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Resumo 

 
O  carcinoma  epidermóide  de  boca  representa  95%  dos  cânceres  

da cavidade oral e seu tratamento normalmente envolve cirurgia, radioterapia 



e/ou quimioterapia. A complicação mais comum em pacientes que recebem 

quimioterapia e radioterapia é a mucosite oral que dependendo de sua 

severidade pode comprometer a continuidade do tratamento do tumor. O laser 

em baixa intensidade (LBI) tem sido usado para tratar e prevenir a mucosite, 

porém ainda existe controvérsia em relação aos efeitos desta irradiação sobre 

as células tumorais que possam ter permanecido na área a ser irradiada após o 

tratamento do câncer. O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito do LBI (em 

parâmetros dosimétricos recomendados para o tratamento da mucosite oral) 

sobre a viabilidade, proliferação, invasividade e potencial osteoclastogênico de 

uma linhagem de células de carcinoma epidermóide de boca (SCC9). As células 

foram cultivadas em meio DMEM/F12 suplementado com soro fetal bovino (10%) 

e hidrocortisona (400 ng/mL). As culturas foram irradiadas com os lasers de 

InGaAlP (660nm em 40mW- 4J/cm²) e GaAlAs (780nm em 40 e 70mW- 4J/cm²) 

e avaliadas quanto a sua viabilidade (após 1 e 3 dias pelos ensaios MTT, Cristal 

Violeta, Vermelho Neutro e atividade da caspase 3), invasividade (pelo ensaio 

de ferida) e potencial osteoclastogênico (após 2 e 9 dias pela expressão de IL- 

11 e PTHrP e após 7, 14 e 21 dias pela indução da atividade da TRAP em 

monócitos). Culturas não irradiadas serviram como controle em todas as 

avaliações. Os dados foram comparados pela análise de variância 

complementada pelo teste de Tukey. Os resultados demonstraram que a 

irradiação com LBI na fluência de 4J/cm², em ambos os comprimentos de onda 

(660 e 780nm) e potências (40 e 70mW) diminuiu a viabilidade e induziu a 

apoptose das células da linhagem SCC9. As células irradiadas com LBI de 

780nm (em 40 e 70mW) demonstraram menor capacidade de invasão que as do 

grupo controle não irradiado. Todos os parâmetros dosimétricos avaliados 

diminuíram a capacidade das SCC9 em induzir a atividade da TRAP e em 

expressar IL-11. Já a expressão de PTHrP foi menor apenas quando as células 

foram irradiadas com laser de 780nm na potência de 70mW. Este estudo 

concluiu que a irradiação com laser de 780nm (70mW, 4J/cm2) diminuiu a 

viabilidade, o potencial osteoclastogênico e a invasividade de células da 

linhagem SCC9. O laser de infravermelho de 780nm utilizado com menor 

potência (40mW, 4J/cm2) e o laser vermelho de 660nm (40mW, 4J/cm2) não 

demonstraram a mesma capacidade de inibição nestas avaliações. Estes 

resultados corroboram a importância da escolha da dosimetria na determinação 

da eficácia e da segurança da fototerapia no tratamento da mucosite oral. 

Palavras-chave: SCC9, fototerapia, osteoclastos, mucosite, câncer. 

 
 
 

 
Abstract 

 

Squamous cell carcinoma accounts for 95% of cases oral cancer and 

treatment normally involves surgery, radiotherapy and/or chemotherapy. Oral 



mucositis is the most common complication in patients who receive 

chemotherapy and radiotherapy. Depending on the severity, this condition can 

compromise the continuity of cancer treatment. Low-level laser therapy (LLLT) 

has been used for the treatment and prevention of oral mucositis, but divergent 

findings are reported regarding the effects of this form of treatment on 

unintentionally irradiated tumor cells that may remain after cancer treatment. The 

aim of the present study was to analyze the effect of LLLT (with dosimetric 

parameters recommended for the treatment of oral mucositis) on the viability, 

invasiveness and osteoclastogenic potential of a line of oral squamous cell 

carcinoma (SCC9). The cells were cultured in DMEM/F12 medium supplemented 

with bovine fetal serum (10%) and hydrocortisone (400ng/mL). The cultures were 

irradiated with InGaAlP (660nm, 40mW, 4J/cm²) and GaAlAs (780nm, 40 and 

70mW, 4J/cm²) lasers. Viability was evaluated after 1 and 3 days using MTT 

assays, crystal violet, neutral red and caspase 3 activity. Invasiveness was 

evaluated using the wound assay and osteoclastogenic potential was evaluated 

after 2 and 9 days based on the expression of IL-11 and PTHrP as well as after 

7, 14 and 21 days based on the induction of TRAP activity in monocytes. Non- 

irradiated cultures served as the control for all evaluations. Statistical analysis 

involved ANOVA complemented by Tukey’s test. Low-level laser with irradiance 

at a fluence of 4 J/cm², both wavelengths (660 and 780nm) and both output 

powers (40 and 70mW) led to a reduction in viability as well as induced apoptosis 

in SCC9 cells. Cells irradiated with 780 nm at output powers of 40 and 70 mW 

demonstrated less invasive capacity in comparison to the control group. All 

dosimetric parameters investigated led to a reduction in the ability of SCC9 cells 

to induce TRAP activity and express IL-11. The expression of PTHrP was only 

diminished when cells were irradiated at a wavelength of 780nm and output 

power of 70mW. The present findings demonstrate that laser irradiation at 

780nm, 70 mW and 4J/cm2 reduced the viability, osteoclastogenic potential and 

invasiveness of SCC9 cells. In contrast, infrared laser (780 nm) at a lower output 

power (40 mW and 4J/cm2) and red laser (660 nm, 40mW and 4J/cm2) did not 

demonstrate the same inhibition capacity. The findings underscore the 

importance of the choice of dosimetric parameters to the efficacy and safety of 

phototherapy for the treatment of oral mucositis. 

 
Keywords: SCC9, phototherapy, osteoclasts, mucositis, cancer 
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1. Contextualização 

 
1.1. Carcinoma Epidermóide 

O carcinoma epidermóide de boca, também conhecido como carcinoma 

espinocelular (CEC) ou carcinoma de células escamosas, é uma neoplasia 

maligna que se origina no epitélio de revestimento (Kademani et al. 2005). Esta 

neoplasia tem como característica a invasão tecidual e alta taxa de metástase 

para os linfonodos cervicais (Deyama et al. 2008, Tang et al. 2008, Chuang et 

al. 2009, Tada et al. 2009, Van Cann et al. 2009). 

Mais de 500 mil pessoas são diagnosticadas com CEC por ano, sendo este 

o quinto tipo de câncer mais comum em todo o mundo. Na Ásia é a neoplasia 

mais comum e nos Estados Unidos é responsável por 3,3% das neoplasias 

malignas (Saba et al. 2011). No Brasil, a estimativa do Instituto Nacional do 

Câncer (INCA 2015) indicava 11.280 novos casos de câncer da cavidade oral 

em homens e 4.010 em mulheres para o biênio 2016/2017, sendo que este 

câncer seria o quarto mais frequente entre os homens (15,48 novos casos a cada 

100 mil homens) e o nono entre as mulheres (4,88 novos casos a cada 100 mil 

mulheres) na região Sudeste (INCA 2015). 

Os principais fatores de risco desta doença são: o tabagismo, o etilismo, a 

infecção pelo HPV (Human Papiloma Virus) principalmente pelo tipo 16 em 

adultos jovens, e a exposição à radiação solar nos casos de câncer de lábio 

(INCA 2015; Moore II & Mehta 2015). Dentre esses fatores, os que mais se 

destacam são os dois primeiros (INCA 2015, Varoni et al. 2015), sendo que o 

risco está relacionado com à longevidade, intensidade e frequência dos hábitos 

(INCA 2015). 

O CEC acomete normalmente a língua, os lábios, o assoalho da boca ou a 

gengiva (Tada et al. 2009, Siegel et al. 2012). Os tumores de língua representam 

50% de todos os tumores da cavidade oral (Saba et al. 2011, Siegel et al. 2012). 

Já o carcinoma de gengiva é o segundo carcinoma mais comum da cavidade 

oral (Jimi et al. 2011) sendo que cerca de 70% dos casos ocorrem na mandíbula 

e 30% na maxila e costuma acometer mais a gengiva inserida do que a gengiva 

livre ou a região edêntula (Sheikh & D’Souza 2012). A lesão primaria do CEC é 

geralmente caracterizada por uma superfície com lesões elevadas e presença 
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de eritema (Jimi et al. 2011), na maior parte dos casos a progressão deste tumor 

é lenta e indolor, o que torna o diagnóstico tardio (Kademani et al. 2005). 

 
1.1.1. Invasão óssea pelo CEC 

A invasão dos ossos mandibulares ou maxilares pelo CEC é um sinal de que 

o tumor está no estádio IV sendo o prognóstico considerado ruim. O CEC de 

gengiva costuma invadir mais facilmente o osso mandibular e maxilar subjacente 

do que o carcinoma de língua e costuma acarretar quadros de fraturas 

acompanhados de algia intensa que diminuem drasticamente a qualidade de 

vida dos pacientes principalmente após a sua ressecção (Iguchi et al. 1996, 

Deyama et al. 2008, Tang et al. 2008, Chuang et al. 2009, Tada et al. 2009, Van 

Cann et al. 2009, Jimi et al. 2011). 

Acredita-se que a reabsorção óssea promovida pelo CEC é realizada pelos 

osteoclastos com mediação dos osteoblastos, porém as células tumorais atuam 

decisivamente neste processo (Tang et al. 2008, Chuang et al. 2009, Tada et al. 

2009, Jimi et al. 2011). 

Já foi demonstrado, por exemplo, que as células de CEC oral são capazes 

de produzir várias substâncias ligadas ao processo de reabsorção óssea por 

osteoclastos, como: as prostaglandinas E2 e F2, as citocinas TGFβ, IL-1β, IL-6, 

IL-11, TNF-α e a PTHrP (proteína ligada ao paratormônio) (Carter et al 1983, 

Guise and Mundy 1998, Shibahara et al. 2005, Kayamori et al. 2010, Jimi et al. 

2011). Além disso, já foi reportado que pacientes com CEC de cabeça e pescoço 

apresentam níveis séricos elevados de IL-6 (Jabonska et al. 1997; Chen et al. 

1999; Duffy et al. 2008) e que a IL-6, a IL-11, o TNFα e a PTHrP estão altamente 

expressos nos casos de CEC gengival invasivo (Shibahara et al. 2005). 

As citocinas IL-1, TNF-α, IL-6 e IL-11 atuam de maneira sinérgica 

participando do mecanismo de reabsorção óssea realizada pelos osteoclastos, 

principalmente pela indução da expressão de RANKL (ligante do receptor 

ativador do fator nuclear kappa B) em osteoblastos, mas podem também agir 

diretamente sobre os osteoclastos nas diferentes fases de sua ativação e 

diferenciação (O’Brien et al. 1999, Shibahara et al. 2005, Matsuo & Irie 2008, 

Kayamori et al. 2010). Já a PTHrP é capaz de estimular a atividade osteoclástica 

através da indução da produção de IL-6, TNF e RANKL (Shibahara et al. 2005, 

Nagamine et al. 2006, Nomura et al. 2007, Kayamori et al. 2010, Lv et al. 2014). 
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No mecanismo de invasão óssea pelo tumor, o papel da PTHrP e da IL-11 é 

tão importante, que são consideradas indicadores de prognóstico (Shibahara et 

al. 2005, Nagamine et al. 2006, Wu et al. 2013, Lv et al. 2014). 

