipo Celular 
 

Mediadores 

Monócitos M1 IL-1β, IL-6, TNFα 

Monócitos M2 IL-10 

Linfócitos L1 IL-17, IFN-γ 

Linfócitos L2 IL-10 

Neutrófilos N1 IL-1β, TNFα 

Neutrófilos N2 IL-10 

 

4.9. Avaliação de Expressão Gênica 

 
Após coleta dos sobrenadantes para dosagem das proteínas, os pellets 

celulares foram congelados para a avaliação quantitativa da expressão genica 

dos mediadores citados na Tabela 5. 

O RNA dos linfócitos foi extraído a partir de pellets contendo 3,5x106 

células que estavam nas placas onde os sobrenadantes foram coletados. Foi 

feita extração das amostras frescas, imediatamente após coleta. Para isso, os 

pellets foram lavados com PBS e centrifugados novamente à 453 G por 5 min, 

20 ºC. Com auxílio de uma pipeta, os sobrenadantes foram descartados, e foram 

adicionados 350 µL de RLT + β-mercaptoetanol diretamente nos pellets celulares 

e realizada a lise das células com seringa descartável de 1 mL 

(Descarpack13X0, São Paulo - Brasil). Os lisados celulares foram armazenados 

no freezer -80 ºC. 
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Para a coleta dos monócitos, as placas foram lavadas duas vezes com 

PBS, e em seguida foram adicionados 350µL de RLT + β-mercaptoetanol 

(Qiagen, Hilden-Alemanha) para coleta dos monócitos aderidos. Com uma 

pipeta volumétrica, as células foram homogeneizadas e transferidas para tubos 

de coleta de 1,5 mL. Em seguida, foi realizada lise celular utilizando seringa de 

1 mL (S1MND – Descarpack, São Paulo SP). Para homogeneização e lise dos 

neutrófilos, 1mL de TRIzol ® foi adicionado diretamente nos pellets celulares na 

densidade de 3x106 células, os lisados foram coletados e armazenados em 

freezer -80 ºC. 

4.9.1. Isolamento e Integridade de RNA 

 
O RNA das amostras de linfócitos e monócitos foi extraído utilizando-se o 

kit RNEasy Micro kit (Qiagen, Hilden-Alemanha) seguindo as recomendações do 

fabricante. A concentração e pureza das amostras foram determinadas com 

auxílio do equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Massachusetts, 

EUA) em comprimento de onda de 260 e 280nm. 

O RNA dos neutrófilos foi extraído utilizando 1mL de TRIzol ®, seguido de 

adição de 250 µL de clorofórmio para separação das diferentes frações (DNA, 

RNA e proteína), por meio de centrifugação à 453 G, 15 min, 4ºC. Foi realizada 

a transferência da fase aquosa superior contendo o RNA total para um novo 

microtubo, onde foram adicionados 650 µL de isopropanol. Foi realizada 

centrifugação (453 G, 10 min, 4ºC), o isopropanol foi descartado e 900µL de 

etanol foi adicionado. As amostras foram centrifugadas novamente e o etanol foi 

descartado para formação do precipitado de RNA total. O RNA total foi 

ressuspenso em água livre de RNAse e a quantificação foi feita em Nanodrop 

2000 (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA). 

4.9.2. Síntese do DNA complementar e qPCR 

 
O DNA complementar utilizado para a reação de PCR foi obtido a partir da 

transcrição reversa de 25 ng de RNA de monócitos, 100 ng de RNA de linfócitos 

e 250 ng de RNA de neutrófilos, utilizando-se o High Capacity cDNA Reverse 

Transcriptions Kit (Applied Biosystems) de acordo com as instruções do 

fabricante. As reações de PCR foram realizadas com uso do reagente SYBR 

Green Kit Mastermix (Applied Biosystems, California, EUA) em termociclador 

(Applied Biosystems 7500, Foster City, California, EUA) utilizando 
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Oligonucleotídeos iniciadores (“primers forward e reverse”) específicos para os 

genes de interesse (Tabela 5). Todas as soluções utilizadas para os 

procedimentos descritos foram preparadas com água livre de RNAse tratada 

com 0,01% de DEPC e os materiais plásticos e vidraria utilizados receberam 

tratamento contra RNAse, novos ou lavados com água livre de RNAse e DNAse. 

Para normalização dos dados foram utilizados primers específicos de 

controle endógeno do tipo Beta-actina Operon. A identificação dos melhores 

genes endógenos é de fundamental importância para validação dos resultados 

obtidos na análise de RT-PCR. Na literatura os genes mais utilizados são 

GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e ACTB (actin beta) (De 

Jonge et al. 2007). Para este estudo ambos foram testados e foi observado que 

a Beta-actina apresentou melhores resultados para todas as amostras. Já foi 

visto que a FBM pode alterar de forma significativa o metabolismo das células e 

dessa forma, talvez interferir na expressão do gene GAPDH que codifica a 

enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, importante para o metabolismo 

dos carboidratos (Zhang et al. 2003, Silveira et al. 2009, Peplow & Baxter 2013). 

Após definição do gene constitutivo, as condições de ciclagem foram 

padronizadas de acordo com cada primer a ser utilizado (descrição na tabela 5). 

Seguida à amplificação, todas as amostras foram submetidas à análise 

estatística. 

Na fase de comparação entre os dados dos grupos de monócitos, linfócitos 

e neutrófilos, unidades arbitrárias foram calculadas da seguinte forma: 

O ponto inicial do ciclo (CT) do real-time RT-PCR foi avaliado em duplicata 

para cada amostra dos 03 diferentes pacientes. Os valores de CT correspondem 

ao número do ciclo do PCR e representam a intensidade da fluorescência emitida 

pelo produto do RT-PCR amplificado do gene alvo e são inversamente 

proporcionais ao conteúdo de mRNA da amostra. O valor da variação de CT 

(ΔCT) foi calculado subtraindo-se o valor de CT do gene de interesse do valor 

de CT do gene usado como referência (β-actina Operon). Para se reduzir as 

variações entre as amostras, todas elas foram normalizadas pela média da 

variação do valor de CT (ΔCT) dos grupos controle (sem nenhum tipo de 

ativação) originando um valor chamado de ΔΔCT. A expressão relativa de todos 
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os genes foi calculada utilizando-se a expressão 2 -ΔΔCT e é representada em 

unidades arbitrárias (Livak & Schmittgen 2001). 

Unidade Arbitrária = 2 -ΔΔCT
 

• ΔCt = Ct (gene alvo) – Ct (gene controle endógeno β-actina) 

• ΔΔCt = ΔCt (amostra) - ΔCt (controle) 

CT: “threshold cycle” 

Tabela 5 – Genes alvos utilizados para amplificação por q-RT-PCR 
 
 

Gene Primers 5’ > 3’ Condições de Ciclagem 

 

Β-Actina 
Operon 

F: AGGGTGTGATGGTGGGTATG 

R: TGCCGTGTTCAATGGGGTAC 

400 nM 
95 ºC - 15 s 

60º C - 1 min 

 

IL-1β 
F: AATCTGTACCTGTCCTGCGTGTT 

R: TGGGTAATTTTTGGGATCTACACTCT 

400 nM 
95 ºC - 5 s 

60º C - 1 min 

 
IL-6 

F: TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC 

R: GTGTAATTAAGCCTCCGACTTG 

200 nM 
95 ºC - 5 s 
62º C - 45 s 

 
IL-10 

F: GCCTAACATGCTTCGAGATC 

R: TGATGTCTGGGTCTTGGTTC 

400 nM 
95 ºC - 15 s 

60º C - 1 min 

 
IL-17 

F: TCCCTCTGTGATCTGGGAGG 

R: GGATCTCTTGCTGGATGGGG 

200 nM 
95 ºC - 15 s 

60º C - 1 min 

 
TNFα 

F: GCCCACGTTGTAGCCAATGTCAAA 

R: GTTGTCTTTCAGCTTCAGGCCGTT 

400 nM 
95 ºC - 15 s 

60º C - 1 min 

 

IFNγ 
F: GTCGCCAGCAGCTAAAACAG 

R: ATTGCAGGCAGGACAACCAT 

400 nM 
95 ºC - 15 s 

60º C - 1 min 

 

VEGFA 
F: CTTGCCTTGCTGCTCTACCT 

R: AGCTGCGCTGATAGACATCC 

400 nM 
95 ºC - 15 s 

60º C - 1 min 

 

 
4.10. Análise Estatística 

 
Os dados de produção proteica e expressão gênica foram analisados 

utilizando-se o software GraphPad Prism versão 5.01. Os valores de expressão 

gênica ou síntese proteica dos grupos controles (não polarizados) foram 

comparados com os grupos controles irradiados com LED e com os grupos 

polarizados para perfil pró ou anti-inflamatório. Da mesma forma, os grupos 

somente polarizados foram comparados com os grupos não polarizados, mas 

irradiados e com os grupos polarizados e irradiados com LED. Foram realizados 

os testes de normalidade Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk para todas as 

variáveis seguidos de teste T com correção de Welch para os dados 
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paramétricos e Mann Whitney para os dados não paramétricos (comparação 

entre dois grupos). O intervalo de confiança foi ajustado para 95% (α=0,05). Os 

resultados de absorbância obtidos foram transferidos para o software OriginPro 

(versão 2017 SR2, Massachusetts, EUA) para confecção dos gráficos, estando 

no eixo X o comprimento de onda (nm) e no eixo Y os valores da absorbância 

(em unidades arbitrárias - U.A). Foi calculada a média de absorção dos 03 

pacientes e os dados foram normalizados para apresentação gráfica. 
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5. RESULTADOS 

 
5.1. Espectros de Absorbância Óptica de Leucócitos Humanos 

 
5.1.1 Análise de Absorbância Óptica de Monócitos 

 
Nos resultados apresentados na figura 7, é possível observar que as culturas 

de monócitos são capazes de absorver luz desde o comprimento de onda 450 

nm até 900 nm, e que todos os grupos avaliados se comportaram de forma 

semelhante, apresentando pico de absorção entre 520-570 nm. Todos os grupos 

apresentam uma boa absorbância no comprimento de onda ambar (590 nm) 

utilizado neste trabalho. Além disso, os monócitos polarizados para perfil M1 

mostraram maior absorbância nas regiões do espectro entre 600-825nm do que 

os monócitos não polarizados (M0). 

A irradiação com LED ambar praticamente não alterou o espectro de 

absorbância dos monócitos não polarizados (M0). Já os monócitos M1 irradiados 

com LED ambar passam a absorver menos luz na faixa entre 625 nm e 850 nm 

(o que incluiria as fontes vermelhas e infravermelhas próximas) em relação aos 

grupos somente polarizados M1. De forma semelhante, os monócitos M2 

irradiados com LED também passam a absorver menos luz nos comprimentos 

de onda entre 600-725nm do que os monócitos M2 não irradiados, porém de 

forma mais discreta que os monócitos M1. 

Na comparação de absorção entre M1 e M2 foi visto que os monócitos M1 

absorvem mais luz nos comprimentos de onda vermelho e principalmente 

infravermelho em relação aos monócitos M2 (Figura 7). 
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Figura 7: Absorbância óptica de monócitos: culturas celulares polarizadas ou não para perfil pró 

ou anti-inflamatório com LPS ou IL4+LPS, respectivamente, por um período de 2h. Após esse 

período, as culturas foram irradiadas com LED ambar de 590 nm (4J com 2 aplicações) e 

coletadas após 24h. Gráfico apresentado com a média da absorbância de 03 pacientes. 

