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RESUMO 

A destruição tecidual associada aos quadros de infecção óssea está 

relacionada aos constituintes dos microorganismos infectantes, aos seus 

produtos secretórios e à ativação de células do próprio tecido e do sistema 

imunológico. O lipopolissacarídeo (LPS), componente da parede de bactérias 

gram-negativas, foi o primeiro componente bacteriano cuja potente capacidade 

de induzir reabsorção óssea foi demonstrada. Por outro lado, o laser em baixa 

intensidade (LBI) tem sido utilizado em tecidos ósseos com o intuito de acelerar 

o processo de reparo. Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos 

do LBI sobre a proliferação, a adesão e a diferenciação de osteoblastos 

cultivados em situação de simulação de infecção. Para tanto, osteoblastos da 

linhagem OSTEO-1 (derivados de calvária de ratos), cultivados na presença 

LPS (E.coli), foram irradiados com LBI (Ga-Al-As, 780 nm, 10 mW, 12s, 0,12 J, 

3 J/cm2). Culturas irradiadas e não irradiadas (controle) foram submetidas a 

ensaios de proliferação em períodos de 1, 3 e 5 dias (MTT) e adesão após 20, 

40 e 60 minutos (MTT). Além disso, a expressão gênica do fator de transcrição 

run-related (Runx2) foi avaliada após 24 h da irradiação utilizando a reação em 

cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Os resultados não mostraram 

diferenças estatisticamente significantes em relação à proliferação celular e a 

expressão de Runx2. Quanto à adesão celular o LPS diminuiu a adesão nos 

grupos cultivados na presença das concentrações de 1 e 10 μg/mL após 20 

min. e na concentração de 10 μg/mL após 40 e 60 min. Em todos os períodos 

avaliados o LBI não se mostrou capaz de alterar esta tendência. 

Palavras-chave: Terapia a Laser de Baixa Intensidade; Osteoblastos, 

Bactérias Gram-negativas. 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

The tissue destruction associated with bone infection is related to the 

constituents of infectious microorganisms, their products and the activation of 

secretory cells of the tissue itself and the immune system. The 

lipopolysaccharide (LPS), wall component of gram-negative bacteria, was the 

first whose potent ability to induce bone resorption was demonstrated. On the 

other hand, the low level laser therapy (LLLT) has been used in bone tissue in 

order to accelerate the repair process. Thus, the objective of this study was to 

evaluate the effects of LLLT on cell parameters important in the process of bone 

repair front of infection. To this end, the osteoblast lineage OSTEO-1 (derived 

from rat calvaria), grown in the presence of LPS (E. coli) were irradiated with 

LLLT (Ga-Al-As, 780 nm, 10 mW, 12s, 0.12 J , 3 J/cm2). Cultures irradiated and 

not irradiated (control) were subjected to proliferation assays at 1, 3 and 5 days 

(MTT) and adhesion after 20, 40 and 60 minutes (MTT). In addition, the gene 

expression of the transcription factor run-related (Runx2) was assessed after 24 

h using the polymerase chain reaction (PCR) in real time. The results showed 

no statistically significant differences in relation to cell proliferation and the 

expression of Runx2. As for cell adhesion LPS decreased the adhesion in the 

groups cultured in the presence of concentrations of 1 and 10 μg/mL after 20 

min. and the concentration of 10 μg/mL after 40 and 60 min.. In all periods 

evaluated LLLT was not able to change this trend. 

Key-words: Laser Therapy, Low-Level; Osteoblasts; Gram-Negative Bacteria. 
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1 

Contextualização 

O tecido ósseo é um tecido conjuntivo especializado que, em conjunto 

com o cartilaginoso, forma o sistema esquelético. Seus tipos celulares 

específicos são os osteoblastos, os osteócitos e os osteoclastos (HEYMANN & 

ROUSSELLE, 2000). 