 
1.1.2. Mecanismo de reabsorção óssea 

Os osteoclastos são derivados da mesma linhagem hematopoiética que os 

macrófagos. Seu processo de diferenciação e ativação pode envolver a ação 

coordenada de várias vias de sinalização (figura 1), sendo que as citocinas M- 

CSF (fator estimulante de colônias de macrófagos) e RANKL, produzidas 

principalmente pelos osteoblastos, são consideradas as principais responsáveis 

pela sua diferenciação, proliferação e ativação (Kameda et al. 2013, Zupan et al. 

2013, Nie et al. 2016). 

O M-CSF, por exemplo, induz as células precursoras de osteoclastos a 

expressarem a molécula RANK. O RANKL (presente na superfície dos 

osteoblastos) interage com a molécula RANK (presente na superfície de 

precursores de osteoclastos e também osteoclastos maduros) e esta ligação dá 

início a uma cascata de eventos intracelulares que culmina na ativação, 

migração, diferenciação e fusão das células precursoras formando os 

osteoclastos e dando início ao processo de reabsorção óssea (Kameda et al. 

2013, Zupan J, Jeras M, Marc J. 2013, Georgess et al. 2014, Nie et al. 2016) 

(figura 1). 
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Figura 1: Processo de diferenciação dos osteoclastos. (Adaptada de Kwan Tat 2004). 

 

 
A reabsorção óssea (figura 2) se inicia a partir do momento em que os 

osteoclastos se aderem à matriz do osso mineralizado e formam a zona de 

selamento, que servirá para a criação de um microambiente que separa o local 

de reabsorção ativa das regiões adjacentes que não serão afetadas. A criação 

deste microambiente é obtida a partir do rearranjo das fibras de actina que 

formam os anéis de actina e da ligação entre a integrina αvβ3 (também 

denominada receptor de vitronectina - VNR) à vitronectina óssea (Boyce 2013, 

Georgess et al. 2014). 

Os osteoclastos desenvolvem ainda uma área ondulada da sua membrana 

que é o resultado da fusão de vesículas lisossomais secretoras, através da qual 

são secretadas substâncias como íons H+ (que irão dar origem ao ácido 

clorídrico), a catepsina K, metaloproteinase 9 (MMP-9) e fosfatase ácida 

resistente ao tartarato (TRAP) que conjuntamente irão degradar as porções 

mineral e orgânica da matriz óssea (Boyce 2013). 
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Figura 2: Processo de reabsorção óssea. (Adaptada de Zupanet al. 2013, Georgess et al. 2014). 

 

 
1.1.3. Papel da TRAP 

A TRAP (fosfatase ácida resistente ao tartarato) é uma glicoproteína catiônica 

que promove a desfosforilação das fosfoproteínas da matriz óssea mineralizada 

(Saraiva & Lazaretti-Castro et al. 2002, Andersson et al. 2003, Blumer et al. 

2012). Várias vias de sinalização podem ativar a sua produção, dentre elas, a 

via da MEK (quinase ativadora de MAPK), da p38, do NFkB (fator nuclear kappa 

B) e da JNK (c-Jun N- terminal quinase) (Hotokezaka et al. 2002, Nie et al. 2016). 

Figura 3 
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Figura 3: Vias de Sinalização da Osteoclastogênese. (Adaptada de Osta B, Benedetti G, Miossec P, 

2014). 

Recentemente alguns estudos sugeriram que a expressão de TRAP em um 

ambiente tumoral é um indicador de um prognóstico ruim em tumores com 

metástases ósseas (Honig et al., 2006, How et al. 2014) e melanomas (Scott et 

al., 2011, How et al. 2014). 

 
1.1.4. Tratamento do CEC 

O tratamento do CEC oral envolve não só a ressecção cirúrgica, mas também 

a radioterapia ou radioterapia combinada com a quimioterapia (Kademani et al. 

2005, Goda et al. 2010). 

A complicação mais comum em pacientes que receberam quimioterapia e 

radioterapia é a mucosite oral, que acomete aproximadamente 12% dos 

pacientes que recebem quimioterapia e de 80 a 100% dos pacientes que 

receberam quimioterapia e radioterapia (Cruz et al. 2007, Antunes et al. 2008, 

Genot-Klasterky et al. 2008, Simões et al. 2009, Bensadoum & Nair 2012, 

Gouvêa de Lima et al. 2012, Antunes et al. 2013, Bensadoum & Nair 2015). 
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A mucosite é uma inflamação da mucosa oral e da orofaringe, caracterizada 

pela presença de áreas de eritema, edema e hemorragia que progridem para 

ulcerações com ou sem formação de pseudomembrana (Antunes et al. 2008, 

Antunes et al. 2013, Al-Ansari et al. 2015). As lesões ocorrem mais comumente 

nos lábios, borda lateral de língua e assoalho bucal (Rosenthal & Trotti 2009). A 

ocorrência da mucosite limita o consumo de alimentos devido à dor e ao 

desconforto ao mastigar e/ou engolir, além de reduzir a superfície intestinal de 

absorção, aumentando o risco de desnutrição (Cruz et al. 2007, Simões et al. 

2009) e de infecções graves (Antunes et al. 2008, Bensadoun & Nair 2012, 

Gouvêa de Lima et al. 2012, Antunes et al. 2013, Al-Ansari et al. 2015, 

Bensadoum & Nair 2015). Todo esse quadro faz da ocorrência da mucosite uma 

limitação para a continuidade do tratamento do tumor (Genot-Klasterky et al. 

2008, Simões et al. 2009, Gouvêa de Lima et al. 2012, Al-Ansari et al. 2015). 

Originalmente, a prevenção e o tratamento da mucosite oral eram baseados 

em cuidados paliativos como bochechos, crioterapia, anti-inflamatórios, 

antibióticos e lubrificantes (Lilleby et al. 2006, Gori et al. 2007, Simões et al. 2009, 

Bensadoun & Nair 2012). 

Porém, estudos clínicos randomizados e controlados descritos em revisões 

sistemáticas (Kreisler et al. 2004, Nes & Posso 2005, Arora et al. 2008, 

Bensadoun & Nair 2012) tem demonstrado que o LBI é eficaz no tratamento da 

mucosite oral, especialmente na redução da dor e cicatrização das lesões da 

mucosa (Pourreau Schneider et al. 1990, Simões et al. 2009, Bensadoun & Nair 

2012). 

A revisão sistemática de Bensadoun & Nair (2012) indicou que o tratamento 

para mucosite oral deve ser realizado com a dose de 4J/cm2 por ponto em 

aparelhos que emitam laser vermelho ou infravermelho com potências de saída 

de 10 a 150 mW. Assim sendo, os parâmetros dosimétricos utilizados neste 

estudo foram baseados nesta revisão. 

Por outro lado, alguns estudos afirmam que o LBI deve ser evitado ou usado 

com muita cautela em pacientes portadores de câncer de cabeça e pescoço ou 

que foram acometidos pela doença pela possibilidade de efeitos diretos e 

indiretos do LBI sobre as células tumorais que poderiam ser irradiadas não 

intencionalmente durante o tratamento da mucosite (Pinheiro et al. 2002, 

Schartinger et al. 2012, Sperandio et al. 2013, Gomes Henriques et al. 2014, 
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Hawkins, Houreld, and Abrahamse 2005, Myakishev-Rempel et al. 2012, 

Sperandio et al. 2013, Sonis et al. 2016). 

O presente estudo visou contribuir para esta questão, avaliando os efeitos do 

LBI, em parâmetros dosimétricos recomendados para o tratamento da mucosite 

oral, sobre a viabilidade, proliferação, ciclo celular, capacidade de invasão e 

potencial osteoclastogênico das células derivadas de carcinoma epidermóide de 

boca da linhagem celular SCC9 (squamous cell carcinoma). 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar o efeito da irradiação laser, em parâmetros indicados para o 

tratamento da mucosite, sobre células derivadas de carcinoma epidermóide de 

boca da linhagem SCC9 (squamous cell carcinoma). 

 
2.2. Objetivos específicos 

Avaliar o efeito do LBI sobre: 

 A viabilidade das células SCC9 (ensaios MTT, Cristal Violeta, Vermelho 

Neutro); 

 A apoptose das células SCC9 (atividade da Caspase 3); 
 

 A invasividade das células SCC9 (ensaio de ferida); 
 

 A atividade osteoclastogênica das células SCC9 (expressão gênica de IL- 

11 e de PTHrP e indução da atividade da TRAP quando em co-cultura 

com osteoclastos). 
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3. Material e Métodos 

3.1. Linhagem SCC9 (Squamous Cell Carcinoma) 

A linhagem SCC9 (squamous cell carcinoma - ATCC®), derivada carcinoma 

epidermóide de humanos, foi cultivada no meio de cultura DMEM/F-12 (Vitrocell, 

Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell, 

Campinas, SP, Brasil) e 400 ng/ml de hidrocortisona. As culturas foram mantidas 

em estufa (HEPA class 3110, Thermo Electron Corporation, Marietta, OH, EUA) 

a 37ºC, numa atmosfera úmida contendo 5% de CO2. A monitorização do 

crescimento celular foi feita a cada 24 horas, utilizando-se microscópio invertido 

de fase (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA) e o subcultivo realizado 

quando a monocamada celular se tornava subconfluente para perpetuar a 

linhagem celular. Antes de cada ensaio, a viabilidade das células foi avaliada por 

contagem com corante vital azul de Trypan (0,4%) em câmara de Neubauer 

sendo utilizadas nos ensaios somente as culturas com viabilidade maior que 

95%. 

 
3.2. Irradiação laser 

Para os ensaios, as células SCC9 foram contadas, divididas em tubos Falcon 

e centrifugadas a 262g a 20°C por 5 minutos (Centrífuga Excelsa 4-280R, 

Fanem, São Paulo, SP, Brasil). As culturas foram irradiadas utilizando o aparelho 

Twin-laser (MM Optics, São Carlos – SP - Brasil), uma única vez. 
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Figura 4: Aparelho Twin-laser (MM Optics, São Carlos – SP - Brasil) sendo utilizado para irradiação 

das células na parte inferior dos tubos de centrifugação. 

 
Os parâmetros dosimétricos levaram em conta as recomendações de uma 

revisão sistemática recente (Bensadoun & Nair 2012) que indica que o 

tratamento para mucosite oral deve ser realizado com a dose de 4J/cm2 por 

ponto em aparelhos que emitam laser vermelho ou infravermelho com potências 

de saída de 10 a 150 mW. 

Para calcular o tempo das aplicações foi usada a fórmula descrita na referida 

revisão: 

 
TEMPO (s) = DOSE (J/cm2) x área irradiada (cm2) 

POTÊNCIA (W) 

 
 

 
As irradiações se deram na extremidade inferior dos tubos de centrifugação 

contendo os precipitados celulares (conforme descrito anteriormente por 

Fujihara et al. 2006). 

Os dados referentes aos diferentes parâmetros dosimétricos utilizados neste 

estudo constam da tabela 1. O termo “efetivo/a” se refere aos valores 

remanescentes após passagem da luz pelo plástico dos tubos, que conforme 

descrito por Silva et al. 2012, corresponde a 75% do valor de saída para o laser 
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vermelho (660 nm) e a 77% do valor de saída para o laser infravermelho (780 

nm). 

 
Tabela 1: Parâmetros usados para as irradiações: comprimento de onda, potência de saída, potência 

efetiva, área irradiada, densidade de potência efetiva, densidade de energia total efetiva e tempo de 

irradiação. 