 
5.1.2. Análise de Absorbância Óptica de Linfócitos 

 
Assim como os monócitos, os linfócitos (Figura 8) também foram capazes de 

absorver luz por todo o espectro avaliado (desde o comprimento de onda de 450 

nm até 900 nm), sendo que se observou maiores absorbâncias no início (450- 

570nm) e no final do espectro avaliado (infravermelho 770-900nm). Todos os 

grupos apresentam uma boa absorbância no comprimento de onda ambar (590 

nm) testado por este estudo. 

Os linfócitos não polarizados (L0) apresentaram pico de absorção em 

comprimentos de onda acima 850 nm. A polarização tanto com LPS como com 
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LPS+IL-4 praticamente não alterou o espectro de absorbância dos linfócitos em 

comparação com o estado não polarizado. 

Após irradiação com LED ambar os linfócitos L1 e L2 não demonstraram 

diferenças no padrão de absorbância. Já os linfócitos L0 irradiados com LED 

passaram a apresentar pico de absorção principalmente a partir de 700 nm, 

conforme a figura 8. 

A absorção dos linfócitos L1 e L2 foi semelhante, embora em algumas regiões 

os linfócitos L1 tenham apresentado maior pico de absorção do que os linfócitos 

L2 (na luz âmbar em 550 nm e na luz infravermelha a partir de 750 nm). 

 

 

 

Figura 8: Absorbância óptica de linfócitos: culturas celulares polarizadas ou não para perfil pró 

ou anti-inflamatório com LPS ou IL4+LPS, respectivamente, por um período de 2h. Após esse 

período, as culturas foram irradiadas com LED ambar de 590 nm (4J com 2 aplicações) e 

coletadas após 24h. Gráfico apresentado com a média da absorbância de 03 pacientes. 
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5.1.3. Análise de Absorbância Óptica de Neutrófilos 

 
Na avaliação de absorção de luz por neutrófilos (Figura 9), observa-se que 

as culturas de neutrófilos também são capazes de absorver luz por todo o 

espectro analisado (desde o comprimento de onda de 450 nm até 900 nm), 

sendo que o pico de absorção entre 520-570nm, sendo que eles absorvem no 

comprimento de onda avaliado aqui (ambar 590 nm). 

As polarizações para perfil inflamatório ou anti-inflamatório e as irradiações 

com LED praticamente não alteraram o padrão de absorção de neutrófilos (figura 

9). Na comparação de absorção entre N1 e N2 não foi observada diferença, 

ambos apresentaram pico entre 520-570 nm, sendo que o pico de neutrófilos N1, 

ainda foi mais evidente (Figura 9). 

 

 

 
Figura 9: Absorbância óptica de neutrófilos: culturas celulares polarizadas ou não para perfil pró 

ou anti-inflamatório com LPS ou IL4+LPS, respectivamente, por um período de 2h. Após esse 

período, as culturas foram irradiadas com LED ambar de 590 nm (4J com uma aplicação) e 

coletadas após 4h. Gráfico apresentado com a média da absorbância de 03 pacientes. 
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5.2. Produção Proteica e Expressão Gênica de Leucócitos Humanos 

 
5.2.1. Monócitos Humanos 

 
5.2.1.1. Produção Proteica e Expressão Gênica de IL-6 

 
Na avaliação proteica, os monócitos polarizados com LPS (M1) por um 

período de 2 horas produziram uma quantidade maior da citocina IL-6 em relação 

aos monócitos não polarizados (M0) ou monócitos não polarizados e irradiados 

com LED (M0+LED); p<0.01 e p<0.001, respectivamente. O tratamento com LED 

ambar de 590 nm proporcionou uma redução significante (p<0.001) na produção 

de IL-6 nos grupos de monócitos polarizados para perfil pró-inflamatório M1 

(tabela 6 e Figura 10). Não houve diferença estatisticamente significante entre 

os monócitos não polarizados (M0) e os monócitos não polarizados e irradiados 

(M0+LED) para essa análise. 

 

 
Figura 10. Produção proteica de IL-6, após 2 horas da polarização, normalizada pela produção 

do grupo M1 (n=6). Avaliação realizada pelo método de ELISA em culturas de monócitos (5x106) 

dos grupos M0 (não polarizados), M0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED ambar 

590 nm), M1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e M1+LED (polarizados e irradiados). Coleta após 

24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias 

e desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos M0 x M0+LED, M0 x M1, M0+LED x 

M1, M1 x M1+LED. ** P<0.01 e *** P<0.00. 

 

Na avaliação de expressão gênica (Figura 11), os monócitos polarizados 

com LPS por 2h (M1) mostraram uma maior expressão do mRNA de IL-6 em 

comparação com os monócitos não polarizados (M0) ou não polarizados e 
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irradiados com LED (M0+LED); p<0.05. Não houve diferença estatisticamente 

significante entre os monócitos não polarizados (M0) e os monócitos não 

polarizado e irradiados (M0+LED) para essa análise. Apesar de observar uma 

menor expressão do mRNA de IL-6 em monócitos M1 irradiados com LED em 

relação aos monócitos M1 não irradiados, ainda não foi destacada uma diferença 

estatisticamente significante (valores descritos na tabela 6). 

 
 

 
Figura 11. Expressão gênica de IL-6, após 2 horas da polarização, normalizada em relação ao 

controle endógeno β-actina. Avaliação realizada pelo método de qPCR em culturas de monócitos 

(5x106) dos grupos M0 (não polarizados), M0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED 

ambar 590 nm), M1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e M1+LED (polarizados e irradiados). Coleta 

após 24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam 

médias e desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos M0 x M0+LED, M0 x M1, 

M0+LED x M1, M1 x M1+LED. * P<0.05. 

 
Tabela 6: Descrição dos valores de expressão gênica e proteica de IL-6 (média ± desvio padrão) 

de monócitos dos grupos controle (M0), M0+LED e grupos polarizados M1 ou M1+LED. 

 

Produção Proteica e Expressão Gênica de IL-6 por Monócitos em 24 h 

Produção Proteica Expressão Gênica 

Grupos 
média (pg/mL) ± 

desvio padrão 

Média (u.a.) ± 

desvio padrão 

M0 640±993 1,06±0,38 

M0+LED 849±672 1,59±0,45 

M1 109873±61839 291±221 

M1+LED 72119 ± 41314 201±160 
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5.2.1.2. Produção Proteica e Expressão Gênica de IL-1β 

 
Na figura 12, é possível observar que a polarização de monócitos com 10 

ng/mL de LPS (M1) gerou um aumento significante na produção de IL-1β em 

relação aos monócitos não polarizados (M0) ou monócitos não polarizados e 

irradiados com LED (p<0.01). Os demais grupos não apresentaram diferença 

estatisticamente significante na produção desta citocina. 

 

Figura 12. Produção proteica de IL-1β, após 2 horas da polarização, normalizada em relação ao 

grupo M1 (n=6). Avaliação realizada pelo método de ELISA em culturas de monócitos (5x106) 

dos grupos M0 (não polarizados), M0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED ambar 

590 nm), M1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e M1+LED (polarizados e irradiados). Coleta após 

24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias 

e desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos M0 x M0+LED, M0 x M1, M0+LED x 

M1, M1 x M1+LED. ** P<0.01. 

 

Da mesma forma, o mRNA de IL-1β foi muito mais expresso por monócitos 

polarizados com LPS (M1) por 2h em comparação com monócitos não 

polarizados (M0) ou não polarizados e irradiados com LED (p<0.05). Entretanto, 

não houve diferença estatisticamente significante entre os monócitos não 

polarizados (M0) e os monócitos não polarizados e irradiados (M0+LED) para 

essa análise. Assim como, os monócitos polarizados para perfil pró-inflamatório 

(M1) tratados com LED não mostraram diferença estatisticamente na expressão 

do mRNA de IL-1β em relação aos monócitos apenas polarizados (Figura 13). 
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Figura 13. Expressão gênica de IL-1β normalizada em relação ao controle endógeno β-actina 

após 2 horas da polarização. Avaliação realizada pelo método de qPCR em culturas de 

monócitos (5x106) dos grupos M0 (não polarizados), M0+LED (não polarizados, mas irradiados 

com LED ambar 590 nm), M1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e M1+LED (polarizados e 

irradiados). Coleta após 24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. 

Barras representam médias e desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos M0 x 

M0+LED, M0 x M1, M0+LED x M1, M1 x M1+LED. * P<0.05. 

 

Tabela 7: Descrição dos valores de expressão gênica e proteica de IL-1β (média ± desvio padrão) 

de monócitos dos grupos controle (M0), M0+LED e grupos polarizados M1 ou M1+LED 

 

Produção Proteica e Expressão Gênica de IL-1β por Monócitos em 24 h 

Produção Proteica Expressão Gênica 

Grupos média (pg/mL) ± 

desvio padrão 

Média (u.a.) ± 

desvio padrão 

M0 107±60 1,00±0,06 

M0+LED 221±201 1,02±0,32 

M1 14293±5217 13,70±8,71 

M1+LED 16763±8022 13,70±3,35 

 

5.2.1.3. Produção Proteica e Expressão Gênica de TNFα 

 
Os monócitos polarizados com LPS (M1) apresentaram uma maior 

produção da citocina TNFα em relação aos monócitos não polarizados (M0) ou 

monócitos não polarizados e irradiados (M0+LED); p<0.001. Em contrapartida, 

não houve diferença estatisticamente significante na produção de TNFα entre os 

grupos M0 e M0+LED. Já os monócitos polarizados para perfil pró-inflamatório 
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(M1) tratados com LED mostraram uma produção menor de TNFα (p<0.01) em 

relação aos monócitos apenas polarizados M1 (Figura 14). 

 

 
Figura 14. Produção proteica de TNFα, após 2 horas da polarização, normalizada em relação 

ao grupo M1 (n=6). Avaliação realizada pelo método de ELISA em culturas de monócitos (5x106) 

dos grupos M0 (não polarizados), M0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED ambar 

590 nm), M1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e M1+LED (polarizados e irradiados). Coleta após 

24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias 

e desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos M0 x M0+LED, M0 x M1, M0+LED x 

M1, M1 x M1+LED. ** P<0.01 e *** P<0.001. 

 

Embora tenha sido realizada análise de expressão do mRNA de TNFα 

pelos controles positivos, a expressão deste mediador não foi detectada pelos 

monócitos nos diferentes grupos experimentais (M0, M0+LED, M1 ou M1+LED) 

no período de avaliação em questão de 24h. 

Tabela 8: Descrição dos valores de produção proteica de TNFα (média ± desvio padrão) de 

monócitos dos grupos controle (M0), M0+LED e grupos polarizados M1 ou M1+LED 

 

Produção Proteica de TNFα por Monócitos em 24 h 

Grupos 
média (pg/mL) ± 

  desvio padrão  

M0 41±42 

M0+LED 53±31 

M1 1024±438 

M1+LED 723±300 
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5.2.1.4. Produção Proteica e Expressão Gênica IL-10 

 
Os resultados mostraram que os monócitos polarizados para perfil anti- 

inflamatório M2 (LPS + IL-4 10 ng/mL) mostraram uma maior produção da 

citocina IL-10 em relação aos monócitos não polarizados (M0) ou monócitos não 

polarizados e irradiados com LED (M0+LED); p<0.001. Mas não houve diferença 

estatisticamente significante entre os monócitos não polarizados (M0) e os 

monócitos não polarizados e irradiados (M0+LED). O tratamento com LED 

ambar de 590 nm proporcionou uma redução significante (p<0.001) na produção 

de IL-10 nos grupos de monócitos polarizados para perfil anti-inflamatório M2 

(Figura 15). 