Os osteoblastos derivam de células mesenquimais multipotentes e têm 

como função primordial a formação de osso. Neste processo formativo acabam 

por ficar aprisionadas em seu próprio produto secretório (matriz mineralizada) 

sendo progressivamente diferenciadas em osteócitos. (HEYMANN & 

ROUSSELLE, 2000; DUCY et al., 2000). Já os osteoclastos são células 

hematopoiéticas da linhagem dos monócitos / macrófagos e são essenciais no 

processo de remodelamento por serem responsáveis pela reabsorção óssea 

(KARSENTY & WAGNER, 2002; HARADA & RODAN, 2003; BOYLE et al., 

2003). 

A homeostase óssea é mantida pelas cargas mecânicas e por vários 

fatores solúveis que incluem o paratormônio (PTH), vitamina D, os hormônios 

sexuais e fatores locais como a interleucina-6 (IL-6), dentre outros 

(MANOLAGAS, 1995; HARADA & RODAN, 2003). 

Existe um processo contínuo de remoção e substituição da matriz óssea 

que requer o recrutamento, a diferenciação e a ativação dos osteoblastos e 

osteoclastos (NAIR et al., 1996).  O fator 2 de transcrição runt-related (Runx2) 

é considerado essencial para a diferenciação de osteoblastos, tanto de 

progenitores mesenquimais para pré-osteoblastos, quanto destes para 

osteoblastos (HARADA & RODAN, 2003). 

1.1. A infecção óssea e o lipopolissacarídeo (LPS)  

Os quadros de infecção óssea são em geral dominados por uma flora 

bacteriana mista, composta em sua maioria por bactérias Gram-negativas 

(DELLER-QUINN et al., 2009; JUNG et al., 2009). 
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Dentre os componentes bacterianos, o lipopolissacarídeo (LPS) da 

parede de bactérias Gram-negativas tem sido descrito como capaz de alterar o 

metabolismo ósseo, diminuindo a sua formação e aumentando a sua 

reabsorção (HAUSMAMM et al. 1970; NAIR et al., 1996; KATONO et al., 2009), 

porém seu mecanismo de ação  ainda não está totalmente estabelecido. 

Por um lado, já foi demonstrado que o LPS, advindo de diferentes 

espécies Gram-negativas, estimula osteoblastos a secretarem fatores 

osteolíticos como: IL-1 (HANAZAWA et al., 1987; KEETING et al., 1991), IL-6 

(ISHIMI et al., 1990; LITTLEWOOD et al., 1991), GM-CSF (fator estimulante de 

colonização macrófago-granulocitário) (HOROWITZ et al., 1989) e óxido nítrico 

(NO) (DAMOULIS & HAUSCHKA, 1994). 

 Por outro lado, o cultivo de diferentes linhagens de osteoblastos com 
LPS (E. coli, 026:B6 Sigma) parece não alterar a proliferação celular, 

independente da concentração e dos períodos avaliados (SHOJI et al., 2006; 

DELLER-QUINN et al., 2009; JUNG et al., 2009; KATONO et al., 2009). 

A adesão celular de osteoblastos cultivados na presença de LPS de E. 

coli na concentração de 10 μg/ml também parece não sofrer alteração após 24 

horas de cultivo (DELLER-QUINN et al., 2009). 

 Já o efeito do LPS sobre a diferenciação de osteoblastos (mensurada 

pela atividade da enzima fosfatase alcalina - FA) parece ser dependente da 

espécie bacteriana, já que o LPS oriundo de E. coli (026:B6 Sigma) não causa 

alteração na atividade desta enzima, independentemente  da dose (0,1; 1 e 10 

μg/ml ) e período avaliado (SHOJI et al., 2006; KATONO et al., 2009) e os LPS 

extraídos de bactérias da flora bucal (como P. gingivalis e P.Intermedia) foram 

capazes de diminuir a expressão e a atividade desta enzima, da osteocalcina e 

também do Runx2 (LOOMER et al., 1995; KADONO et al., 1999; PELT et al, 

2002; BANDOW et al., 2010; XING et al., 2010) (anexo 1).  