 

comprimento de onda (nm) 660 780 780 

potência de saída (mW) 40 40 70 

potência efetiva (mW) 30 30,8 53,9 

área irradiada (cm²) 0,19 0,19 0,19 

área saída do feixe (cm²) 0,14 0,14 0,14 

densidade de potência efetiva (mW/cm²) 214,3 220,0 385,0 

densidade de energia na abertura (J/cm²) 5,4 5,4 5,4 

densidade de energia no área irradiada (J/cm²) 4 4 4 

energia EFETIVA (J) 0,76 0,76 0,76 

tempo (s) 25,3 24,7 14,1 

3.3. Avaliação do efeito do LBI sobre a atividade mitocondrial das 

células SCC9 (Ensaio MTT) 

O ensaio MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5,-diphenyltetrazolium bromide) 

é amplamente utilizado para avaliar a viabilidade e proliferação celular. O MTT 

é um sal hidrossolúvel, de cor amarela, que quando em contato com células 

viáveis é convertido em cristais de formazan, principalmente pela ação da 

enzima succinato desidrogenase presente nas mitocôndrias. Como os cristais 

tem cor azul escura, sua dissolução gera uma coloração que pode ser 

mensurada em espectrofotômetro. Acreditava-se que a enzima succinato 

desidrogenase das mitocôndrias era a única responsável por reduzir o sal MTT 

a cristal de formazan (Saravanan et al., 2003). Porém já foi demonstrada a 

formação de cristais de formazan no reticulo endoplasmático, endossomomos/ 

lisossomos e na membrana plasmática (Stockert et al. 2012). 

Para este ensaio, após as irradiações (conforme descrito no item 3.2), as 

células foram distribuídas em placas de 96 poços, na concentração de 1x104 

células/poço, e permaneceram incubadas a 37ºC em um ambiente úmido com 

5% de CO2 por 1 e 3 dias. Ao final dos períodos experimentais, a atividade 

mitocondrial foi avaliada por meio do ensaio MTT. Para tanto, o MTT (Sigma- 

Aldrich, St. Louis, MO, USA) foi adicionado às culturas celulares numa 

concentração de 0,1 mg/mL e as células foram incubadas no mesmo ambiente 

por 3 horas. Depois deste período, 100 L de DMSO (Dimetilsulfóxido, Thermo 
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Fisher Scientific, Rockford, USA) foi adicionado em cada poço para dissolver os 

cristais formazan. A absorbância das amostras foi mensurada a 550nm usando 

um leitor de ELISA (Synergy HT, Biotek , Winooski, Vermont, USA). Os dados 

de densidade óptica (DO) medidos como absorbância correspondem à atividade 

mitocondrial. Foram realizados três experimentos em triplicata. 

 
3.4. Avaliação do efeito do LBI sobre a viabilidade celular das células 

SCC9 (ensaio Cristal Violeta) 

O cristal violeta é um corante muito utilizado para ensaios de viabilidade de 

células aderentes em monocamada. O corante é absorvido pelas células viáveis 

corando o DNA. A intensidade da cor mensurada pelo espectrofotômetro está 

relacionada ao número de células viáveis (Ishiyama et al. 1996, Vega-Avila & 

Pugsley 2011). 

Para este ensaio, as culturas de células SCC9 foram contadas, irradiadas 

(conforme descrito no item 3.2, tabela 1) e imediatamente plaqueadas 

(quadruplicata) na concentração de 1x104 células/poço em placas de 96 poços 

que ficaram incubadas em um ambiente úmido com 5% de CO2 por 1 e 3 dias. 

Após estes períodos, as placas foram lavadas com 100 L de PBS por poço, e 

coradas com 40 L de solução de Cristal Violeta a 0,5% (Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO, USA) em 30% de ácido acético por 15 minutos, em temperatura 

ambiente, sendo lavadas 2 vezes com água destilada após esse período. O 

cristal violeta foi solubilizado com a adição de 100 L de metanol por poço. A 

absorbância foi medida a 550nm usando um leitor de microplacas (SpectraMax 

i3 Imaging Cytometer, Molecular Divices, Califórnia USA), a absorbância 

corresponde ao número de células viáveis. Foram realizados três experimentos 

em quadruplicata. 

 
3.5. Avaliação do efeito do LBI sobre a viabilidade celular das células 

SCC9 (ensaio Vermelho Neutro) 

O corante Vermelho Neutro é um corante ligeiramente catiônico, que penetra 

na membrana celular de células viáveis por difusão passiva não-iônica e se 

concentra nos lisossomos, sendo que somente as células viáveis são capazes 

de realizar a sua incorporação (Arbo et al. 2014). 
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Para este ensaio, as culturas de células SCC9 foram contadas, irradiadas 

(conforme descrito no item 3.2) e imediatamente plaqueadas (quadruplicata) na 

concentração de 1x104 células/poço em placas de 96 poços e incubadas em um 

ambiente úmido com 5% de CO2 por 1 e 3 dias. Após estes períodos, o meio de 

cultura foi removido, as placas receberam 200 L de solução de vermelho neutro 

(40g/ml) por poço. Após incubação por 3 horas em estufa a 37ºC, a solução foi 

desprezada e cada poço recebeu 200L de solução de CaCl2 em formaldeído. 

Após 2 minutos em temperatura ambiente, o formaldeído foi removido e 200L 

de solução de ácido acético (1%) foram adicionados em cada poço. A placa foi 

agitada por 5 minutos até a completa homogeneização do corante e a 

absorbância foi medida a 550nm usando um leitor de microplacas (SpectraMax 

i3 Imaging Cytometer, Molecular Divices, Califórnia USA). A absorbância 

correspondente ao número de células viáveis. Foram realizados três 

experimentos em quadruplicata. 

 
3.6. Avaliação do efeito do LBI sobre a indução de apoptose em células 

SCC9 (Atividade da Caspase-3) 

As caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) clivam 

substratos que possuam resíduos de aspartato, levando a condensação e 

fragmentação do núcleo e externalização dos fosfolipídios de membrana, 

gerando um sinal para que a célula seja fagocitada. São conhecidas 14 

caspases, sendo que 6 destas estão envolvidas com o mecanismo da apoptose, 

são elas: Caspase 3, 6, 7, 8, 9 e 10. A caspase 3 é uma caspase efetora, as 

caspases efetoras são responsáveis pela clivagem dos substratos, como a 

proteína que se liga à p53, que ao ser clivada se transloca para o núcleo ativando 

a transcrição de genes pró apoptóticos (Grivicich et al. 2007). 

Para este ensaio, após a irradiação (conforme descrito no item 3.2) as células 

foram distribuídas em placas de 96 poços, na concentração de 1x104 

células/poço, e incubadas em um ambiente úmido com 5% de CO2 por 3 dias. A 

indução da apoptose foi avaliada utilizando o ensaio EnzChek® Caspase-3 Assay 

kit#2 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) seguindo as instruções do 

fabricante. Resumidamente, as células foram lavadas com PBS e depois lisadas 

por 30 minutos utilizando solução tampão (20X cell lysis buffer, do Kit). A solução 



32 
 

 

 

de trabalho com substrato foi adicionada aos poços e as placas foram incubadas 

por 30 minutos no escuro à temperatura ambiente. A fluorescência foi medida a 

485 / 528 nm (excitação / emissão) usando um leitor de placas (Synergy HT, 

Biotek, Winooski, Vermont, USA). Os dados da fluorescência correspondem a 

atividade da caspase. Foram realizados três experimentos em triplicata. 

 
3.7. Avaliação do efeito do LBI sobre a invasividade das células SCC9 

(Ensaio de “Ferida”) 

O ensaio de ferida é uma técnica muito utilizada para avaliar a migração 

celular, pois tem uma metodologia simples, e possibilita a visualização das 

células durante o processo de fechamento do espaço gerado pela remoção 

mecânica da monocamada celular (ferida). A avaliação da migração das células 

tumorais é um passo importante, para estimar a capacidade de invasão e 

metástase de um tumor (Riahi et al. 2012) 

Para este ensaio, as culturas de células SCC9 foram irradiadas (conforme 

descrito no item 3.2) e imediatamente inseridas em placas de 6 poços. As placas 

foram incubadas em ambiente úmido com 5% de CO2 até atingir a confluência. 

Após este período, o meio foi aspirado e foi feita (com o auxílio de uma ponteira 

de 10L) uma “ferida” em forma de cruz, pela remoção da monocamada celular. 

Os poços foram lavados com PBS para remoção das células desaderidas e foi 

adicionado novo meio de cultivo. As imagens dos poços foram obtidas com uma 

câmera fotográfica (Axio Cam HRc-Zeiss, Carl Zeiss, Oberköchen, Alemanha) 

acoplada a um microscópio invertido de contraste de fase (Zeiss®Axiovert 25 – 

Carl Zeiss, Oberköchen, Alemanha) a cada 12 horas até que a ferida estivesse 

completamente fechada. Pontos de referência foram demarcados no fundo de 

cada placa para assegurar que as imagens fossem feitas sempre na mesma 

posição. A área sem células (ferida) foi mensurada com auxílio do Software NIS- 

elements D 3.1 (Nikon, Toquio, Japão). Foram calculadas as médias das áreas 

mensuradas de três experimentos realizados em triplicata. Os resultados de 

cada período de avaliação, foram expressos em percentual em relação à área 

da ferida original de cada grupo experimental. 

 
3.8. Avaliação da atividade osteoclastogenica das células SCC9 
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3.8.1. Capacidade de indução da atividade da TRAP em células 

mononucleares do sangue periférico 

a) Isolamento e cultivo de precursores osteoclásticos 

Células mononucleares do sangue periférico (PBMC, do inglês Peripheral 

Blood Mononuclear Cell) foram isoladas do sangue de doadores saudáveis do 

sexo masculino com idades entre 25 e 35 anos, conforme descrito anteriormente 

(Costa-Rodrigues et al. 2011). Resumidamente, após diluição com PBS (1:1), o 

sangue foi adicionado a Ficoll-PaqueTM PREMIUM (GE Healthcare Bio- 

Sciences) para separar as células mononucleares do plasma sanguíneo, e 

centrifugado a 400 G, durante 30 minutos. As células mononucleares foram 

recolhidas e lavadas duas vezes com PBS. Em média, para cada 100 mL de 

sangue processado, foram obtidas cerca de 70 x 106 células mononucleares. 

 
b) Obtenção de meios condicionados das células SCC9 

As células SCC9 foram semeadas a 5x104 células/cm2 em placas de cultura 

de 10mm e mantidas no meio de cultura por 2 e 14 dias. Durante estes períodos 

não foram efetuadas trocas de meio de cultura. No final dos períodos de 

incubação, os meios foram recolhidos, centrifugados a 400 G durante 10 

minutos, e os sobrenadantes foram aliquotados e armazenados à 20ºC. A partir 

deste momento, estes sobrenadantes foram denominados meios condicionados. 

 
c) Cultura de PBMC com meios condicionados das células SCC9 

As PBMC foram semeadas a 1,5x106 células/cm2 e cultivadas em meio 

DMEM/F-12 com 400 ng/ml de hidrocortisona, suplementado com 20% soro 

humano (do mesmo doador das células PBMC) 100 UI/ml de penicilina, 2,5 µg/ml 

de estreptomicina, 2,5 µg/ml de anfotericina B e 2 mM L-glutamina. As culturas 

foram mantidas na ausência (controle negativo) ou presença dos meios 

condicionados da linhagem celular SCC9, obtidos após 2 e 14 dias de cultura. 

Foram testadas duas concentrações de meios condicionados (10% e 20%). 

Culturas de PBMC mantidas na presença dos indutores osteoclastogênicos M- 

CSF (25 ng/mL) e RANKL (40 ng/mL) foram usadas como controle positivo. 