 

 
Figura 15. Produção proteica de IL-10, após 2 horas da polarização, normalizada em relação ao 

grupo M2 (n=6). Avaliação realizada pelo método de ELISA em culturas de monócitos (5x106) 

dos grupos M0 (não polarizados), M0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED ambar 

590 nm), M2 (polarizados com LPS +IL-4 10ng/mL) e M2+LED (polarizados e irradiados). Coleta 

após 24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam 

médias e desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos M0 x M0+LED, M0 x M1, 

M0+LED x M1, M1 x M1+LED. * P<0.05 e *** P<0.001. 

 

Embora tenha sido realizada análise de expressão do mRNA de IL-10 

pelos controles positivos, a expressão deste mediador não foi detectada pelos 

monócitos nos diferentes grupos experimentais (M0, M0+LED, M2 ou M2+LED) 

no período de avaliação de 24h. 
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Tabela 9: Descrição dos valores de produção proteica de IL-10 (média ± desvio padrão) de 

monócitos dos grupos controle (M0), M0+LED e grupos polarizados M2 ou M2+LED 

 

Produção Proteica de IL-10 por Monócitos em 24 h 

Grupos 
média (pg/mL) ± 

  desvio padrão  
M0 8,37±8,37 

M0+LED 8,23±8,08 

M2 144±99 

M2+LED 132±94 

 
5.2.2. Linfócitos Humanos 

 
5.2.2.1. Produção Proteica e Expressão Gênica de IL-17 

 
Na dosagem da proteína IL-17, foi observado que os linfócitos polarizados 

com LPS por 2 horas (L1) não apresentaram diferença estatisticamente 

significante na produção dessa citocina em relação aos linfócitos não polarizados 

(L0) ou não polarizados e irradiados com LED (L0+LED). Também não houve 

diferença entre os grupos L0 e L0+LED. Por outro lado, os linfócitos polarizados 

com LPS (L1) que receberam irradiação com LED ambar produziram muito mais 

IL-17 (p<0.05) que os linfócitos apenas polarizados L1 (Figura 16). 

 

Figura 16. Produção proteica de IL-17, após 2 horas da polarização, normalizada em relação ao 

grupo L1 (n=6). Avaliação realizada pelo método de ELISA em culturas de linfócitos (3,5x106) 

dos grupos L0 (não polarizados), L0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED ambar 590 

nm), L1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e L1+LED (polarizados e irradiados). Coleta após 24h. 

Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias e 

desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos L0 x L0+LED, L0 x L1, L0+LED x L1, L1 

x L1+LED. * P<0.05. 
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Embora os valores de expressão do mRNA de IL-17 por linfócitos 

polarizados L1 tenha sido maior que os valores expressos por linfócitos não 

polarizados (L0) ou não polarizados e irradiados (L0+LED), não houve diferença 

estatisticamente significante (tabela 10). Assim como, não houve diferença 

significante na expressão deste mediador entre os grupos de linfócitos não 

polarizados (L0) e os não polarizados e irradiados com LED ou entre os linfócitos 

polarizados L1 e os grupos L1 irradiados com LED (Tabela 10), Figura 17. 

 
 

 
Figura 17. Expressão gênica de IL-17, após 2 horas da polarização, normalizada em relação ao 

controle endógeno β-actina. Avaliação realizada pelo método de qPCR em culturas de linfócitos 

(3,5x106) dos grupos L0 (não polarizados), L0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED 

ambar 590 nm), L1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e L1+LED (polarizados e irradiados). Coleta 

após 24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam 

médias e desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos L0 x L0+LED, L0 x L1, L0+LED 

x L1, L1 x L1+LED. * P<0.05. 

 

Tabela 10: Descrição dos valores de expressão gênica e proteica de IL-17 (média ± desvio 

padrão) de linfócitos dos grupos controle (L0), L0+LED e grupos polarizados L1 ou L1+LED 

 

Produção Proteica e Expressão Gênica de IL-17 por Linfócitos em 24 h 

Produção Proteica Expressão Gênica 

Grupos média (pg/mL) ± 

desvio padrão 

média (u.a.) ± 

desvio padrão 

L0 2,34±0,83 1,03±0,29 

L0+LED 2,14±0,30 1,02±1,01 

L1 2,46±0,38 5,81±6,03 

L1+LED 5,11±1,81 15,31±21,81 
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5.2.2.2 Produção Proteica e Expressão Gênica de IFNγ 

 
Os linfócitos humanos polarizados com LPS (L1) apresentaram maior 

produção da citocina IFNγ em relação aos linfócitos não polarizados (L0) ou não 

polarizados e irradiados com LED (L0+LED); p<0.01. Os demais grupos não 

mostraram diferença estatística significante na avaliação deste mediador (Figura 

18). 

 

Figura 18. Produção proteica de IFNγ, após 2 horas da polarização, normalizada em relação ao 

grupo L1 (n=6). Avaliação realizada pelo método de ELISA em culturas de linfócitos (3,5x106) 

dos grupos L0 (não polarizados), L0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED ambar 590 

nm), L1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e L1+LED (polarizados e irradiados). Coleta após 24h. 

Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias e 

desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos L0 x L0+LED, L0 x L1, L0+LED x L1, L1 

x L1+LED. ** P<0.01. 

 

No período avaliado de 24 horas, não foram observadas diferenças 

estatisticamente significantes na expressão do mRNA de IFNγ entre os grupos 

de linfócitos polarizados com LPS (L1) e linfócitos não polarizados (L0) ou não 

polarizados e irradiados (L0+LED), mesmo observando maior valor de expressão 

pelo grupo L1 em relação aos demais (tabela 11). Também não foi observada 

diferença estatística significante na expressão de mRNA de IFNγ entre linfócitos 

L1 tratados com LED ambar comparados aos linfócitos apenas polarizados L1 

(Figura 19). 



66 
 

 

 

 
 

Figura 19. Expressão gênica de IFNγ, após 2 horas da polarização, normalizada em relação ao 

controle endógeno β-actina. Avaliação realizada pelo método de qPCR em culturas de linfócitos 

(3,5x106) dos grupos L0 (não polarizados), L0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED 

ambar 590 nm), L1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e L1+LED (polarizados e irradiados). Coleta 

após 24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam 

médias e desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos L0 x L0+LED, L0 x L1, L0+LED 

x L1, L1 x L1+LED. ** P<0.01. 

 

Tabela 11: Descrição dos valores de expressão gênica e proteica de IFNγ (média ± desvio 

padrão) de linfócitos dos grupos controle (L0), L0+LED e grupos polarizados L1 ou L1+LED 

 

Produção Proteica e Expressão Gênica de IFNγ por Linfócitos em 24 h 

Produção Proteica Expressão Gênica 

Grupos média (pg/mL) ± 

desvio padrão 

média (u.a.) ± 

desvio padrão 

L0 6,17±7,25 1,00±0,07 

L0+LED 1,77±3,12 0,76±0,52 

L1 324±442 8,32±8,89 

L1+LED 280±368 15,67±21,24 

 

5.2.2.3. Produção Proteica e Expressão Gênica de IL-10 

 
Na análise de perfil de linfócitos polarizados com LPS+IL4 (10 ng/mL), foi 

visto que os grupos polarizados para perfil L2 mostraram uma maior produção 

da citocina IL-10 em relação aos linfócitos não polarizados (L0) ou não 

polarizados e irradiados com LED (L0+LED); p<0.01. Não houve diferença 

estatisticamente significante entre os linfócitos não polarizados (L0) e os 

linfócitos não polarizados e irradiados (L0+LED) para essa análise. Por outro 



67 
 

 

lado, o tratamento com LED ambar de 590 nm proporcionou uma redução 

significante (p<0.05) na produção de IL-10 nos grupos de linfócitos polarizados 

para perfil anti-inflamatório L2 (Figura 20). 

 

 
Figura 20. Produção proteica de IL-10, após 2 horas da polarização, normalizada em relação ao 

grupo L2 (n=6). Avaliação realizada pelo método de ELISA em culturas de linfócitos (3,5x106) 

dos grupos L0 (não polarizados), L0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED ambar 590 

nm), L2 (polarizados com LPS+IL-4 10ng/mL) e L2+LED (polarizados e irradiados). Coleta após 

24h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias 

e desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos L0 x L0+LED, L0 x L1, L0+LED x L1, 

L1 x L1+LED. * P<0.05 e ** P<0.01. 

 

Embora tenha sido realizada análise de expressão do mRNA de IL-10 

pelos controles positivos, a expressão deste mediador não foi detectada pelos 

linfócitos nos diferentes grupos experimentais (L0, L0+LED, L2 ou L2+LED) no 

período de avaliação de 24h. 

Tabela 12: Descrição dos valores de produção proteica de IL-10 (média ± desvio padrão) de 

linfócitos dos grupos controle (L0), L0+LED e grupos polarizados L2 ou L2+LED 

 

Produção Proteica de IL-10 por Linfócitos em 24 h 

Grupos 
média (pg/mL) ± 

  desvio padrão  

L0 5,96±6,16 

L0+LED 4,18±5,29 

L2 166±129 

L2+LED 152±131 
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5.2.3. Neutrófilos Humanos 

 
5.2.3.1. Produção Proteica e Expressão Gênica de IL-1β 

 
Na figura 21, é possível observar que a polarização de neutrófilos com 10 

ng/mL de LPS (N1) ocasionou um aumento significante na produção de IL-1β 

(p<0.05) comparando com neutrófilos não polarizados, mas que receberam 

irradiação com LED (N0+LED). Por outro lado, não houve diferença 

estatisticamente na produção desse mediador entre os grupos de neutrófilos 

polarizados (N1) e não polarizados (N0) ou entre os grupos não polarizados (N0) 

e N0+LED. Adicionalmente, não foi observada diferença estatística entre os 

grupos polarizados com LPS (N1) e os grupos polarizados e irradiados com LED 

(N1+LED). 

 

 
Figura 21. Produção proteica de IL-1β, após 2 horas da polarização, normalizada em relação ao 

grupo N1 (n=6). Avaliação realizada pelo método de ELISA em culturas de neutrófilos (3x106) 

dos grupos N0 (não polarizados), N0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED ambar 590 

nm), N1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e N1+LED (polarizados e irradiados). Coleta após 4h. 

Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias e 

desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos N0 x N0+LED, N0 x N1, N0+LED x N1, 

N1 x N1+LED. * P<0.05. 

 
Avaliando a expressão do mRNA de IL-1β, não foi possível observar 

nenhuma diferença estatística entre os grupos de neutrófilos N0 (não 

polarizados), N0+LED (polarizados e irradiados com LED), N1 (polarizados com 



69 
 

 

LPS) e N1+LED (polarizados e irradiados), embora a média de expressão de N1 

tenha sido maior que a média dos demais grupos (Tabela 13 e Figura 22). 

 
 

 
Figura 22. Expressão gênica de IL-1β, após 2 horas da polarização, normalizada em relação ao 

controle endógeno β-actina. Avaliação realizada pelo método de qPCR em culturas de neutrófilos 

(3x106) dos grupos N0 (não polarizados), N0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED 

ambar 590 nm), N1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e N1+LED (polarizados e irradiados). Coleta 

após 4h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam 

médias e desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos N0 x N0+LED, N0 x N1, N0+LED 

x N1, N1 x N1+LED. 

 

Tabela 13: Descrição dos valores de expressão gênica e proteica de IL-1β (média ± desvio 

padrão) de neutrófilos dos grupos controle (N0), N0+LED e grupos polarizados N1 ou N1+LED 

 

Produção Proteica e Expressão Gênica de IL-1β por Neutrófilos em 24 h 

Produção Proteica Expressão Gênica 

Grupos média (pg/mL) ± 

desvio padrão 

média (u.a.) ± 

desvio padrão 

N0 321±137 1,01±0,14 

N0+LED 284±117 1,41±0,66 

N1 353±81 2,13±2,16 

N1+LED 328±86 0,99±0,29 

 
 

5.2.3.2. Produção Proteica e Expressão Gênica de TNFα 

 
Os neutrófilos polarizados com LPS (N1) por um período de 2h, não 

apresentaram diferença estatisticamente significante na síntese da proteína 
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TNFα comparando com os neutrófilos que não foram polarizados (N0) ou que 

não foram polarizados, mas foram irradiados (N0+LED). Similarmente, os 

neutrófilos não polarizados (N0) também não mostraram diferença nessa 

produção em relação aos neutrófilos N0 irradiados com LED. Entretanto, os 

neutrófilos N1 tratados com LED mostraram uma menor produção dessa citocina 

comparados com os neutrófilos apenas induzidos para perfil pró-inflamatório 

(N1), P<0.05 (Figura 23). 

 

 
Figura 23. Produção proteica de TNFα, após 2 horas da polarização, normalizada em relação 

ao grupo N1 (n=6). Avaliação realizada pelo método de ELISA em culturas de neutrófilos (3x106) 

dos grupos N0 (não polarizados), N0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED ambar 590 

nm), N1 (polarizados com LPS 10ng/mL) e N1+LED (polarizados e irradiados). Coleta após 4h. 

Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias e 

desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos N0 x N0+LED, N0 x N1, N0+LED x N1, 

N1 x N1+LED. * P<0.05. 

 

Embora tenha sido realizada análise de expressão do mRNA de TNFα 

pelos controles positivos, a expressão deste mediador não foi detectada pelos 

neutrófilos nos diferentes grupos experimentais (N0, N0+LED, N1 ou N1+LED) 

no período de avaliação de 4 horas. 
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Tabela 14: Descrição dos valores de produção proteica de TNFα (média ± desvio padrão) de 

neutrófilos dos grupos controle (N0), N0+LED e grupos polarizados N1 ou N1+LED 

 

Produção Proteica de TNFα por Neutrófilos em 24 h 

Grupos 
média (pg/mL) ± 

  desvio padrão  

N0 102±30 

N0+LED 103±32 

N1 104±31 

N1+LED 91±29 

 

5.2.3.3. Produção Proteica e Expressão Gênica de IL-10 

 
Na dosagem da citocina anti-inflamatória IL-10, foi observado que os 

grupos de neutrófilos polarizados com IL4+LPS (N2) apresentaram um valor de 

média de produção mais elevado que os neutrófilos não polarizados (N0) ou não 

polarizados irradiados com LED, porém, não houve diferença estatisticamente 

significante (Tabela 15). Além disso, apesar dos neutrófilos (N2) polarizados e 

tratados com LED apresentarem maior produção dessa citocina, também não foi 

observada diferença estatisticamente significante como observado na figura 24. 

 

 
Figura 24. Produção proteica de IL-10, após 2 horas da polarização, normalizada em relação ao 

grupo N2 (n=6). Avaliação realizada pelo método de ELISA em culturas de neutrófilos (3x106) 

dos grupos N0 (não polarizados), N0+LED (não polarizados, mas irradiados com LED ambar 590 

nm), N2 (polarizados com LPS+IL-4 10ng/mL) e N2+LED (polarizados e irradiados). Coleta após 

4h. Dados de 3 pacientes com amostras plaqueadas em duplicata. Barras representam médias 

e desvio padrão. Foi feita a comparação entre os grupos N0 x N0+LED, N0 x N1, N0+LED x N1, 

N1 x N1+LED. 
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Embora tenha sido realizada análise de expressão de mRNA das citocinas 

IL-10 e VEGF pelos controles positivos, a expressão destes mediadores não foi 

detectada pelos neutrófilos nos diferentes grupos experimentais (N0, N0+LED, 

N2 ou N2+LED) no período de avaliação de 4 horas. 

Tabela 15: Descrição dos valores de produção proteica de IL-10 (média ± desvio padrão) de 

neutrófilos dos grupos controle (N0), N0+LED e grupos polarizados N2 ou N2+LED 

 

Produção Proteica de IL-10 por Neutrófilos em 24 h 

Grupos 
média (pg/mL) ± 

  desvio padrão  

N0 0,00±0,00 

N0+LED 0,01±0,04 

N2 0,99±0,79 

N2+LED 1,10±1,03 

 

 
5.3. Síntese dos resultados de expressão gênica e proteica 

 
Os resultados obtidos nas avaliações de expressão gênica e proteica de 

monócitos, linfócitos e neutrófilos polarizados (ou não polarizados) para perfil pró 

ou anti-inflamatório irradiados com LED (ambar de 590 nm) estão descritos 

resumidamente nos quadros 01 e 02 a seguir. Os grupos controles M0; L0 ou N0 

foram comparados com os grupos controles irradiados com LED e também com 

os grupos polarizados para perfil pró ou anti-inflamatório (M1; L1; N1 ou M2; L2 

ou M2). Os grupos controles irradiados ainda foram comparados com os grupos 

polarizados e os grupos polarizados foram comparados com os grupos 

polarizados e irradiados. 
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Quadro 01: Síntese de expressão gênica e proteica de monócitos, linfócitos e neutrófilos 

polarizados para perfil pró-inflamatório irradiados com LED ambar de 590 nm. 

 
 

  
Perfil Pró-inflamatório 

 

 

Grupo 
 

Citocina 
Controle X 

Controle+LED 

Controle X 

polarizado 

Controle+LED 

X Polarizado 

Polarizado X 

Polarizado+LED 

 
 
 

 
Monócitos 

(M) 

 

IL-6 
mRNA: ns 

Proteína: ns 

mRNA: ↑ 

Proteína: ↑ 

mRNA: ↑ 

Proteína: ↑ 

mRNA: ns 

Proteína: ↓ 

IL-1β 
mRNA: ns 

Proteína: ns 

mRNA: ↑ 

Proteína: ↑ 

mRNA: ↑ 

Proteína: ↑ 

mRNA: ns 

Proteína: ns 

TNFα 
mRNA: ne 

Proteína: ns 

mRNA: ne 

Proteína: ↑ 

mRNA: ne 

Proteína: ↑ 

mRNA: ne 

Proteína: ↓ 

 
Linfócitos 

(L) 

IL-17 
mRNA: ns 

Proteína: ns 

mRNA: ns 

Proteína: ns 

mRNA: ns 

Proteína: ns 

mRNA: ns 

Proteína: ↑ 

IFNγ mRNA: ns 

Proteína: ns 

mRNA: ns 

Proteína: ↑ 

mRNA: ns 

Proteína: ↑ 

mRNA: ns 

Proteína: ns 

 

 
Neutrófilos 

(N) 

IL-1β mRNA: ns 

Proteína: ns 

mRNA: ns 

Proteína: ns 

mRNA: ns 

Proteína: ↑ 

mRNA: ns 

Proteína: ns 

TNFα mRNA: ne 

Proteína: ns 

mRNA: ne 

Proteína: ns 

mRNA: ne 

Proteína: ns 

mRNA: ne 

Proteína: ↓ 

 

Controle (Sem polarização e sem Irradiação); Controle+LED (Sem polarização + Irradiação LED 

ambar); Polarizado (Com LPS para perfil pró-inflamatório); Polarizado+LED (Polarização com LPS e 

Irradiação com LED ambar); ns- não significante; ne- não expresso; ↑- aumento; ↓-redução. 
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Quadro 02: Síntese de expressão gênica e proteica de monócitos, linfócitos e neutrófilos 

polarizados para perfil anti-inflamatório irradiados com LED ambar de 590 nm. 

 
 

 
Perfil Anti-inflamatório 

 
Grupo 

 
Citocina 

Controle X 

Controle+LED 

Controle X 

polarizado 

Controle+LED 

X Polarizado 

Polarizado X 

Polarizado+LED 

Monócitos 

(M) 

IL-10 mRNA: ne 

Proteína: ns 

mRNA: ne 

Proteína:↑ 

mRNA: ne 

Proteína: ↑ 

mRNA: ne 

Proteína: ↓ 

Linfócitos 

(L) 

IL-10 mRNA: ne 

Proteína: ns 

mRNA: ne 

Proteína:↑ 

mRNA: ne 

Proteína: ↑ 

mRNA: ne 

Proteína: ↓ 

 

 
Neutrófilos 

(N) 

IL-10 mRNA: ne 

Proteína: ns 

mRNA: ne 

Proteína: ns 

mRNA: ne 

Proteína: ns 

mRNA: ne 

Proteína: ns 

VEGF mRNA: ne 

Proteína: nt 

mRNA: ne 

Proteína: nt 

mRNA: ne 

Proteína: nt 

mRNA: ne 

Proteína: nt 

 

Controle (Sem polarização e sem Irradiação); Controle+LED (Sem polarização + Irradiação LED 

ambar); Polarizado (Com IL4+LPS para perfil anti-inflamatório); Polarizado+LED (Polarização com 

IL4+LPS e Irradiação com LED ambar); ns- não significante; ne- não expresso; ↑- aumento; ↓-redução. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 
A fotobiomodulação utiliza luz monocromática na região óptica entre 400- 

1000 nm para tratar de maneira não invasiva e não térmica os tecidos 

lesionados. Esse tipo de tratamento se baseia na capacidade da luz (fótons) em 

alterar o metabolismo celular após sua absorção por componentes intracelulares 

(Farivar et al. 2014, Anders et al. 2015, Hamblin et al. 2017). Embora monócitos, 

linfócitos e neutrófilos sejam consideradas células chave na coordenação dos 

processos de inflamação e reparo (Mesquita Junior et al. 2010, Duque and 

Descoteaux 2014, Ma et al. 2016, Tidball 2017, Abbas et al. 2018, Okabe 2018, 

Souza 2018), muito pouco foi descrito sobre a absorção da luz por estas células. 

Na avaliação de absorbância óptica desse estudo, foi verificado que os três 

tipos de leucócitos (monócitos, linfócitos e neutrófilos) absorvem luz nas regiões 

entre 450-900 nm. 