Todas as culturas foram incubadas, durante 7, 14 e 21 dias, a 37ºC em atmosfera 

úmida a 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado uma vez por semana. Após 
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os períodos experimentais, as células PBMC foram submetidas a análise da 

atividade TRAP. Foram realizados três experimentos em triplicata. 

 
d) Co-culturas de PBMC e células SCC9 

As células SCC9 foram semeadas na densidade celular de 104 células/poço 

e mantidas em meio de cultura para as culturas de células SCC9 (conforme 

descrito item 3.1). Após 24h, foram adicionadas as PBMC (1,5x106 células/cm2) 

e as co-culturas foram mantidas em meio DMEM/F-12 suplementado com 400 

ng/ml de hidrocortisona, 20% soro humano (do mesmo doador das células 

PBMC), 100 UI/ml de penicilina, 2,5 µg/ml de estreptomicina, 2,5 µg/ml de 

anfotericina B e L-glutamina (2 mM). Culturas isoladas de SCC9 e de PBMC 

foram usadas como controles. As monoculturas e as co-culturas foram 

incubadas por 7, 14 e 21 dias, a 37ºC em atmosfera úmida a 5% de CO2. O meio 

de cultura foi trocado uma vez por semana. Após os períodos experimentais as 

co-culturas foram submetidas à análise da atividade TRAP, conforme descrito a 

seguir. Foram realizados três experimentos em triplicata. 

 
e) Indução da atividade TRAP (Tartrate-Resistant Acid Phosphatase) 

A TRAP é considerada um marcador de osteoclastos e um indicador de 

reabsorção óssea ativa nos casos de CEC (Bull et al 2002, Cui et al 2010). Esta 

enzima é responsável pela degradação das fosfoproteínas da matriz óssea e 

está também envolvida na regulação da adesão destas células à superfície a ser 

reabsorvida (Ek-Rylander 1994, Vääräniemi et al 2004). 

Para análise da atividade TRAP das células PBMC, foi realizado o ensaio de 

hidrólise pNPP (para-nitrophenilphosphate), como descrito anteriormente por 

Costa-Rodrigues & Fernandes, 2011. Deste modo, após os períodos 

experimentais, as co-culturas e as culturas de PBMC com meios condicionados 

das células SCC9 foram solubilizadas com 0,1% (v/v) de Triton X-100 e os 

extratos celulares foram incubados com 12,5 mM pNPP (para- 

Nitrophenylphosphate) em tampão de 0,04 M ácido tartárico e 0,09 M citrato (pH 

4,8) durante 1 hora em estufa a 37ºC. A reação foi bloqueada com NaOH 5M e 

a absorbância das amostras foi medida a 405nm num leitor de placas (Synergy 

HT, Biotek, Winooski, Vermont, USA). Os resultados foram normalizados com a 

dosagem da proteína total das culturas (determinado pelo método de 
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Bradford,1976), e expressos em porcentagem da atividade da TRAP em relação 

à atividade da TRAP do grupo controle positivo (período de sete dias), que foi 

considerado como 100% de atividade. Foram considerados controle positivo as 

culturas de PBMC tratadas com M-CSF e RANKL e controle negativo, as culturas 

de PMBC não tratadas. Foram realizados três experimentos em triplicata. 

 
3.8.2. Imunomarcação de receptores de vitronectina e calcitonina em 

PBMC 

O receptor de vitronectina, como já relatado anteriormente, está relacionado 

a formação da zona de selamento que antecede a reabsorção óssea. Já receptor 

de calcitonina (CTR), é uma proteína relacionada à ativação, diferenciação, 

função e sobrevivência dos osteoclastos (Boyce 2013, Zupan J, Jeras M, Marc J 

2013). O osteoclasto ativo irá sempre expressar o receptor de calcitonina em sua 

superfície. No processo de reabsorção óssea o receptor de calcitonina irá inibir 

a atividade osteoclástica, através do seu ligante a calcitonina, que rapidamente 

irá induzir a perda da adesão na zona de selamento, afastando o osteoclasto da 

superfície óssea, interrompendo a reabsorção (Newa et al. 2011). 

Para esta análise, as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e 

as co-culturas PBMC e SCC9 foram fixadas (3.7% (v/v) para-formaldeído 15 min) 

e permeabilizadas (0.1% (Triton X- 100, 5 min) após 21 dias de co-cultura. A 

proteína actina foi corada com 5 U/mL do anticorpo Alexa Fluor1 647-Phalloidin 

(Invitrogen - Life Technologies, Paisley, Scotland), e os receptores de 

vitronectina and calcitonina (VNR and CTR) foram marcados com uso dos 

anticorpos específicos (50 mg/ml dos anticorpos anti-vitronectina e anti- 

calcitonina, ambos da R&D Systems Minneapolis, Minnesota, USA). A detecção 

das IgGs anti-VNR e anti-CTR foi feita com 2mg/ml do anticorpo Alexa Fluor1 

488-Goat anti-mouse IgGs. As imagens das culturas foram realizadas em 

microscópio confocal de varredura a laser (CLSM , Leica TCP SP2 AOBS). 

Foram realizados três experimentos em triplicata. 

 
3.9. Avaliação do efeito do LBI sobre a atividade osteoclastogênica das 

células SCC9 

3.9.1. Indução da atividade TRAP em co-culturas de PMBC e células 

SCC9 irradiadas 
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Para este ensaio, as culturas de células SCC9 foram contadas, irradiadas 

(conforme descrito no item 3.2), plaqueadas (104 células/poço) e mantidas em 

meio de cultura por 24h. Após este período, foram adicionadas as PBMC 

(1,5x106 células/cm2) e as co-culturas foram mantidas em meio DMEM/F-12 com 

400 ng/ml de hidrocortisona suplementado com 20% soro humano (do mesmo 

doador das células PBMC), 100 IU/ml de penicilina, 2,5 µg/ml de estreptomicina, 

2,5 µg/ml de anfotericina B e L-glutamina (2 mM). Culturas isoladas de SCC9 e 

de PBMC foram usadas como controles. As monoculturas e co-culturas foram 

incubadas, por 7, 14 e 21 dias, a 37ºC em atmosfera úmida a 5% de CO2. O meio 

de cultura foi trocado uma vez por semana. Após os períodos experimentais, as 

co-culturas foram submetidas a análise da atividade TRAP (descrito no item 

3.9.1). Os resultados foram normalizados com a dosagem da proteína total das 

culturas (determinado pelo método de Bradford,1976), e expressos em 

porcentagem de atividade TRAP em relação à atividade da TRAP do controle 

positivo (após sete dias de incubação), que foi considerado como 100%. Foram 

considerados grupos controle positivo as culturas de PBMC tratadas com M-CSF 

e RANKL e controle negativo as culturas de PMBC não tratadas. Foram 

realizados três experimentos em triplicata. 

 
3.9.2. Efeito do LBI sobre as vias de sinalização intracelulares para 

produção de TRAP 

Com o objetivo de entender melhor os mecanismos envolvidos na indução da 

atividade da TRAP, as co-culturas de células SCC9 e PBMC foram mantidas com 

vários inibidores das vias de sinalização intracelulares envolvidas neste 

processo, ou seja, as vias MEK (quinase ativadora de MAPK), da p38, do NFkB 

(factor nuclear kappa B) e da JNK (c-Jun N- terminal quinase). 

Para este ensaio, as culturas de células SCC9 foram contadas, irradiadas 

(conforme descrito no item 3.2), plaqueadas (triplicata, 104 células/poço) e 

mantidas no meio de cultura descrito para as células SCC9. Após 24h, foram 

adicionadas as PBMC (1,5x106 células/cm2) e as co-culturas passaram a ser 

mantidas em meio DMEM/F-12 suplementado com 400 ng/ml de hidrocortisona, 

20% soro humano (do mesmo doador das células PBMC), 100 UI/ml de 

penicilina, 2,5 µg/ml de estreptomicina, 2,5 µg/ml de anfotericina B e L-glutamina 

(2 Mm). As co-culturas foram incubadas, durante 14 e 21 dias, a 37ºC em 
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atmosfera úmida a 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado uma vez por 

semana. Para avaliar o efeito das células SCC9 sobre a atividade 

osteoclastogênica foram avaliadas as vias da MEK (utilizando o inibidor U0126, 

1 µM), da p38 (utilizando o inibidor SP202190, 5 µM), do NFkB (utilizando o 

inibidor PDTC, 10 µM) e da JNK (utilizando o inibidor SP600125, 10 µM). 

Monoculturas de PMBC tratadas com os mesmos inibidores foram usadas como 

controle. Os resultados foram normalizados com a dosagem da proteína total 

das culturas (determinado pelo método de Bradford,1976), e expressos em 

porcentagem de atividade TRAP em relação à atividade da TRAP das co-culturas 

de PBMC e células SCC9 (no sétimo dia do período experimental), que foram 

consideradas como 100% de atividade da TRAP. Foram realizados três 

experimentos em triplicata. 

 
3.9.3. Efeito do LBI sobre a expressão de IL-11 e PTHrP em células SCC9 

Sabe-se que o CEC é um tumor invasivo e que a reabsorção óssea está 

ligada ao prognóstico desse tumor. No mecanismo de invasão óssea pelo tumor, 

o papel da PTHrP e da IL-11 é tão importante, que elas são consideradas 

indicadores de prognóstico (Shibahara et al. 2005, Nagamine et al. 2006, Wu et 

al. 2013, Lv et al. 2014). Deste modo, avaliou-se o efeito do LBI sobre a 

expressão destes produtos. 

A avaliação da expressão de IL-11 e PTHrP pelas células SCC9 foi realizada 

pelo método da reação da transcriptase reversa, seguida de reação em cadeia 

da polimerase (RT-PCR). As culturas de células SCC9 foram contadas, 

irradiadas (conforme descrito no item 3.2) e imediatamente inseridas (2,5 x 106 

células) em placas de 100 mm de diâmetro. Após 2 e 9 dias de incubação, o 

RNA total foi extraído utilizando o kit Nucleo Spin kit (Macherey-Nagel, Düren, 

Germany), de acordo com as instruções do fabricante e amplificado usando o 

método da reação da transcriptase reversa, seguida de reação em cadeia da 

polimerase (RT-PCR) (Titan One Tube RT- PCR system; Roche, Branchburg, 

NJ) em 35 ciclos com temperatura de 55º C. Os primers utilizados estão listados 

na tabela 5. Os produtos de RT-PCR foram analisados em 1% (v/v) de gel de 

agarose. A intensidade das bandas do gel foi analisada utilizando o software 

Image J 1.41 e os valores foram expressos em unidades arbitrárias, de acordo 
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com a intensidade das bandas, do valor correspondente ao gene GAPDH de 

cada condição experimental. Foram realizados três experimentos em triplicata. 

 
Tabela 2: Primers utilizados para análise do RT-PCR das células SCC9 

 

 
Gene Sequência de Primers (Forward) Sequência de Primers ( Reverse) 

GAPDH 5’-CAGGACCAGGTTCACCAACAAGT-3’ 5’-GTGGCAGTGATGGCATGGACTGT-3’ 

 
IL-11 

 
5’-ACTGCTGCTGCTGAAGACTCGGCTGTGA-3’ 

 
5’-ATGGGGAAGAGCCAGGGCAGAAGTCTGT-3’ 

 
PTHrP 

 
5’-GACTGGTTCAGCAGTGGAGC-3’ 

 
5’-ATCGAGCTCCAGCGACGTTGT-3’ 

 
 

 

3.10. Avaliação dos dados 

Os dados estão representados como médias ± valores de desvio padrão (DV) 

e foram comparados pelo método ANOVA complementado pelo teste Tukey 

considerando o nível de significância de 5% (p< 0.05), utilizando o Software 

Graph Pad InStat 3.1. 

 
 
 
 
 
 
 

4. Resultados 

4.1. Avaliação do efeito do LBI sobre a atividade mitocondrial (Ensaio 

MTT) das células SCC9 

A irradiação com LBI foi capaz de reduzir a atividade mitocondrial das células 

SCC9 de maneira significante em todos os parâmetros avaliados quando 

comparada à atividade do grupo controle, nos períodos de 1 e 3 dias de cultivo 

(figura 5). 
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Figura 5. Percentual de atividade mitocondrial (ensaio de MTT) de células SCC9 (104 células/poço) após 
com irradiação laser (660nm e 780nm) e incubação por 1 e 3 dias em relação à atividade mitocondrial das 
células não irradiadas (controle) no dia 1. Os resultados correspondem à média e desvio padrão de 3 
experimentos independentes realizados em triplicata. *** p< 0.001 em relação ao controle (ANOVA/Tukey). 