Monócitos mostraram um pico de absorção entre 520-570 nm (que 

compreende as cores verde, amarelo e ambar), comprimentos que não são os 

mais usados na FBM, que atualmente são o vermelho e infravermelho próximo 

(Alves et al. 2014, Hamblin 2017). Porém é interessante notar que a polarização 

M1 gerou aumento de absorção nos comprimentos vermelho e infravermelho, ou 

seja, numa situação inflamatória os monócitos absorveriam mais luz nestes 

comprimentos do que em uma situação normal, do mesmo modo, os monócitos 

M2 mostraram maior absorção no comprimento de onda vermelho que os 

monócitos M0. Muitos artigos na literatura apontam os efeitos terapêuticos das 

fontes vermelhas e infravermelhas no tratamento das lesões inflamatórias 

(Baptista et al. 2011, Assis et al. 2013, Fernandes et al. 2013, Alves et al. 2014, 

Souza et al. 2014, Hamblin 2017, Souza et al. 2018) e também na modulação da 

resposta inflamatória de monócitos/macrófagos (Lindgard et al. 2007, Mehrsai et 

al. 2009, Alves et al. 2014, Chen et al. 2014, Souza et al. 2014, Fernandes et al. 

2015, Carvalho et al. 2016, Hamblin 2017, Sousa et al. 2019), mas não existe 

nenhum estudo que tenha observado a interação da luz com a plasticidade dos 

leucócitos humanos. 

Portanto, na comparação de absorção entre M1 e M2 foi visto que os 

monócitos M1 absorvem mais luz nos comprimentos de onda vermelho e 
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principalmente infravermelho em relação aos monócitos M2, o que sugere que 

em um quadro inflamatório o efeito da irradiação nestes comprimentos de onda 

será mais efetivo. Esses resultados podem contribuir para elucidação de quadros 

inflamatórios, sugerindo uma aplicação de luz infravermelha no início da lesão, 

momento em que predominam os monócitos M1 e uma segunda aplicação de 

vermelha na fase final, com maior absorção pelos monócitos M2. 

Na avaliação do efeito da irradiação com LED ambar sobre a absorbância 

dos monócitos foi também muito interessante notar que as células polarizadas 

passam a absorver menos luz nos comprimentos de onda vermelho e 

infravermelho, ficando com espectro mais próximo dos monócitos não 

polarizados, o que poderia indicar que realmente tenha ocorrido um efeito 

modulador do LED ambar sobre estas células, o que sugere que, quando 

irradiadas elas voltariam ao padrão sem ativação, não polarizado. Monócitos não 

polarizados quando irradiados não exibiram alteração no padrão de absorção 

indicando que nestas células não houve modulação pelo LED. 

Os linfócitos, por sua vez, mostraram pico de absorção no início (450-570 

nm) e no final do espectro avaliado (770-900nm), o que indicaria que seriam 

responsivos principalmente às fontes azuis, verdes, amarelas e infravermelhas. 

Tanto a polarização como a irradiação com LED ambar não alteraram o padrão 

de absorção destas células, porém linfócitos não polarizados quando irradiados 

com LED passaram a absorver mais luz infravermelha. Na comparação de 

absorção entre L1 e L2, os dois grupos responderam semelhante, embora em 

algumas regiões os linfócitos L1 tenham apresentado pico de absorção maiores 

comparados aos L2 (na luz âmbar em 550 nm e na luz infravermelha a partir de 

750 nm). Os linfócitos L1 se comportaram de forma semelhante aos monócitos 

M1, que apresentaram um aumento de absorbância na região do espectro que 

compreende a luz infravermelha. 

Já os neutrófilos mostraram pico de absorção entre 520 e 570 nm indicando 

que seriam mais responsivos a fontes nas cores verde e amarela. As 

polarizações para perfil inflamatório ou anti-inflamatório e as irradiações com 

LED praticamente não alteraram o padrão de absorção de neutrófilos. Na 

comparação de absorção entre N1 e N2 não foi observada diferença, ambos 

apresentaram pico entre 520-570 nm, sendo que o pico de neutrófilos N1, foi um 

pouco mais evidente. 
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Apenas um estudo foi encontrado mostrando a análise da absorção de luz 

em leucócitos, estes descritos como macrófagos derivados de sarcoma de 

camundongos Balb/c (Fernandes et al. 2015). Essas células se comportaram de 

forma semelhante aos monócitos e neutrófilos avaliados aqui, mostrando pico de 

absorção entre 550-600 nm. Os achados desse estudo são de suma importância 

para auxiliar na escolha do comprimento de onda ideal para desenvolvimento de 

novos protocolos terapêuticos que envolvam a fotobiomodulação sobre as 

principais células inflamatórias de sangue humano. A FBM tem sido usada para 

irradiações da corrente sanguínea, a chamada ILIB ou FBM sistêmica que pode 

ser aplicada de maneira na corrente sanguínea ou sobre a pele ou mucosa que 

recobrem os vasos (Alves et al. 2014, Hamblin 2017). Somado a isso, é 

importante lembrar que tanto na FBMS não invasiva como no tratamento de 

lesões teciduais, a luz terá que atravessar várias barreiras teciduais para atingir 

os leucócitos, assim sempre haverá necessidade de avaliar a transmissão 

efetiva de cada fonte. Já foi descrito na literatura que a região visível do espectro 

é indicada para terapia de tecidos mais superficiais como pele e mucosas, pois 

a melanina e hemoglobina absorvem a luz em comprimentos de onda inferior a 

600 nm, dificultando a penetração dessas fontes de luz. Por outro lado, a região 

do infravermelho próximo pode interagir com estruturas mais profundas devido 

a sua maior profundidade de penetração (Castilho-filho 2003, Marques et al. 

2004, Sordillo et al. 2014, Khalid 2016). Porém, comprimentos de onda acima de 

900 nm podem se deparar com uma barreira, pois a água apresenta maior 

absorbância nessa região e pode atrapalhar esse processo (Castilho-filho 2003, 

Khalid 2016, Hamblin 2017). 

A metodologia de polarização de monócitos e linfócitos para perfil pró ou anti- 

inflamatório com LPS ou IL-4+LPS foi efetiva. Os monócitos estimulados com 

LPS (M1) por 2h apresentaram um aumento na expressão gênica e síntese 

proteica das citocinas pró-inflamatórias IL-6, IL1β e TNFα e os linfócitos um 

aumento na síntese de IFNγ. Essa descrição está de acordo com o perfil de 

secreção de citocinas mostrado por essas células nos estudos de Suzuki 2000, 

Adib-Conquy & Cavaillon 2002 e Plevin et al. 2016. Foram descritas duas 

possíveis vias de ativação com LPS para indução de secreção dessas citocinas: 

a via MyD88, que ativa a liberação de citocinas inflamatórias (TNFα, IL-6) por 

meio da ativação TLR4 / CD14 da superfície celular e a via dependente do TRIF, 

que estimula liberação de citocinas do tipo IFNγ via internalização do TLR4 nos 
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endossomos (Kawai & Akira 2011, Plevin et al. 2016). Na polarização de perfil 

anti-inflamatório (em monócitos e linfócitos) também foram encontrados 

resultados positivos, quando essas células mostraram um aumento na produção 

de IL-10 após estímulo com IL-4+LPS por 2h, assim como foi observado no 

estudo de Woodward et al. 2012. Sobre os neutrófilos, não foram observadas 

diferenças significantes entre células polarizadas e não polarizadas, tanto no 

perfil N1 como no N2 em relação aos neutrófilos N0. A polarização dessas 

células não respondeu como esperado ou talvez o tempo e/ou concentração de 

polarização das células não fossem os mais efetivos para este modelo 

experimental. Sendo necessário a realização de futuras avaliações para 

compreender melhor a modulação exercida pelo LPS ou IL-4+LPS. É importante 

destacar que um estudo publicado por Naegelen et al. (2015) comparou 

diferentes tempos (0-12h) de estimulação de neutrófilos humanos com LPS, 

concluindo que os períodos entre 6-12h foram os que apresentaram maior 

expressão das citocinas IL-6, IL-1β e TNFα por citometria de fluxo. Esses 

achados podem contribuir para definição de uma futura análise de curva dose- 

reposta para os neutrófilos, levando em consideração que o tempo de análise 

avaliado aqui pode ter sido muito curto (apenas 4h após estímulo inicial). Porém, 

como os experimentos deste projeto ainda previam a irradiação e estas células 

têm vida útil curta houve esse medo em manter períodos de polarização mais 

longos. 

Na avaliação de curva dose-resposta para escolha da dosimetria (apêndice 

9.4.) por meio de produção de IL-6 por monócitos tratados com LPS (M1) e 

irradiados com diferentes doses de LEDs (ambar e infravermelho), foi possível 

observar que quando da utilização de uma única irradiação, a energia de 1J com 

LED infravermelho e de 1J e 8J com LED ambar foram capazes de gerar a 

redução da produção de IL-6 pelos monócitos M1. Já quando foram realizadas 

2 aplicações de LED, não foi possível observar efeito do LED infravermelho 

sobre a redução da produção de IL-6 nos monócitos M1 em nenhuma das 

energias testadas. Mas os monócitos M1 irradiados com LED ambar por duas 

vezes, usando as energias de 1J, 4J (sendo essa a mais efetiva) e 8J exibiram 

produção de IL-6 menor do que os M1 não irradiados. A energia de 2J não 

modulou significativamente a produção de IL-6. Destes resultados podemos 

concluir que realmente é fundamental avaliar a dosimetria ideal para observar 
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resultados mais efetivos da FBM, ou seja, a janela terapêutica assim como 

relatado anteriormente (Tsai et al. 2001, Sordillo et al. 2014, Khalid 2016). 

Com o intuito de avaliar o efeito da FBM com LED em quadro inflamatório, 

monócitos de perfil M1 irradiados com luz ambar quando da utilização de 4J por 

2 vezes reduziram além da produção de IL-6, a produção de TNFα (após 2 h de 

polarização e coletados após 24 h). Enquanto a citocina IL-1β não mostrou 

diferença estática na expressão proteica ou gênica. Similarmente, Carvalho et al. 

2016 observaram uma redução na produção das proteínas IL-6, TNFα e IL-1β 

em monócitos humanos U-937 tratados com LPS e irradiados com laser de 660 

nm (30 mW, 4,5 J/cm2, 1,8 J) após 12 horas da polarização. Esse estudo ainda 

mostrou uma redução significante na expressão desses genes inflamatórios (IL- 

6 e TNFα) após o tratamento com FBM no mesmo período, o que não foi 

observado aqui, apesar do valor de expressão do mRNA de IL-6 se apresentar 

menor nos grupos M1 irradiados com LED quando comparados aos não 

irradiados. O mRNA de TNFα não foi expresso nesse estudo no período de 

avaliação de 24 horas. Souza et al. 2014 também observaram uma redução na 

produção proteica de TNFα em monócitos humanos da linhagem U-937 ativados 

com LPS, após tratamento com laser de 660 nm (30 mW, 4,5 J/cm2, 1,8 J). Já 

Chen et al. 2014 compararam diferentes dosimetrias de laser sobre a produção 

de TNFα por monócitos humanos THP-1 ativados com LPS e observaram que 

quando usavam o tratamento com laser infravermelho de 808 nm (170 mW, 1 

J/cm2, 3,8 J) ocorria uma redução na expressão gênica de TNFα, mas, com o 

uso do laser vermelho de 660 nm (6 mW, 1 J/cm2, 7,5 J) ocorria um aumento na 

expressão gênica e produção proteica desse mediador. 

Nos neutrófilos N1 só foi possível observar efeito modulador sobre a 

produção de TNFα que se mostrou menor após irradiação com LED ambar. 