 
 

4.2. Avaliação do efeito do LBI sobre a viabilidade celular das células 

SCC9 (Ensaio Cristal Violeta) 

A irradiação com laser (em todos parâmetros avaliados) não alterou o 

percentual de viabilidade, avaliada pelo método cristal violeta, das células SCC9 

após 1 dia de cultivo. Já no terceiro dia, a irradiação com laser de 780 nm (70mW, 

4J/cm²) foi capaz de inibir a viabilidade celular quando comparado à das células 

do grupo controle (não irradiadas), a irradiação com os demais parâmetros não 

causou diferenças significantes em relação às células não irradiadas (figura 6). 
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Figura 6. Percentual de viabilidade (ensaio Cristal Violeta) de células SCC9 (10⁴ células/poço) após a 
irradiação com laser (660nm e 780nm) e incubação por 1 e 3 dias, em relação à viabilidade das células 
não irradiadas (controle) no dia 1. Os resultados correspondem a média e desvio padrão de 3 experimentos 
independentes realizados em quadruplicata. *** p< 0.001 em relação ao controle (ANOVA/Tukey). 

 
 

 

4.3. Avaliação do efeito do LBI sobre a viabilidade celular das células 

SCC9 (ensaio Vermelho Neutro) 

Pelo ensaio de vermelho neutro, após 1 dia de cultivo, as células irradiadas 

com laser no parâmetro de 660 nm (40mW, 4J/cm²) mostraram viabilidade menor 

que as células não irradiadas. Já após 3 dias de cultivo, todas as culturas 

irradiadas mostraram menor viabilidade que as não irradiadas (figura 7). 
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Figura 7. Percentual de viabilidade celular (ensaio Vermelho Neutro) de células SCC9 (10⁴ células/poço) 
após irradiação laser (660nm e 780nm) e incubação por 1 e 3 dias em relação à viabilidade celular das 
células não irradiadas (controle) no dia 1. Os resultados correspondem a média e desvio padrão de 3 
experimentos independentes realizados em quadruplicata. *p<0.05, ** p<0.01 e ***p<0.001 em relação ao 
controle (ANOVA/Tukey). 

 

 

4.4. Avaliação do efeito do LBI sobre a indução de apoptose em células 

SCC9 (Atividade Caspase 3) 

A irradiação com laser nos parâmetros 660nm (40mW, 4J/cm²) e 780nm 

(70mW, 4J/cm²) gerou aumento significativo da atividade Caspase 3 no terceiro 

dia de cultivo. A irradiação com laser de 780 nm (40mW, 4J/cm²) não causou 

diferença significante na atividade Caspase 3 quando comparada ao controle 

(figura 8). 
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Figura 8. Percentual de atividade da Caspase 3 (Apoptose Celular) de células SCC9 (10⁴ células/poço) 
irradiadas com laser (660nm e 780nm) e incubadas por 3 dias em relação às células não irradiadas 
(controle). Os resultados correspondem a média e desvio padrão de 3 experimentos independentes 
realizados em triplicata. ***p<0.001 em relação ao controle (ANOVA/Tukey). 

 

 

4.5. Avaliação do efeito do LBI sobre a invasividade das células SCC9 

(Ensaio de “Ferida”) 

Nos primeiros períodos avaliados (0 e 12 horas) não houve diferença entre 

os grupos no que concerne ao percentual de fechamento da área da ferida 

original. Após 24 horas, as células irradiadas com todos os parâmetros 

demonstraram menor capacidade no fechamento da ferida que as não irradiadas 

(p<0.001). A partir de 36 horas de cultivo, as células irradiadas com o laser de 

660nm demonstraram maior capacidade de fechamento da ferida e este efeito 

se manteve até o fechamento total das feridas em 120 horas (p<0.001). Já as 

células irradiadas com o laser de 780nm (em ambos os parâmetros) 

demonstraram menor capacidade no fechamento da ferida quando comparadas 

ao controle, durante todo período experimental (p<0.001). (figura 9). 
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Figura 9. Invasividade (Ensaio de Ferida). Os resultados correspondem à média do percentual 
remanescente da área da ferida original de cada grupo após os diferentes períodos de avaliação. Foram 
tabulados os dados de 3 experimentos independentes em quadruplicata. (ANOVA/Tukey). 

 
 

4.6. Avaliação da atividade osteoclastogênica das células SCC9 

4.6.1. Indução da atividade TRAP em culturas de PBMC com meios 

condicionados das células SCC9 

No sétimo dia do período experimental, foi constatado um aumento na 

atividade da TRAP em todas as culturas de PBMC tratadas com o meio 

condicionado e nas culturas do controle positivo (PBMC tratadas com RANKL e 

M-CSF) quando comparadas ao controle negativo (monoculturas de PBMC). 

Após 14 dias do período experimental, comparando-se ao controle negativo 

(monoculturas de PBMC), foi observado um aumento na atividade da TRAP nas 

culturas de PBMC tratadas com o meio condicionado (nas concentrações de 

10% e 20%) obtido de culturas de 2 dias de células SCC9 e nas culturas de 

PBMC tratadas com o meio condicionado (na concentração de 10%) obtido de 

culturas de 14 dias de células SCC9 e nas culturas do controle positivo (PBMC 

tratadas com RANKL e M-CSF). Nas culturas de PBMC tratadas com o meio 

condicionado (usado na concentração de 20%) obtido de culturas de 14 dias de 

células SCC9 foi constatada uma diminuição na atividade da TRAP quando 

comparadas ao controle negativo (monoculturas de PBMC). 
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Após 21 dias do período experimental, quando comparadas ao controle 

negativo (monoculturas de PBMC), foi constatado um aumento na atividade da 

TRAP nas culturas de PBMC tratadas com o meio condicionado (usado nas 

concentrações de 10% e 20%) obtido de culturas de 2 dias de células SCC9 e 

nas culturas de PBMC tratadas com o meio condicionado (usado na 

concentração de 10%) obtido de culturas de 14 dias de células SCC9 e nas 

culturas do controle positivo (PBMC tratadas com RANKL e M-CSF). Nas 

culturas de PBMC tratadas com o meio condicionado (usado na concentração 

de 20%) obtido de culturas de 14 dias de células SCC9 foi constatada uma 

diminuição na atividade da TRAP quando comparadas ao controle negativo 

(monoculturas de PBMC). 

Já na comparação em relação às culturas de PBMC tratadas com RANKL e 

M-CSF (controle positivo) foi constatado um aumento na atividade da TRAP nas 

culturas de PBMC tratadas com o meio condicionado (usado na concentração 

de 20%) obtido de culturas de 2 dias de células SCC9 quando comparadas ao 

controle positivo (PBMC tratadas com RANKL e M-CSF) no sétimo dia do 

período experimental. Os demais meios condicionados utilizados não alteraram 

a atividade da TRAP neste período. 

Após 14 dias do período experimental, foi constatado uma diminuição na 

atividade da TRAP nas culturas de PBMC tratadas com o meio condicionado 

(usado na concentração de 10%) obtido de culturas de 2 dias de células SCC9 

e nas culturas de PBMC tratadas com o meio condicionado (usado nas 

concentrações de 10% e 20%) obtido de culturas de 14 dias de células SCC9 

quando comparadas ao controle positivo (PBMC tratadas com RANKL e M-CSF). 

O meio condicionado (usado na concentração de 20%) obtido de culturas de 2 

dias de células SCC9 não alterou a atividade da TRAP neste período 

experimental quando comparado ao controle positivo (PBMC tratadas com 

RANKL e M-CSF). 

No vigésimo primeiro dia do período experimental, foi constatado um 

aumento na atividade da TRAP nas culturas de PBMC tratadas com o meio 

condicionado (usado nas concentrações de 10% e 20%) obtido de culturas de 2 

dias de células SCC9 quando comparadas ao controle positivo (PBMC tratadas 

com RANKL e M-CSF). Nas culturas de PBMC tratadas com o meio 

condicionado (usado na concentração de 20%) obtido de culturas de 14 dias de 
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células SCC9 foi constatada uma diminuição na atividade da TRAP quando 

comparada ao controle positivo (PBMC tratadas com RANKL e M-CSF). O meio 

condicionado (usado na concentração de 10%) obtido de culturas de 14 dias de 

células SCC9 não alterou a atividade da TRAP neste período experimental 

quando comparado ao controle positivo (PBMC tratadas com RANKL e M-CSF) 

(figura 10). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 10. Percentual de atividade da TRAP das culturas PBMC (em relação a atividade da TRAP do 
controle positivo no dia 7) após 7, 14 e 21 dias de cultivo. As culturas de PBMC cultivadas com meio de 
cultura padrão (controle negativo), tratadas com M-CSF e RANKL (controle positivo) ou com meios 
condicionados obtidos de culturas de células SCC9 (de 2 e 14 dias) usados na concentração de 10 ou de 
20%. Os resultados correspondem a média e desvio padrão de 3 experimentos independentes realizados 
em triplicata. *p< 0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 em relação ao controle positivo. #p< 0.05, ##p<0.01 e 
###p<0.001 em relação ao controle negativo (ANOVA/Tukey). 

 
 

4.6.2. Indução da atividade TRAP em co-culturas de PBMC e células 

SCC9 

Após os períodos experimentais (7, 14 e 21 dias), foi constatado um aumento 

na atividade da TRAP nas culturas co-culturas de PBMC e SCC9 quando 

comparadas às monoculturas de PBMC (controle negativo) e às PBMC tratadas 

com RANKL e M-CSF (controle positivo) (figura 11). 
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Figura 11. Percentual de atividade da TRAP (em relação ao controle positivo no dia 7) após 7, 14 e 21 dias 
de cultura de PBMC cultivadas com meio de cultura padrão (controle negativo), tratadas com M-CSF e 
RANKL  (controle  positivo)  ou  co-cultivadas  com  células  SCC9  (10⁴   células/poço).  Os  resultados 
correspondem a média e desvio padrão de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. *p< 
0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 em relação ao controle positivo. #p< 0.05, ##p<0.01 e ###p<0.001 em relação 
ao controle negativo (ANOVA/Tukey). 

 
 
 

4.6.3. Imunomarcação de receptores de Vitronectina e Calcitonina em 

PBMC 

A figura 12 evidencia a imunomarcação para os receptores de vitronectina e 

calcitonina (verde), e para os anéis de actina (azul) nas PBMC cultivadas com 

agentes que sabidamente induzem a sua diferenciação para osteoclastos (M- 

CSF e RANK-L) e na situação de co-cultura com as células SCC9 (104 

células/poço). Foi constatado um aumento na imunomarcação dos anéis de 

actina nas co-culturas de PBMC com as células SCC9 em relação as 

monoculturas de PBMC tradadas com M-CSF e RANK-L. É possível observar 

um aumento na imunomarcação dos receptores de calcitonina nas co-culturas 

de PBMC com as células SCC9 em relação as monoculturas de PBMC tradadas 

com M-CSF e RANK-L. Já na imunomarcação dos receptores de vitronectina 

não houve diferença significativa entre as co-culturas de PBMC com as células 

SCC9 e as monoculturas de PBMC tratadas com M-CSF e RANK-L. 
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Figura 12. Imunomarcação para anéis de actina (azul) e expressão de receptores de vitronectina e 

calcitonina (verde) nas PBMC cultivadas com agentes indutores de diferenciação osteoblástica (M-CSF e 

RANK-L) ou com células SCC9. 

 

4.7. Avaliação do efeito do LBI sobre a atividade osteoclastogênica das 

células SCC9 

4.7.1. Indução da atividade TRAP em co-culturas de PBMC e células 

SCC9 irradiadas 

A irradiação com laser (em todos os parâmetros avaliados) não alterou 

atividade da TRAP, nas co-culturas de PBMC e células SCC9 irradiadas quando 

comparadas ao controle (PBMC+SCC9 não irradiada) após 7 dias de cultivo. 