Contudo, a polarização dessas células não respondeu como esperado (como 

descrito anteriormente), sendo necessário a realização de mais estudos para 

analisar uma curva-dose resposta por neutrófilos polarizados com LPS ou IL- 

4+LPS. Não foi encontrado na literatura nenhum estudo que tenha avaliado o 

efeito da FBM sobre a secreção de citocinas por neutrófilos polarizados para 

perfis pró ou anti-inflamatório dificultando a comparação de resultados. 

Já linfócitos ativados com LPS e irradiados duas vezes com LED Ambar 4J 

apresentaram maior produção de IL-17 do que os linfócitos apenas ativados. 
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Também, não foram encontrados estudos que avaliassem IL-17 em células 

humanas tratadas com FBM. Por outro lado, não houve diferença significante na 

produção de IFNγ após aplicação do LED nos linfócitos L1. Na literatura, esse 

mediador foi avaliado apenas em monócitos humanos isolados com Ficoll e 

ativados com fitohemaglutinina (Mehrsai et al. 2009), não houve avaliação em 

linfócitos. O estudo publicado pelo grupo Mehrsai et al. 2009 avaliou laser 

vermelho 632,8 nm (5 mW, 5.6 J/cm2, 1.1 J) e mostrou uma redução não 

somente na produção proteica de IFNγ, mas como também das proteínas IL-2, 

IL-12 e TGF-β. 

As citocinas avaliadas nesse presente estudo IL1β, IL-6, IFNγ e TNFα são 

essenciais para a resposta inflamatória que é benéfica quando existe o controle 

quantitativo e temporal de seus mediadores, mas prejudicial se exacerbada ou 

prolongada (Duque & Descoteaux 2014, Barrientos et al. 2018, Sousa et al. 

2019). Estudos prévios demonstraram que o efeito atenuante da 

fotobiomodulação sobre a liberação desses mediadores pró-inflamatórios pode 

causar uma série de modulações em diferentes modelos experimentais. Dentre 

essas modulações, observou-se redução nos danos musculares esqueléticos 

após lesão aguda em humanos (Vanin et al. 2016, Tomazoni et al. 2019), 

redução no processo inflamatório de artrite reumatoide em humanos (Yamaura 

et al. 2009), aceleração de cicatrizações de feridas em modelos in vivo (Gupta 

et al. 2015), redução de inflamação pulmonar aguda em estudos in vivo (de Lima 

et al. 2013), dentre outros estudos que associam essa redução a uma resposta 

anti-inflamatória estimulada pela FBM (Alves et al. 2014, Fernandes et al. 2015, 

Souza et al. 2018, Sousa et al. 2019). 

Neste sentido, seria esperado que a FBM também tivesse exibido 

modulação da produção de IL-17. No entanto, um aumento na secreção desta 

citocina pode favorecer tratamentos de imunoterapia em pacientes debilitados 

portadores de doenças crônicas e/ou autoimunes (Zhu & Qian 2012, Taku et al. 

2017), o que poderia ser uma nova aplicação para a FBM. 

Com relação aos perfis anti-inflamatórios ou moduladores, a irradiação com 

LED ambar reduziu a produção de IL-10 em monócitos e linfócitos polarizados 

com LPS+IL-4 no período de 24 h. Embora essa citocina seja caracterizada 

como anti-inflamatória, se secretada em grandes quantidades ou por períodos 

prolongados pode causar danos aos tecidos biológicos provocando fibrose (Sun 
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et al. 2011), o que torna o controle sobre essa produção de suma importância. 

Além do mais, já foi descrito na literatura que a própria ativação com LPS 

(associado a citocina IL-4) pode gerar um aumento na produção de IL-10 

(Woodward et al 2012). Dessa forma, a redução dessa citocina após tratamento 

com FBM poderia ser explicada pela modulação obtida a partir da interação de 

fótons com as vias de ativações com LPS presentes nessas células, reduzindo 

assim os produtos dessa ativação (no caso o IL-10) como descrito anteriormente 

(Kawai & Akira 2011, Plevin et al. 2016). 

Somado a isso, um estudo publicado pelo nosso grupo de pesquisa (Sousa 

et al. 2019) observou em macrófagos polarizados com IL-4 e irradiados com laser 

infravermelho de 780 nm, redução na expressão do mediador anti-inflamatório 

TGFβ1 após 24 horas, mas um aumento na expressão desta citocina no período 

de 4 h. Não podemos descartar a possibilidade do LED ambar ter gerado 

aumento da produção de IL-10 em períodos mais curtos de avaliação. Não foram 

encontrados trabalhos que tivessem avaliado IL-10 em monócitos humanos 

tratados com LED ambar. Mas, Carvalho et al. (2016) observaram um aumento 

na produção dessa citocina após irradiação com laser vermelho sobre monócitos 

U-937 estimulados com LPS por 12 horas. 

A associação dos resultados apresentados nesse estudo sobre perfil anti- 

inflamatório ou imunoregulador evidencia que as células inflamatórias 

respondem a luz em diferentes comprimentos de onda, assim há necessidade 

de continuar pesquisando para avaliar novas modalidades terapêuticas e 

sistemas de entrega de luz. Também foi possível verificar que as fontes LED 

podem gerar efeitos terapêuticos assim como as fontes laser (Wong-Riley et al. 

2001, Weiss et al. 2005a, Weiss et al. 2005b, Siqueira et al. 2009, Yeh et al. 

2010, Chaves et al. 2014, Hamblin 2017, Heiskanen & Hamblin 2018). 

Ainda foi possível verificar que a luz ambar é capaz de gerar efeitos 

moduladores sobre leucócitos que podem ser comparados ou até superar os 

exibidos pelas fontes vermelhas ou infravermelhas evidenciando mais uma vez 

a necessidade da continuação de estudos que envolvam fontes com diferentes 

comprimentos de onda. 

Como dificuldades e limitações desse estudo, é possível citar a determinação 

dos períodos de avaliação que contemplassem os efeitos da 

https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AVladimir%20Heiskanen
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ativação/polarização e também da FBM. Foi observado que os monócitos não 

mostraram expressão de mRNA das citocinas TNFα e IL-10 e os linfócitos mRNA 

de IL-10. O tempo de avaliação pode ter sido muito longo, uma vez que já foi 

visto que o período de expressão gênica pode preceder a liberação da proteína 

(Sousa et al. 2009). Estudos posteriores podem auxiliar a encontrar o tempo ideal 

para avaliação de expressão desses genes, talvez em períodos mais curtos. Do 

mesmo modo, os neutrófilos também não mostraram uma modulação 

significante na produção ou expressão de citocinas inflamatórias após 

polarização com LPS ou IL-4+LPS e/ou tratamento com LED. Essas células 

poderiam ser avaliadas em períodos maiores entre 6 h e 12 h e testando outras 

concentrações de ativação (Naegelen et al. 2015). 

Todos os achados de polarização de leucócitos podem contribuir na 

padronização de modelos experimentais (in vitro ou in vivo) para futuras análises 

de ativação de células sanguíneas. Eles apresentam também uma contribuição 

para o desenvolvimento de novos estudos clínicos que envolvam a 

fotobiomodulação e suas diferentes fontes de luz como a luz visível azul, verde, 

amarelo/ambar e laranja. Além disso, foi possível observar que deve existir a 

necessidade de adequação das fontes de luz durante as diferentes fases do 

processo inflamatório, visto que a luz infravermelha é mais absorvida por 

monócitos pró-inflamatórios M1 e a luz vermelha por monócitos anti-inflamatórios 

M2 (sugerindo que cada fase responde a uma fonte de luz diferente). Como 

também, foi sugerido opticamente que existe a possibilidade de aplicação de luz 

como tratamento preventivo, já que após a irradiação, os monócitos M1 voltaram 

a se comportar como os monócitos de padrão não ativado, absorvendo menos 

luz, e isso mostra que a fototerapia pode modular as respostas celulares de 

acordo com o seu perfil de ativação inflamatório ou imunoregulatório. No entanto, 

logicamente ainda existe necessidade de continuar pesquisando antes de 

transpor estes resultados para a prática clínica. 
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7. CONCLUSÃO 

 
Os resultados obtidos nesse estudo mostraram que os três tipos de 

leucócitos (monócitos, linfócitos e neutrófilos) foram capazes de absorver luz nas 

regiões de 450-800 nm, sendo que, monócitos e neutrófilos mostraram pico de 

absorção entre 520-570 nm e os linfócitos mostraram pico de absorção no início 

(450-570 nm) e no final do espectro avaliado (770-900 nm). Todos os leucócitos 

avaliados mostraram absorbância óptica no comprimento de onda utilizado neste 

estudo (ambar 590 nm) e os monócitos M1 irradiados mostraram menor 

absorbância em relação ao monócitos M1 não irradiados (principalmente na 

região do vermelho e infravermelho), o que sugere que a fotobiomodulação pode 

alterar o padrão de reposta celular dos leucócitos. Ainda foi observado que os 

monócitos M1 apresentam maior absorção de luz infravermelha e os monócitos 

M2 de luz vermelha, o que possibilita uma associação de mais de uma fonte de 

luz nos tratamentos de inflamação e reparo, com aplicação de diferentes fontes 

de acordo com a fase do tratamento. 

O tratamento com LED ambar, nas células polarizadas para o perfil 

inflamatório gerou nos monócitos redução na síntese proteica das citocinas pró- 

inflamatórias IL-6 e TNFα, nos neutrófilos a redução da produção de TNFα e nos 

linfócitos aumento na produção de IL-17. Nos leucócitos polarizados para o perfil 

anti-inflamatório/regulador, a irradiação com LED ambar reduziu a produção de 

IL-10 em monócitos e linfócitos. 
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9. APÊNDICES 

 
9.1. Análise de Separação de Células Mononucleares 

 
Foi realizada análise de citometria para confirmação de separação de células 

mononucleares do sangue em três pacientes diferentes. A população 01 ou P1 

representa os linfócitos e a população 02 ou P2 representa os monócitos, ambos 

identificados percentualmente, conforme mostra a figura ilustrativa 25. 

 

 
Figura 25 – Imagem Ilustrativa de análise de citometria para separação de células 

mononucleares do sangue em monócitos e linfócitos. 

 
9.2. Curva dose-resposta de Polarização de Monócitos Humanos com 

LPS para Perfil Pró-inflamatório 

Inicialmente foi realizada uma análise temporal da polarização de 

monócitos humanos para perfil pró-inflamatório utilizando LPS+IFN-γ (ambos na 

concentração de 100 ng/mL), por períodos de 2, 9 e 24 horas (Suzuki 2000, Adib- 

Conquy & Cavaillon 2002, Plevin et al. 2016). Os resultados mostraram que a 

partir do período de 2h, já se observava um aumento significante (p<0.001) na 

produção da citocina IL-6 nos monócitos polarizados (M1) em comparação aos 

monócitos não polarizados (M0), como observa-se na Figura 26. 
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Figura 26 – Dosagem proteica de IL-6 pelo método ELISA, no sobrenadante de culturas de 

monócitos (5x106 células/poço) dos grupos M0 (sem polarização) e M1 (ativados com LPS+IFNγ, 

ambos na concentração de 100 ng/mL) por 2, 9 e 24 horas. Todos os grupos ativados M1 foram 

comparados em relação ao grupo controle (M0). Barras representam médias e desvio padrão. 

P<0.001 *** n=1. 