Após 14 dias do período experimental, foi constatado um aumento na 

atividade da TRAP nas co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas com laser de 660 

nm com 40mW, quando comparadas às células não irradiadas (controle). 

Enquanto as co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas com laser de 780nm com 

40mW e com 70 mW demonstraram uma diminuição na atividade da TRAP 
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quando comparadas as co-culturas que continham SCC9 não irradiadas 

(controle). 

As co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas com laser, em todos os 

parâmetros estudados, demonstraram uma diminuição na atividade da TRAP 

quando comparadas às culturas controle, após 21 dias de cultivo (figura 13). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 13. Percentual de atividade da TRAP (após 7, 14 e 21 dias de cultura) de PBMC co-cultivadas com 
células SCC9 (10⁴ células/poço) irradiadas com laser (660nm e 780nm) em relação a atividade da TRAP 
das co-culturas de PBMC+SCC9 não irradiadas (no dia 7). Os resultados correspondem a média e desvio 
padrão de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. ***p<0.001 (ANOVA/Tukey) em relação 
ao controle (PBMC+SCC9). 

 

 

4.7.2. Efeito do LBI sobre as vias de sinalização intracelulares de co- 

culturas de PBMC e células SCC9 irradiadas 

Via da MEK 

Após 14 dias do período experimental foi constatado um aumento na 

atividade da TRAP nas co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presença do 

inibidor específico da via da MEK (U0126) em relação às co-culturas de 

PBMC+SCC9 cultivadas na ausência deste inibidor, indicando que esta via 

provavelmente não está envolvida na produção de TRAP por PBMC cultivadas 

com células SCC9. Já nas co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas (todos 

parâmetros) cultivadas na presença do inibidor específico da via MEK (U0126) 
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houve menor atividade da TRAP do que nas co-culturas de PBMC+SCC9 não 

irradiadas tratadas e não tratadas com inibidor, no mesmo período experimental. 

Após 21 dias do período experimental não foi verificada diferença na atividade 

da TRAP entre as co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presença do 

inibidor específico da via MEK (U0126) e as co-culturas de PBMC+SCC9 

cultivadas na ausência deste inibidor, reiterando que esta via provavelmente não 

está envolvida na produção de TRAP por PBMC cultivadas com células SCC9. 

Novamente, nas co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas (todos parâmetros) 

cultivadas na presença do inibidor específico da via MEK (U0126) houve menor 

atividade da TRAP do que nas co-culturas de PBMC+SCC9 não irradiadas 

tratadas ou não com o inibidor, no mesmo período experimental (figura 14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 14. Percentual de atividade da TRAP nas co-culturas PBMC+SCC9 mantidas com o inibidor U0126 
(via de sinalização da MEK) em relação às co-culturas de PBMC+SCC9 não tratadas com inibidor no dia 
14. Os resultados correspondem a média e desvio padrão de 3 experimentos independentes realizados 
em triplicata. *p< 0.05 e ***p<0.001 em relação às co-culturas tratadas com inibidor (ANOVA/Tukey). 

 
 

Via da p38 
Após 14 dias do período experimental foi constatado um aumento na 

atividade da TRAP nas co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presença do 

inibidor específico da via p38 (SB202190) em relação as co-culturas de 

PBMC+SCC9 cultivadas na ausência deste inibidor, indicando que esta via 
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provavelmente também não está envolvida na produção de TRAP por PBMC 

cultivadas com células SCC9. Novamente nas co-culturas de PBMC+SCC9 

irradiadas (todos parâmetros) cultivadas na presença do inibidor específico da 

via p38 (SB202190) houve menor atividade da TRAP que nas co-culturas de 

PBMC+SCC9 não irradiadas tratadas ou não com o inibidor, no mesmo período 

experimental. 

Após 21 dias do período experimental não foi verificada diferença na 

atividade da TRAP entre as co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presença 

do inibidor específico da via p38 (SB202190) e as co-culturas de PBMC+SCC9 

cultivadas na ausência deste inibidor, reiterando que esta via provavelmente não 

está envolvida na produção de TRAP por PBMC cultivadas com células SCC9. 

Novamente, nas co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas (todos parâmetros) 

cultivadas na presença do inibidor específico da via p38 (SB202190) houve 

menor atividade da TRAP que nas co-culturas de PBMC+SCC9 não irradiadas 

tratadas ou não com o inibidor, no mesmo período experimental (figura 15). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 15. Percentual de atividade da TRAP nas co-culturas PBMC+SCC9 mantidas com o inibidor 
SB202190 (via de sinalização da p38) em relação às co-culturas de PBMC+SCC9 não tratadas com inibidor 
no dia 14. Os resultados correspondem a média e desvio padrão de 3 experimentos independentes 
realizados em triplicata.*p<0.05 e ***p<0.001 em relação às co-culturas tratadas com inibidor 
(ANOVA/Tukey). 

Via do NFkB 

Efeito do SB202190 5µM (inibidor da via da p38) 

140% 

PBMC+SCC9 

120% 
* 

PBMC+SCC9 + SB202190 

100% 
*** PBMC+SCC9+660nm (40 mW)+ SB202190 

*** 

80% 
*** 

PBMC+SCC9+780nm (40 mW)+ SB202190 

*** 

60% 
PBMC+SCC9+780nm (70 mW)+ SB202190 

40% 
*** 

20% *** 

0% 

Dia 14 Dia 21 

%
 A

ti
v
id

a
d
e
 T

R
A

P
 



51 
 

 

 

Após 14 dias do período experimental não foi demonstrado diferença na 

atividade da TRAP nas co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presença do 

inibidor específico da via NFkB (PDTC) em relação às co-culturas de 

PBMC+SCC9 cultivadas na ausência deste inibidor. Já nas co-culturas de 

PBMC+SCC9 irradiadas (todos parâmetros) cultivadas na presença do inibidor 

específico da via NFkB (PDTC) houve menor atividade da TRAP que nas co- 

culturas de PBMC+SCC9 não irradiadas tratadas ou não com o inibidor no 

mesmo período experimental. 

Após 21 dias do período experimental as co-culturas de PBMC+SCC9 

cultivadas na presença do inibidor específico da via NFkB (PDTC) exibiram 

menor a atividade da TRAP que as co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na 

ausência deste inibidor. Indicando que esta via provavelmente está envolvida na 

produção de TRAP por PBMC cultivadas com células SCC9. Novamente, nas 

co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas (todos parâmetros) cultivadas na 

presença do inibidor específico da via NFkB (PDTC) houve menor atividade da 

TRAP que nas co-culturas de PBMC+SCC9 não irradiadas tratadas ou não com 

o inibidor, no mesmo período experimental (figura 16). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 16. Percentual de atividade da TRAP nas co-culturas PBMC+SCC9 mantidas com o inibidor PDTC 
(via de sinalização do NFκB) em relação às co-culturas de PBMC+SCC9 não tratadas com inibidor no dia 
14. Os resultados correspondem a média e desvio padrão de 3 experimentos independentes realizados 

Vemia tdripalicJaNtaK.   *p<0.05,   **p<0.01   e   ***p<0.001   em   relação   às   co-culturas   tratadas   com   inibidor 
(ANOVA/Tukey). 
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Após 14 dias do período experimental foi constatado uma diminuição na 

atividade da TRAP entre as co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presença 

do inibidor específico da via JNK (SP600125) e as co-culturas de PBMC+SCC9 

cultivadas na ausência deste inibidor. Indicando que esta via provavelmente está 

envolvida na produção de TRAP por PBMC cultivadas com células SCC9. Nas 

co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas (todos parâmetros) cultivadas na 

presença do inibidor específico da via JNK (SP600125) houve uma 

potencialização da inibição da atividade da TRAP, quando comparadas às co- 

culturas de PBMC+SCC9 não irradiadas tratadas com inibidor no mesmo período 

experimental. 

Após 21 dias do período experimental foi constatada uma menor atividade da 

TRAP nas co-culturas de PBMC+SCC9 cultivadas na presença do inibidor 

específico da via JNK (SP600125) do que nas co-culturas de PBMC+SCC9 

cultivadas na ausência deste inibidor. Indicando novamente que esta via 

provavelmente está envolvida na produção de TRAP por PBMC cultivadas com 

células SCC9. Em todas co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas (todos 

parâmetros) cultivadas na presença do inibidor específico da via JNK 

(SP600125) houve menor a atividade da TRAP do que nas co-culturas de 

PBMC+SCC9 não irradiadas não tratadas com inibidor no mesmo período 

experimental. As co-culturas de PBMC+SCC9 irradiadas com laser de 660 nm 

(40mW) e de 780 nm (70 mW) mostraram potencialização do efeito inibitório do 

SP600125, já as co-culturas que continham SCC9 irradiadas com laser de 780 

nm (70 mW) houve maior atividade da TRAP que nas co-culturas tratadas com 

o inibidor (figura 17). 
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Figura 17. Percentual de atividade da TRAP nas co-culturas PBMC+SCC9 mantidas com o inibidor 
SP600125 (via de sinalização JNK) em relação às co-culturas de PBMC+SCC9 não tratadas com inibidor 
no dia 14. Os resultados correspondem a média e desvio padrão de 3 experimentos independentes 
realizados em triplicata. 
***p<0.001 em relação às co-culturas tratadas com inibidor (ANOVA/Tukey). 

 

 

4.7.3. Efeito do LBI sobre a expressão de IL-11 e PTHrP em células SCC9 

No segundo dia do período experimental, foi constatado um aumento na 

expressão de IL-11 nas células SCC9 irradiadas com os parâmetros 660 nm- 

40Mw e 780 nm-40mW, quando comparadas às culturas de SCC9 não 

irradiadas. Enquanto as células SCC9 irradiadas com o parâmetro 780 nm- 

70mW não demonstraram alteração na expressão de IL-11 quando comparadas 

às células não irradiadas (controle). 

No nono dia do período experimental, foi constatada uma diminuição na 

expressão de IL-11 nas células SCC9 irradiadas com todos os parâmetros 

estudados, quando comparadas às células não irradiadas (controle) (figura 18). 
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Figura 18. Expressão de IL-11 (após 2 e 9 dias de cultura) nas células SCC9 (2,5x106 células/placa) 
irradiadas com laser (660nm e 780nm) em relação às células SCC9 (controle dia 2. Os resultados 
correspondem a média e desvio padrão de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. *p<0.05, 
**p<0.01 e ***p<0.001 em relação ao controle em cada período experimental (ANOVA/Tukey). 

 

Já com relação à expressão de PTHrP, no segundo dia do período 

experimental foi constatado um aumento na expressão de PTHrP nas células 

SCC9 irradiadas com os parâmetros 660 nm-40mW-4J/cm² e 780 nm-40mW- 

4J/cm², quando comparadas às células não irradiadas (controle). Enquanto as 

células SCC9 irradiadas com o parâmetro 780 nm-70mW-4J/cm² não 

demonstraram alteração na expressão de PTHrP. 

Após 9 dias do período experimental foi constatada uma diminuição na 

expressão de PTHrP nas células SCC9 irradiadas com o parâmetro 780 nm- 

70mW-4J/cm², quando comparadas às células não irradiadas (controle) 

Enquanto as células SCC9 irradiadas com os parâmetros 660 nm-40mW-4J/cm² 

e 780 nm-40mW-4J/cm² não demonstraram alteração na expressão de PTHrP 

em relação às células não irradiadas (controle) (figura 19). 
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Figura 19. Expressão de PTHrP (após 2 e 9 dias de cultura) nas células SCC9 (2,5x106 células/placa) 
irradiadas com laser (660nm e 780nm) em relação às células SCC9 (controle dia 2). Os resultados 
correspondem a média e desvio padrão de 3 experimentos independentes realizados em triplicata 
**p<0.01 e ***p<0.001 em relação ao controle em cada período experimental (ANOVA/Tukey). 