 

Em seguida, foi feito um ensaio utilizando o sangue do mesmo paciente 

para observar o efeito de diferentes concentrações de IFNγ. Para isso, foram 

utilizadas duas diferentes concentrações de IFNγ (10 ng/mL e 100 ng/mL) 

associadas ao LPS (100 ng/mL), em um período de polarização de 24h. Esse 

ensaio mostrou que independentemente da concentração de IFNγ utilizada, os 

monócitos não apresentaram diferença na produção de IL-6, o que sugere que 

a maior parte da ativação para produção de IL-6 seja causada pela presença do 

LPS (Figura 27). 
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Figura 27 – Dosagem proteica de IL-6 pelo método ELISA, no sobrenadante de culturas de 

monócitos (5x106 células/poço) dos grupos M1 ativados com IFNγ nas concentrações de 10 ou 

100 ng/mL associados ao LPS 100 ng/mL, por um período de 24h. Barras representam médias 

e desvio padrão (n=1). 

 
Para confirmar essa hipótese, foi realizado mais um ensaio com o objetivo 

de avaliar o efeito do IFNγ isoladamente na polarização de monócitos humanos, 

em diferentes concentrações (Figura 28). As concentrações de IFNγ avaliadas 

foram 25 ng/mL, 50 ng/mL e 100 ng/mL, e as células foram tratadas um período 

de 2h. A partir dos dados obtidos nessa análise, foi possível observar que o IFNγ 

pouco estimula a produção de IL-6 que atingiu no máximo 20 pg/mL (nas 

concentração de IFNγ testadas), sendo que, a polarização testada anteriormente 

com IFNγ junto com LPS (100 ng/mL), mostrou uma produção maior que 300.000 

pg/mL de síntese de IL-6 (no mesmo período de ativação de 2h). Dessa forma, 

foi decidido utilizar apenas LPS para a polarização dos leucócitos no presente 

estudo, numa concentração a ser determinada em ensaio de curva-dose 

resposta (Figura 29). 
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Figura 28 – Dosagem proteica de IL-6 pelo método ELISA, no sobrenadante de culturas de 

monócitos (1x106 células/poço) dos grupos M0 (sem polarização) e M1 (ativados com IFNγ por 

2h em diferentes concentrações: 25, 50 e 100 ng/mL). Todos os grupos ativados M1 foram 

comparados em relação ao grupo controle (M0). Barras representam médias e desvio padrão. 

P<0.01 ** e P<0.001 *** n=1. 

 
Para finalizar a padronização de polarização de perfil pró-inflamatório, foi 

realizada uma curva dose-resposta para definição de concentração do LPS a 

partir de 100 ng/mL (Suzuki 2000, Adib-Conquy & Cavaillon 2002, Plevin et al. 

2016). Os monócitos foram polarizados com LPS nas concentrações de 10, 25, 

50 e 100 ng/mL por um período de 2 horas. Após análise de produção de IL-6, 

foi observado que mesmo a menor concentração de LPS (10 ng/mL) foi capaz 

de polarizar as células para perfil pró-inflamatório. Todas as concentrações 

aumentaram a produção de IL-6 (p<0.001) pelos monócitos polarizados (M1) 

comparados aos monócitos não polarizados (M0), como mostra a figura 29. O 

período de polarização definido para os ensaios de dosagem das demais 

citocinas pró-inflamatórias foi o período de 2 horas, utilizando apenas o LPS (10 

ng/mL) como fator estimulante. 
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Figura 29 – Dosagem proteica de IL-6 pelo método ELISA, no sobrenadante de culturas de 

monócitos (1x106 células/poço) dos grupos M0 (sem polarização) e M1 (ativados com LPS por 

2h em diferentes concentrações: 10, 25, 50 e 100 ng/mL). Todos os grupos ativados M1 foram 

comparados em relação ao grupo controle (M0). Barras representam médias e desvio padrão. 

P<0.001 *** n=1. 

 
9.3. Curva dose-resposta de Ativação de Monócitos Humanos com IL-4 ou 

IL4+LPS para Perfil Anti-inflamatório 

Foi realizada uma curva dose-resposta para definição da concentração de 

IL-4 ou LPS+IL-4 para ativação de perfil anti-inflamatório (Woodward et al 2012). 

Os monócitos foram ativados com apenas IL-4 na concentração de 10 ng/mL ou 

IL-4 (nessa mesma concentração) + LPS nas concentrações de 10 ou 500 

ng/mL, todos por um período de 2 horas. Após análise de produção proteica de 

IL-10, foi observado que a mistura de IL-4 e LPS, potencializa a produção de IL- 

10 em monócitos polarizados comparados aos monócitos não polarizados 

(Figura 30). Foi definida a concentração de LPS 10 ng/mL (associada a 10 ng/mL 

de IL-4) para os experimentos de ativação de perfil anti-inflamatório de 

leucócitos. 
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Figura 30 – Dosagem proteica de IL-10 pelo método ELISA, no sobrenadante de culturas de 

monócitos (5x106 células/poço) dos grupos M0 (sem polarização); M2 IL-4 (10 ng/mL); M2 IL-4 

(10 ng/mL) + LPS (10 ng/mL) e M2 IL-4 (10 ng/mL) + LPS (500 ng/mL), todos ativados por um 

período de 2 h. Todos os grupos ativados M2 foram comparados em relação ao grupo controle 

(M0). Barras representam médias e desvio padrão. P<0.05 * n=1. 

 
9.4. Curva dose-resposta para definição dos parâmetros dosimétricos 

 
Para definição dos parâmetros dosimétricos da FBM, foi feita avaliação de 

produção proteica de IL-6 em 3 experimentos onde os monócitos foram ativados 

para perfil pró inflamatório com 10 ng/mL de LPS por 2h, e posteriormente 

irradiados com LED em diferentes parâmetros dosimétricos nos comprimentos 

de onda infravermelho de 850 nm e ambar 590 nm (Tabela 16). Os experimentos 

foram realizados em duplicata amostral de 03 pacientes diferentes e a dosagem 

proteica de IL-6 foi realizada utilizando Kit ELISA 430501 (Biolegend). A citocina 

de escolha para padronização do estudo foi a IL-6 por ser uma citocina muito 

bem descrita na literatura no contexto inflamatório (Fernandes et al. 2015, 

Carvalho et al. 2016, Sousa et al. 2019). Os dados foram apresentados em 

porcentagem devido a variação de produção proteica entre os pacientes. 

O LED infravermelho foi usado na padronização pela sua capacidade de 

modular a produção de citocinas inflamatórias por macrófagos de roedores 

(Fernandes et al. 2015, Sousa et al. 2019) e também por seus efeitos em 

monócitos e neutrófilos humanos ou de linhagem (Tabela 17, figura 31). O 
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comprimento de onda ambar de 590 nm, foi escolhido principalmente por 

apresentar uma modulação importante na resposta inflamatória de linfócitos 

humanos (Musawi et al. 2017) e pelo fato de o pico de absorção de macrófagos 

da linhagem J774 estar entre 550 e 600 nm (Fernandes et a. 2015). 

As irradiações foram realizas após os períodos de 2 e 6 horas após 

polarização dos monócitos com LPS utilizando as fontes de luz infravermelho e 

ambar (Figura 31). 

 
 

 
Figura 31 – Irradiações de leucócitos com os LEDs infravermelho de 850 nm (A) e ambar de 590 nm (B). 
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Tabela 16 - Parâmetros Dosimétricos de LEDs Infravermelho e Ambar 

 
 

Comprimento de 

onda (nm) 

 
Potência de 

saída (mW) 

Área 

cabeçote 

(cm2) 

 
Irradiância 

(mW/cm2) 

Exposição 

Radiante 

(J/cm2) 

 
 

Tempo (s) 

 
Quantidade 

de Aplicações 

 
Energia por 

Aplicação (J) 

 
Energia 

total (J) 

590 ± 20 70 3 23,3 0,33 15 1 1 1 

590 ± 20 70 3 23,3 0,66 15 2 1 2 

590 ± 20 70 3 23,3 0,66 30 1 2 2 

590 ± 20 70 3 23,3 1,33 30 2 2 4 

590 ± 20 70 3 23,3 1,33 60 1 4 4 

590 ± 20 70 3 23,3 2,66 60 2 4 8 

590 ± 20 70 3 23,3 2,66 120 1 8 8 

590 ± 20 70 3 23,3 5,33 120 2 8 16 

850 ± 20 70 3 23,3 0,33 15 1 1 1 

850 ± 20 70 3 23,3 0,66 15 2 1 2 

850 ± 20 70 3 23,3 0,66 30 1 2 2 

850 ± 20 70 3 23,3 1,33 30 2 2 4 

850 ± 20 70 3 23,3 1,33 60 1 4 4 

850 ± 20 70 3 23,3 2,66 60 2 4 8 

850 ± 20 70 3 23,3 2,66 120 1 8 8 

850 ± 20 70 3 23,3 5,33 120 2 8 16 

 

Diante dos resultados apresentados aqui, foi determinado o protocolo de 

irradiação de LED ambar 590 nm – 4J com duas aplicações descrito no item 4.5. 

 
9.4.1. Produção de IL-6 por Monócitos Tratados com LED Infravermelho de 

850 nm – Aplicação Única (1X) 

Na figura 32, observa-se que os monócitos ativados com 10 ng/mL de LPS 

(M1) foram capazes de aumentar a sua produção de IL-6 (p<0.01) em 

comparação aos monócitos não ativados (M0), após o período de 2 horas de 

ativação. Em contrapartida, o LED infravermelho de 850 nm com 1J de energia 

(aplicação única) foi capaz de reduzir a produção de IL-6 (p<0.05) em monócitos 

ativados e irradiados em comparação com monócitos apenas ativados, mas não 

irradiados. Os demais parâmetros de LED infravermelho com 2, 4 e 8 J de 
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energia (aplicação única) não demonstraram diferença estatisticamente 

significante para esta mesma análise. 

 

 
Figura 32. Percentual de produção de IL-6 em relação ao controle pelo método ELISA, no 

sobrenadante de culturas de monócitos (5x106 células/poço) dos grupos M0 (sem polarização), 

M1 (polarização com LPS 10ng/mL) e M1 + LED (polarização com LPS e irradiação com LED 

infravermelho de 850 nm) com doses de energia 1J (A), 2J (B), 4J (C) e 8J (D) com aplicação 

única após 2h de polarização. P<0.001 *** e p<0.05*. n=3. 

 
9.4.2. Produção de IL-6 por Monócitos Tratados com LED Infravermelho de 

850 nm – Duas Aplicações (2X) 

Os monócitos ativados com LPS (M1) aumentaram a produção de IL-6 

(p<0.01) em comparação com os monócitos não ativados (M0), após um período 

de 2 horas de ativação. Por outro lado, os tratamentos com LED infravermelho 

de 850 nm (1J, 2J, 4J e 8J com duas aplicações) não apresentaram diferença 

estatisticamente significante sobre os monócitos ativados M1 (Figura 33). 
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Figura 33. Percentual de produção de IL-6 em relação ao controle pelo método ELISA, no 

sobrenadante de culturas de monócitos (5x106 células/poço) dos grupos M0 (sem polarização), 

M1 (polarização com LPS 10ng/mL) e M1 + LED (polarização com LPS e irradiação com LED 

infravermelho de 850 nm) com doses de energia 1J (A), 2J (B), 4J (C) e 8J (D) com duas 

aplicações após 2h e 6h de polarização. P<0.001 *** e p<0.05*. n=3. 

 

9.4.3. Produção de IL-6 por Monócitos Tratados com LED Ambar de 590 nm 

– Aplicação Única (1X) 

 
A ativação de monócitos com 10 ng/mL de LPS (M1) por 2h, demonstrou 

um aumento significativo na produção de IL-6 (p<0.01) em relação a monócitos 

não ativados (M0). Somado a isso, o LED ambar de 590 nm mostrou-se eficaz 

na redução da síntese proteica de IL-6 por monócitos M1, quando utilizadas as 

doses de energia de 1J (p<0.05) e 8J (p<0.01) com uma única aplicação. Porém, 

as doses de energia de 2 e 4 J (aplicação única) não demonstraram diferença 

estatisticamente significante para esta mesma análise (Figura 34). 
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Figura 34. Percentual de produção de IL-6 em relação ao grupo M1 pelo método ELISA, no 

sobrenadante de culturas de monócitos (5x106 células/poço) dos grupos M0 (sem polarização), 

M1 (polarização com LPS 10ng/mL) e M1 + LED (polarização com LPS e irradiação com LED 

ambar de 590 nm) com doses de energia 1J (A), 2J (B), 4J (C) e 8J (D) com aplicação única após 

2h de polarização. P<0.001 ***; p<0.01** e p<0.05*. n=3. 

 

9.4.4. Produção de IL-6 por Monócitos Tratados com LED Ambar de 590 nm 

– Duas Aplicações (2X) 

 
A figura 35 mostra um aumento na produção da proteína IL-6 em 

monócitos ativados com LPS (M1) por um período de 2 horas (comparados a 

monócitos não ativados). Assim como, mostra uma redução na produção dessa 

proteína nos monócitos polarizados para fenótipo pró-inflamatório (M1), após 

tratamento com LED ambar de 590 nm utilizando as doses de energia 1J 

(p<0.05), 4J (p<0.001) e 8J (p<0.001) com duas aplicações após 2h e 6h de 

ativação. O tratamento com LED ambar de 2 Joules de energia (duas aplicações) 

não mostrou diferença estatisticamente significante para esta análise. 
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Figura 35. Percentual de produção de IL-6 em relação ao grupo M1 pelo método ELISA, no 

sobrenadante de culturas de monócitos (5x106 células/poço) dos grupos M0 (sem polarização), 

M1 (polarização com LPS 10ng/mL) e M1 + LED (polarização com LPS e irradiação com LED 

ambar de 590 nm) com doses de energia 1J (A), 2J (B), 4J (C) e 8J (D) com duas aplicações 

após 2h e 6h de polarização. P<0.001 *** e p<0.05*. n=3. 
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10. ANEXOS: 

 
ANEXO 10.1. CARTA  DE APROVAÇÃO PARA  FORNECIMENTO DE 

CÂMARAS DE LEUCORREDUÇÃO 

 
 
 

 
Figura 36. Carta de Aprovação para Fornecimento de Câmaras de Leucorredução 
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ANEXO 10.2. TERMO APROVAÇÃO COMITE ÉTICA 
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Figura 37. Parecer e Termo de Aprovação de Comitê de Ética em Humanos 
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ANEXO 10.3. TABELA 17 - REVISÃO DE ARTIGOS COM FOTOBIOMODULAÇÃO EM LEUCÓCITOS HUMANOS 

 
 
 

Artigo 

Laser/LED 
e 

Comprimento 
de onda (nm) 

 
Potência 

(mW) 

 
Irradiância 
(mW/cm2) 

 
Energia 
Total (J) 

 
Exposição 
Irradiante 

(J/cm2) 

 
Tempo de 
Irradiação 
(seg/min) 

 
 

Tipo de Célula 

 
 

Objetivo 

 
 

Resultados 

 
 
 

Young et al. 
1989 

 
 

LED (660, 

870 e 880) 
 

Laser 820 

 
 
 

 
15 

 
 
 

 
120 

 
 
 

 
0,3 

 
 
 

 
2,4 

 
 
 

 
20 s 

 
 
 

Monócitos 
Humanos U-937 

 
Avaliação dos efeitos das 
diferentes fontes de luz 
sobre a proliferação dos 

monócitos e os efeitos dos 
sobrenadantes colhidos 
destas culturas sobre 

fibroblastos 

Os sobrenadantes de monócitos tratados 
com os LEDs 660 nm e 870 nm 

estimularam a proliferação de fibroblastos, 
porém o LED de 880 nm mostrou efeito 
inibitório. Nenhum destes parâmetros de 

LED modulou a proliferação de monócitos. 
O laser de 820 nm aumentou a 

proliferação monócitos e o sobrenadante 
destes monócitos aumentou a proliferação 

de fibroblastos 

 

Bolton et al. 

1990 

 
LED 660 

 
15 

 
120 

0,3 
0,6 
0,9 
1,2 

2,4 
4,8 
7,2 
9,6 

20 s 
40 s 
60 s 
80 s 

 

Monócitos 
Humanos U-937 

Avaliação dos efeitos dos 
sobrenadantes de monócitos 
irradiados com LED 660 nm 

sobre fibroblastos 

O sobrenadante dos monócitos irradiados 
com 0,9 e 1,2 J aumentaram a proliferação 

de fibroblastos 

 
Bolton et al. 

1991 

 
 

Laser 820 

 
50 
100 

 
400 
800 

 
0,3 
0,9 

 
2,4 
7,2 

 
6 e 18 s 
3 e 9 s 

 
Monócitos 

Humanos U-937 

Avaliação dos efeitos dos 
diferentes parâmetros 
dosimétricos sobre a 

proliferação dos monócitos e 
fibroblastos 

O sobrenadante das células irradiadas 
com 0,3 J (2,4 J/cm2; 800 mW/cm2; 3 s) e 

0,9 J (7,2 J/cm2, 400 mW/cm2; 18 s) 

estimularam uma proliferação celular 
estatisticamente nos fibroblastos 

 
Lindgård et al. 

2007 

 
 

LED 634 

 
 

2500 

 
 

35700 

 
300 
750 

 
4.285,71 

10.714,28 

 
2 min 
5 min 

 
Monócito humano 
isolado com Ficoll 

Avaliação dos efeitos do 
LED sobre a produção de 
NO, ativação de enzimas 
desta via e liberação de 

ROS 

 
 

↓ROS intracelular, ↑NO, não alterou iNOS 

 
Mehrsai et al. 

2009 

 
 

Laser 632.8 

 
 

5 

 
 

25,5 

 
 

1,1 

 
 

5,6 

3 min e 
40 seg 

por dia 
(dia 3, 5 

e 8) 

Monócito humano 
isolado com Ficoll 

ativado com 
fitohemaglutinina 

Avaliação dos efeitos do 
Laser sobre a produção das 
citocinas IL-2, IL-12, TGF-β 

e IFN-γ 

 
 

↓Proteínas IL-2, IL-12, TGF-β e IFN-γ 

 

 
Chen et al. 

2014 

 
 

Laser 660 

 
 

6 

 
 

0,8 

 
 

7,5 
15 

22,5 

 
 

1 
2 
3 

 
 

1250; 
2500; 
3750 

 
 

Monócitos 
humanos THP-1 

ativados com LPS 

 
Avaliação da FBM com 660 

nm sobre a expressão 
gênica e produção proteica 
de CCL2, CXCL10 e TNFα 

Irradiações com 1 e 2 J/cm2 aumentaram 
a expressão de CCL2, enquanto 3J/cm2 

reduziu este gene. Já a expressão de 
CXCL10 e TNFα foram aumentadas com 1 
J/cm2. Assim como, 1 J/cm2 aumentou a 
produção proteica de CCL2, CXCL10 e 

TNFα 
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Chen et al. 

2014 

 
 

Laser 808 

 
 

170 

 
 

44,7 

 

3,8 
7,6 

11,4 

 

1 
2 

3 

 

22,4; 
44,8; 

67,2 

 

Monócitos 
humanos THP-1 

ativados com LPS 

Avaliação da FBM com 808 
nm sobre a expressão 

gênica de CCL2, CXCL10 e 
TNFα 

Irradiações com 1 e 2 J/cm2 aumentaram 
a expressão de CCL2, enquanto 3J/cm2 

reduziu este gene. Já expressão de 
CXCL10 e TNFα foram diminuídas com 

808 nm (1 J/cm2). 

 

Souza et al. 
2014 

 
Laser 660 

 
30 

 
76,4 

 
1,8 

 
4.5 

 
60 seg 

Monócitos 
Humanos U-937 

ativados com LPS 

Efeitos da FBM com 660 nm 
sobre a produção proteica 

de TNFα e IL-8 

 
↓Proteínas TNFα e IL-8 

 
 

Carvalho et al. 
2016 

 
 

Laser 660 nm 

 

 
30 

 

 
76,4 

 

 
1,8 

 

 
4,5 

 

 
60 s 

 

Monócitos Humanos 
U-937 ativados com 

LPS 

 
Efeitos da FBM com 660 nm 
sobre a modulação no perfil 
de monócitos de M1 para M2 

↓ TNFα, IL-1β, IL-6 e IL-8 (gene e 
proteína), CCL2, CXCL10, ROS e NF-κB 

(proteína), HIF-1α (gene) 
↑ IL-10 (gene e proteína), arginase-1 e 

PGC-1β (gene) e glutationa/GSH 
(proteína) 
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Linfócitos isolados 
de sangue Humano 

Efeitos da FBM sobre 
proliferação de linfócitos, 

formação de radicais livres e 
peróxidos lipídicos por estas 
células irradiadas antes ou 
depois de isolamento do 

sangue total. 

 

A proliferação de linfócitos, formação de 
radicais livres e peróxidos lipídicos foram 
significativamente maiores em amostras 

irradiadas na presença de sangue total em 
comparação com os linfócitos irradiados 

após isolamento 
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Linfócitos isolados 
de sangue Humano 

 
 

Efeitos da FBM sobre 
linfócitos humanos e seus 

precursores 

↑ nas contagens de linfócitos com FBM de 
589 nm (fluência de 72 J/cm2). Esta 

dosimetria confirmou seu efeito na análise 
de citometria de fluxo, mostrando um ↑ de 

linfócitos CD45 e células NK (CD16, 
CD56), mas não houve alterações nos 
linfócitos TCD3, células supressoras T 

(CD3, CD8), T-helper (CD3, CD4) e 
linfócitos B CD19 
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Neutrófilos isolados 
de sangue Humano 

Efeitos da FBM sobre a 
produção de ROS e 

expressão de CD11b e 
CD16 por citometria de fluxo 
em neutrófilos isolados de 

pacientes fumantes 

 

A irradiação reduziu a produção de ROS, 
sendo que o efeito atenuador da FBM foi 
maior por neutrófilos de fumantes do que 
em não fumantes. A expressão de CD11b 

e CD16 não foi alterada 
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2016 

 
Laser 
660 
780 

 

 
40 

 
1000 por 
irradiação 

 

0,24 até 
19,2 

 
6 por 

irradiação 

 
 

6 a 480 s 

 

Neutrófilos isolados 
de sangue Humano 

Efeitos da FBM sobre a 
produção de ROS e 

capacidade fungicida de 
neutrófilos incubados ou não 

com C. albicans. 

 
As irradiações foram capazes de excitar os 

neutrófilos para um perfil funcional mais 
elevado, ↑ ROS e capacidade fungicida. 

 