 

 

Tabela 3: Sinopse de todos resultados. As setas indicam os parâmetros que aumentaram ou diminuíram, 

significantemente em relação ao controle, a resposta celular quanto aos experimentos. Os parâmetros que 

não tiveram alterações significativas não foram aqui ilustrados. 
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Discussão 

 
O LBI vem sendo utilizado de maneira profilática ou terapêutica no tratamento 

da mucosite em pacientes com histórico de CEC, que irão receber ou que 

receberam tratamento com radioterapia e quimioterapia, porém ainda restam 

controvérsias em relação à dosimetria e segurança desta aplicação no que 
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comprimento de onda (nm) 660 780 780 

potência de saída (mW) 40 40 70 

densidade de energia (J/cm²) 4 4 4 

Viabilidade - atividade Mitocondrial(3 dias) ↓ ↓ ↓ 

Viabilidade - Cristal Violeta (3 dias)   ↓ 

Viabilidade -Vermelho neutro (3 dias) ↓ ↓ ↓ 

Indução de apoptose (3 dias) ↑ ↑ ↑ 

Invasividade (3 dias) ↑ ↓ ↓ 

Indução da Atividade da TRAP (21 dias) ↓ ↓ ↓ 

Expressão gênica de IL-11 (9 dias) ↓ ↓ ↓ 

Expressão gênica de PTHrP (9 dias)   ↓ 
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concerne à irradiação não intencional de células tumorais ou pré-tumorais que 

possam ter permanecido na área a ser irradiada após o tratamento do câncer 

(Pinheiro et al. 2002, Schartinger et al. 2012, Benasdoun & Nair 2012, Sperandio 

et al. 2013). 

De fato, a existência de uma relação direta entre efeito/dosimetria já está bem 

estabelecida no estudo da fototerapia (AlGhamdi et al. 2012, Chung et al. 2012) 

e esta questão também já vem sendo debatida no tratamento da mucosite. 

Benasdoun & Nair (2012), em revisão sistemática sobre o uso da fototerapia no 

tratamento da mucosite oral, propuseram que a padronização da dosimetria deve 

incluir os parâmetros de comprimento de onda (nm), potência (mW), e densidade 

de energia (J/cm²). Além disso, devem ser considerados o número e frequência 

de sessões, o local de aplicação, o tipo de aplicação (única área, escaneamento 

da região), a calibração dos aparelhos e a necessidade de treinamento prévio. 

Esta revisão concluiu que os melhores resultados no tratamento da mucosite 

foram obtidos nos estudos que utilizaram os comprimentos de onda de 633- 

685nm (vermelho) ou de 780-830nm (infravermelho próximo), com potências 

entre 10 e 150 mW; densidade de energia entre 2 a 6 J/cm², com duas a sete 

aplicações por semana, mas recomendaram aplicações com densidades de 

energia de até 4J/cm2 e potências de 10 a 100mW. 

Porém, como citado anteriormente, a indicação do LBI para o tratamento da 

mucosite oral também está envolvida em outra controvérsia, a possibilidade de 

que esta irradiação atinja não intencionalmente células tumorais ou pré-tumorais 

que possam ter restado na cavidade oral durante ou após o tratamento do tumor 

(Pinheiro et al. 2002, Schartinger et al. 2012, Sperandio et al. 2013, Sonis et al. 

2016). 

Esta questão encontra respaldo no fato de que LBI tem demonstrado ser 

capaz de aumentar a proliferação celular, bem como alterar o ciclo celular e a 

apoptose em diferentes linhagens celulares (Gao & Xing 2009, Huang et al. 2009, 

Huang et al. 2011, Schartinger et al. 2012, Sonis et al. 2016), porém deve ser 

considerado que os efeitos do LBI, assim como de qualquer outro agente 

terapêutico ou farmacológico, dependem da dosimetria e do tipo celular e 

tecidual avaliado (Chung et al. 2012, AlGhamdi et al. 2012, Sonis et al. 2016) 

Assim sendo, é fundamental continuar avaliando os efeitos do LBI em 

diferentes tipos de células tumorais e principalmente avaliar os efeitos da 
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irradiação com os parâmetros indicados para o tratamento da mucosite oral 

(Sonis et al. 2016) 

No que concerne às células derivadas de CEC de laringe e de boca, ainda 

existem poucos estudos, como descrito a seguir. 

Pinheiro et al. (2002) avaliaram o efeito do LBI em células de CEC de laringe 

(linhagem H.Ep.2 cells). As células foram irradiadas com laser 635 e 670nm com 

potência de 5mW e doses de 0,04; 0,06; 0,08; 1,2; 2; 4 e 4,8 J/cm² durante 7 

dias consecutivos e a atividade mitocondrial foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os 

resultados mostraram que o LBI no comprimento de onda de 670nm, irradiado 

com doses entre 0,04 e 4,8 J/cm² foi capaz de aumentar a proliferação das 

células H.Ep.2 após sete dias. Os parâmetros utilizados não estão dentro dos 

indicados por Bensadoun & Nair 2012, para tratamento da mucosite. 

Um aumento na viabilidade (pelo método MTT) de células da linhagem 

H.Ep.2 cells também foi verificado no estudo de Werneck et al. (2005), 12 e 24 

horas após a irradiação com laser de 685nm (31mW) e de 830nm (34,5mW), 

respectivamente, ambos com dose de 4 J/cm². Estes parâmetros já estariam 

dentro dos indicados para tratamento da mucosite (Bensadoun & Nair 2012). 

Já Gomes Henriques et al. (2014) utilizaram densidades de energia fora das 

indicadas por Bensadoun & Nair 2012, para avaliar o efeito do LBI (660nm) sobre 

linhagem de células derivadas de CEC de língua (linhagem SCC25) Foram 

utilizadas irradiações com 0,5 J/cm² e 1 J/cm² com 30mW. Os resultados 

demonstraram que o LBI foi capaz de aumentar a viabilidade (ensaio Azul de 

Trypan) e a capacidade de invasão (ensaio transwell) destas células, 

principalmente nas culturas irradiadas com 1J/cm². 

A proliferação de células da linhagem SCC25 (CEC de língua) também foi 

avaliada por Schartinger et al. (2012) através do ensaio de MTT. As células foram 

expostas ao LBI de 660nm, com 350mW e densidades de potência entre 0,39 a 

63,7 mW/cm² por 15 minutos (parâmetros não indicados por Bensadoun & Nair 

2012), durante 3 dias consecutivos e resultados mostraram que um dia após a 

última irradiação, as células tumorais irradiadas (em todos parâmetros 

dosimétricos) exibiram menor proliferação que as não irradiadas (controle). 

Já Sperandio et al. (2013) avaliaram o efeito do LBI sobre células de CEC 

das linhagens SCC9 (a mesma usada neste estudo atual) e SCC25, e de uma 

linhagem displásica de queratinócitos (DOK) sobre a viabilidade celular (ensaio 
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MTS). As células foram irradiadas com LBI de 660 e 780 nm com 40mW e doses 

de 2,05, 3,07 e 6,15 J/cm² e a viabilidade avaliada pelo ensaio MTS. As células 

da linhagem SCC9 apresentaram menor viabilidade quando irradiadas com os 

lasers de 660 e de 780 nm em todas as densidades de energia testadas após 

72h de cultivo. Este resultado se repetiu nos períodos de 24 e 48h nas células 

irradiadas com laser de 660 nm nas densidades de 3,07 e 6,15 J/cm², já as 

culturas irradiadas com laser de 780 nm e 2,05 J/cm² evidenciaram aumento de 

viabilidade em 12, 24 e 48h. As células SCC25 também demonstraram efeitos 

diversos em relação à dosimetria e tempo de avaliação, houve diminuição da 

viabilidade após 72h nas culturas irradiadas com laser de 660nm (6,15 J/cm²) e 

de 780 nm (3,07 e 6,15 J/cm²), mas foi observado aumento de viabilidade nas 

irradiadas com laser de 660 nm (2,05; 3,07 e 6,15 J/cm²) e nas irradiadas com 

laser de 780 nm (2,05 e 3,07 J/cm²) em 48h. Já a linhagem displásica DOK não 

demonstrou diferenças na viabilidade quando irradiada com o laser de 780nm 

após 24 e 48 horas. Já em 72 horas as células irradiadas com todas as doses 

demonstraram aumento na viabilidade celular quando comparadas às células 

não irradiadas (controle). Quando irradiadas com o laser no comprimento de 

onda de 660nm as células demonstraram maior viabilidade em todos os períodos 

experimentais. Neste estudo, Sperandio et al. (2013) utilizaram parâmetros 

recomendados para tratamento da mucosite e como citado anteriormente, 

relataram efeitos que variam de acordo com a dosimetria e tipo celular avaliado. 

No presente estudo, avaliou-se o efeito do LBI (em 3 parâmetros dosimétricos 

recomendados para o tratamento da mucosite por Benasdoun & Nair 2012) sobre 

a viabilidade, invasividade e potencial osteoclastogênico de células de 

carcinoma epidermóide de boca da linhagem SCC9. 

Como os testes de viabilidade in vitro podem apresentar diferenças de 

sensibilidade, este desfecho deve ser avaliado por mais de um tipo de teste 

(Fotakis &Timbrell 2006, van Tonder et al. 2015, Abrahamse 2015). 

Deste modo, foram realizados os ensaios de atividade mitocondrial (MTT), 

cristal violeta, vermelho neutro e atividade da Caspase-3. 

No ensaio MTT, as células SCC9 irradiadas (em todos os parâmetros 

testados) apresentaram menor atividade mitocondrial que as não irradiadas nos 

períodos de 1 e 3 dias. Como citado anteriormente, Sperandio et al. (2013) 

relataram diminuição da viabilidade, pelo ensaio MTS (teste similar ao MTT), nas 
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culturas de SCC9 irradiadas com laser de 660 nm com 3,07 e 6,15 J/cm² e 

aumento da viabilidade nas culturas irradiadas com laser de 780 nm e 2,05 J/cm² 

no período de 24h. Já para o período de 72h, os autores relataram resultado 

similar do presente estudo, ou seja, diminuição da atividade mitocondrial nas 

culturas irradiadas embora tenham usado parâmetros dosimétricos diferentes 

(660 e 780 nm com 2,05; 3,07 e 6,15 J/cm²). 

No presente estudo, no ensaio cristal violeta, não houve diferença significante 

entre as culturas irradiadas e as do grupo controle no período de 1 dia. Já no 

terceiro dia, apenas as células irradiadas com o laser de 780nm com 70mW 

apresentaram diminuição na viabilidade em relação às não irradiadas. Já no 

ensaio de captação do corante vermelho neutro, apenas as células que 

receberam irradiação do LBI de 660 nm com 40mW, apresentaram diminuição 

da viabilidade celular quando comparadas ao controle no primeiro dia após a 

irradiação. Já após 3 dias de cultivo, todos os parâmetros avaliados foram 

capazes de diminuir a viabilidade das SCC9. 

As diferenças entre os resultados dos 3 ensaios de viabilidade provavelmente 

estão relacionadas às diferenças intrínsecas dos testes (Fotakis &Timbrell 2006, 

Tonder et al. 2015). No ensaio MTT há a conversão de um sal em um cristal por 

meio de um processo metabólico (que ocorre principalmente nas mitocôndrias, 

mas não exclusivamente). A taxa de conversão do sal pode ser modificada de 

acordo com o estado metabólico das culturas, o número de mitocôndrias 

presente nas células e à absorção da luz laser nestas organelas. Mesmo 

mitocôndrias não totalmente funcionais podem reter a capacidade de 

metabolizar este sal. Já o ensaio de captação do vermelho neutro indica a 

presença de um mecanismo ativo de captação de corante por lisossomos viáveis 

e o cristal violeta a existência de células aderidas que tiveram seu núcleo corado 

(Kueng et al 1989, Souza et al. 2014, van Tonder et al 2015). Aglutinando os 

resultados dos testes de viabilidade, pode-se concluir que as células irradiadas 

com o laser de 780 nm em 70 mW foram as únicas a apresentar menor 

viabilidade que as não irradiadas, porém é importante também considerar que 

as células irradiadas (em todos parâmetros) não mostraram aumento de 

viabilidade em nenhum dos testes nos 2 períodos avaliados. 

No ensaio de avaliação da atividade da Caspase-3, após 3 dias de cultivo, 

apenas as células irradiadas com laser 660nm com 40mW e de 780nm com 
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70mW apresentaram aumento da atividade Caspase-3, o que sugere que estas 

células estavam em processo de apoptose (Grivicich et al. 2007), corroborando 

os dados dos testes anteriores. 

Sperandio et al. (2013) avaliaram o efeito do LBI com parâmetros 

diferentes dos usados no estudo atual, sobre a apoptose de células da linhagem 

SCC9, através do ensaio de TUNEL, porém não foram encontradas diferenças 

entre as células irradiadas (660 nm com 2,05 J/cm2 e 780 nm  com 6,15 J/cm2) 

e o grupo controle após 3 dias. Esta diferença nos resultados pode estar 

relacionada aos parâmetros dosimétricos, como já discutido anteriormente ou ao 

tipo de teste aplicado, já que o ensaio de TUNEL avalia a integridade do DNA 

(Hughes 2003) enquanto que o ensaio da Caspase avalia a atividade de uma 

das enzimas (caspase 3) responsáveis por clivar substratos que levarão à 

ativação de genes pró apoptóticos (Grivicich et al. 2007). 

O efeito do LBI sobre a invasividade das SCC9 foi avaliado pelo fato do 

CEC ser um tumor que pode envolver os ossos mandibular e maxilar subjacentes 

(Iguchi et al. 1996, Deyama et al. 2008, Tang et al. 2008, Chuang et al. 2009, 

Tada et al. 2009, Van Cann et al. 2009, Jimi et al. 2011), sendo estes fatores 

determinantes de prognóstico (Honig et al., 2006, How et al. 2014) 

Os resultados demonstraram que as células irradiadas com o laser de 

780nm, nos dois parâmetros estudados, precisaram de mais tempo que as 

células não irradiadas para fechar a ferida, o que sugere que a irradiação laser 

no comprimento de onda de 780nm em ambos os parâmetros (40mW e 70mW) 

mas principalmente com 70 mW, foi capaz de reduzir a invasividade destas 

células. 

Como as células tumorais atuam decisivamente no processo de reabsorção 

óssea promovida pelo CEC (Tang et al. 2008, Chuang et al. 2009, Tada et al. 

2009, Jimi et al. 2011), neste estudo primeiramente foi avaliada a atividade 

osteoclastogênica das células SCC9 e posteriormente os efeitos do LBI sobre 

esta atividade. 

Primeiramente, foi avaliada a atividade da TRAP em culturas de PBMC 

tratadas com meios condicionados de culturas de células SCC9 e em situação 

de co-cultivo com estas células. Foi observado que PBMC, cultivados com 

células SCC9 ou com o meio condicionado de culturas destas células, 

apresentam maior atividade da TRAP que PBMC cultivados isoladamente e que 
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PBMC classicamente ativados para diferenciação em osteoclastos (tratamento 

com RANKL+M-CSF). Esta modulação foi mais evidente na situação de co- 

cultivo, onde as células SCC9 foram plaqueadas na concentração de 104 

células/poço. 

Estudos anteriores já vinham indicando aumento na marcação de TRAP em 

monócitos cultivados com meios condicionados oriundos de células de 

carcinomas, mas este é o primeiro relato com a linhagem SCC9, com dados de 

atividade enzimática da TRAP em modelo de co-cultivo. 

Tang et al. (2008) relataram aumento na marcação de TRAP em PBMC 

cultivados com meios condicionados obtidos de culturas de células de CEC oral 

(linhagem SCC4) na concentração de 50%. 

Tada et al. 2009 evidenciaram aumento na marcação de TRAP em 

osteoclastos cultivados com células derivadas de CEC oral humano (linhagem 

BHY) e com meio condicionado obtido de culturas de BHY cells nas 

concentrações 20, 50 e 100%. A ação dos meios condicionados foi concentração 

dependente, sendo que o meio condicionado usado na concentração de 20% 

não evidenciou um aumento estatisticamente significante na marcação da TRAP. 

Oue et al 2012 também avaliaram a marcação de TRAP em células de 

medula óssea da tíbia de camundongos (BMCs) cultivadas com osteoblastos 

(UASM-32) e meio condicionado oriundo das linhagens HSC3, HSC3-C13, 

HSC3-C17 (derivadas de CEC). Mesmo havendo diferenças em relação à 

capacidade de induzir diferenciação osteoclástica entre os meios condicionados 

obtidos das diferentes linhagens celulares, o número de células positivas para 

TRAP sempre foi maior nas culturas suplementadas com os meios 

condicionados do que nas culturas controle. 

A capacidade de indução osteoclastogênica das células SCC9 também foi 

observada pela imunomarcação de anéis de actina, de receptores de calcitonina 

e de vitronectina, que são características de osteoclastos, nas PBMC mantidas 

com as células SCC9, assim como observado nas PBMC tratadas com 

RANKL+M-CSF. 

Para avaliar os efeitos do LBI sobre a indução da atividade osteoclastogênica 

pelas células SCC9, foram avaliadas a indução da atividade da TRAP em 

culturas de PBMC e células SCC9 irradiadas (bem como as vias de sinalização 
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envolvidas nesta indução) e também a expressão de IL-11 e de PTHrP em 

células SCC9. 

No que diz respeito à atividade da TRAP, no período experimental de maior 

atividade desta enzima (21 dias), as co-culturas que continham células SCC9 

irradiadas com laser (em todos os parâmetros estudados) exibiram menor 

atividade que as co-culturas de PBMC com células SCC9 não irradiadas. O 

mesmo ocorreu no período de 14 dias, com exceção das co-culturas que 

continham células SCC9 irradiadas com o laser de 660nm com 40mW onde 

houve aumento da atividade TRAP. No período de 7 dias não houve diferença 

entre co-culturas que continham células irradiadas e não irradiadas. A maior 

redução na atividade da TRAP foi observada nas co-culturas que continham 

células SCC9 que tinham sido irradiadas com laser de 780nm com 70 mW. 

Para melhor avaliar os mecanismos envolvidos na indução da atividade 

osteoclastogênica das co-culturas, as células SCC9 e PBMC foram cultivadas 

na presença de inibidores das vias de sinalização intracelulares envolvidas no 

processo da osteoclastogênese: as vias da MEK, NFkB, p38 e JNK (Zhao et al. 

2007). 

Neste sentido, foi possível verificar primeiramente que nas co-culturas de 

SCC9 não irradiadas e PBMC, as vias de sinalização da MEK e p38 parecem 

não estar envolvidas de maneira significativa. Já as vias NFkB e da JNK parecem 

exercer um efeito importante. A irradiação causou mudanças importantes nessas 

vias. Quando as PBMC foram cultivadas com SCC9 irradiadas foi observado 

uma inibição na atividade da TRAP nas co-culturas cultivadas na presença dos 

inibidores MEK e p38, já nas vias NFkB e JNK houve uma potencialização do 

efeito inibitório observado nas co-culturas com SCC9 não irradiadas 

(principalmente nas co-culturas que continham SCC9 irradiadas com laser de 

780 nm com 70 mW), indicando que a irradiação das células SCC9 foi capaz de 

modificar as vias intracelulares que modulam a sua ação osteoclastogenica nos 

osteoclastos. 

Como o processo da osteoclastogênese é muito complexo e sabe-se que as 

células tumorais são capazes de produzir várias substâncias ligadas ao processo 

de reabsorção óssea, entre elas a IL-11 e a PTHrP (proteína ligada ao 

paratormônio) (Carter et al 1983, Guise and Mundy 1998, Shibahara et al. 2005, 
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Kayamori et al. 2010, Jimi et al. 2011), é importante considerar as diferentes 

etapas envolvidas. 

A IL-11 está envolvida no processo de reabsorção óssea, principalmente 

pela sua capacidade de induzir a expressão de RANKL, enquanto que a PTHrP 

estimula a atividade osteoclastogênica por meio da indução da produção de IL- 

6, TNF e RANKL e está expressa em quase 100% dos casos de CEC (O’Brien 

et al. 1999, Shibahara et al. 2005, Matsuo & Irie 2008, Kayamori et al. 2010, 

Shibahara et al. 2005, Nagamine et al. 2006, Nomura et al. 2007, Kayamori et al. 

2010, Lv et al. 2014, Takamatsu et al. 2014). A expressão de IL-11 e PTHrP em 

níveis elevados são indicativos de CEC invasivos (Shibahara et al. 2005). 

Nagamine et al (2006) e Kayamori et al. (2010) demonstraram que muitas 

linhagens derivadas de CEC humano (HSC2, HSC3, HSC4,BHY, Ca9-22[Ca9], 

HSC3, e HO1-u-1[HO1]) superexpressam PTHrP. Já  Lv et al. (2014) 

demonstraram que as linhagens SCC4, SCC9 (usada neste estudo) e SCC25 

todas  derivadas  de  CEC  de  língua, também produzem níveis elevados de 

PTHrP. Neste estudo, foi verificado que as células SCC9 expressam os genes 

IL-11 e PTHrP, assim como já reportado anteriormente e este pode ser um dos 

mecanismos de diferenciação induzidos pelas SCC9 sobre as culturas de PMBC. 

No que se refere aos efeitos do LBI, nas SCC9 irradiadas com potência de 40 

mW (660 e 780nm) houve um aumento da expressão de IL-11 e PTHrP no 

período de 2 dias. Já no período de 9 dias, a expressão de IL-11 foi menor nas 

células irradiadas (em todos parâmetros) e a expressão de PTHrP foi menor nas 

células irradiadas com laser de 780 nm com 70 mW. Estes dados corroboram a 

diminuição da atividade da TRAP observada nos períodos de cultivo mais longos. 

Aglutinando sinteticamente os dados que exibiram diferenças significantes em 

uma tabela (tabela 3), pode-se estabelecer que a irradiação com LBI na 

fluência de 4J/cm², em ambos os comprimentos de onda (660 e 780nm) e 

potências (40 e 70mW) diminuiu a viabilidade e induziu a apoptose das células 

da linhagem SCC9. As células irradiadas com LBI de 780nm (em 40 e 70mW) 

demonstraram menor capacidade de invasão que as do grupo controle não 

irradiado. Todos os parâmetros dosimétricos avaliados diminuíram a capacidade 

das SCC9 em induzir a atividade da TRAP e em expressar IL-11. Já a expressão 

de PTHrP foi menor apenas quando as células foram irradiadas com laser de 

780nm na potência de 70mW. Deste modo, a irradiação com laser de 780nm 
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(70mW, 4J/cm2) pareceu ter maior capacidade de diminuir a viabilidade, o 

potencial osteoclastogênico e a invasividade de células da linhagem SCC9. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6. Conclusão 

 
Utilizando parâmetros indicados para o tratamento da mucosite oral, 

observamos que a irradiação laser pode gerar diferentes respostas na linhagem 

de células SCC9. Deste modo, considerando as limitações deste estudo (modelo 

in vitro, uso de uma única linhagem), pode-se concluir que a utilização do LBI 

para o tratamento da mucosite oral ainda requer avanços no que concerne ao 

estabelecimento de uma dosimetria eficaz e segura e que seu papel pode vir a 

ser mais complexo do que o proposto originalmente na terapêutica das lesões 

de mucosite decorrentes do tratamento do CEC oral. 
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