1.2. Papel do LBI sobre o tecido ósseo 

Os efeitos do LBI no tecido ósseo são bastante controversos, as 

pesquisas mostram resultados diferentes e conflitantes, e é possível que o 

efeito do LBI na regeneração óssea dependa não só da dose total da 
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irradiação, mas também do tempo e modo da irradiação (MARTINEZ et al., 

2008).  

De fato, a comparação dos resultados dos estudos envolvendo o LBI é 

bastante difícil, devido à grande variedade de métodos e parâmetros 

dosimétricos utilizados (NICOLAU et al., 2003).   

Uma das hipóteses para explicar o efeito do LBI sobre o tecido ósseo 

seria que a energia laser excita os citocromos, resultando em aumento da 

atividade celular, maior concentração de ATP, fosfatase alcalina e liberação de 

cálcio, podendo afetar positivamente este processo (TAKEDA, 1988; CARILLO 

et al., 1990; FERNANDO et al., 1993; FREITAS et al., 2000). 

Porém, mantêm-se incerto se os efeitos bioestimulantes do LBI sobre o 

tecido ósseo se devem a um efeito generalizado ou a estimulação dos 

osteoblastos isoladamente (PINHEIRO & GERBI, 2006; MARTINEZ et al., 

2008). 

1.2. Papel do LBI sobre os osteoblastos 

Os osteoblastos em cultura são largamente utilizados para estudo do 

processo de reparação e formação óssea, pois eles expressam proteínas 

próprias do osso, além de manterem a capacidade de formação de nódulos 

ósseos mineralizados (HARRIS et al., 1995). 

Os estudos conduzidos com LBI em culturas de osteoblastos utilizando 

diferentes parâmetros dosimétricos mostraram efeito positivo (OZAWA et al., 

1998; KHADRA et al., 2005; STEIN et al., 2005; ARISU et al., 2006; FUJIHARA 

et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008; XU et al., 2009; CHELLINI et al., 2010), 

inibitório (RENNO et al., 2007; SARACINO et al., 2009) ou ausência de efeito 

(STEIN et al., 2008; PETRI et al., 2010) em relação à estimulação da 

proliferação celular (anexo 2). 

A adesão celular após irradiação laser, foi avaliada por Fujihara et al. 

(2006) que cultivaram a linhagem OSTEO-1 após irradiação laser (Ga-Al-As, 

780 nm, 10 mw, 3 J/cm2, 12 s) e não obtiveram aumento nesta propriedade 

celular após 20, 40 e 60 minutos da aplicação. 
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Já com relação à expressão dos fatores de diferenciação de 

osteoblastos, especificamente o Runx2, existem poucos relatos.  

Chellini et al. (2010) irradiaram culturas de osteoblastos da linhagem 

SAOS-2 (Nd:YAG, 1,064 nm, pulsado, 10 s e 1,5 J/cm2) obtendo aumento na 

expressão de Runx2 após 7 dias. Já outro estudo publicado neste mesmo ano, 

por Kiyosaki et al. com cultura de osteoblastos da linhagem MC3T3-E1 utilizou 

o LBI (Ga-Al-As, 830 nm pulsado) em três tempos de aplicação diferentes (5, 

10 e 20 minutos) resultando em densidades energéticas diferentes (0,96; 1,91; 

3,82 J/cm2) e obtiveram aumento na expressão de Runx2, após  48h de cultivo  

apenas no tempo de irradiação de 10 minutos. 

Já Petri et al. (2010), cultivando osteoblastos primários humanos sobre 

discos de titânio irradiados com o laser diodo Ga-Al-As (780 nm, contínuo, 9 

min. e 3 J/cm2), obtiveram diminuição da expressão de Runx2 após 14 dias de 

cultivo.  

O efeito do LBI sobre o tecido ósseo em situação infecciosa ainda não 

foi descrito, nem mesmo foi possível encontrar na literatura pertinente, artigos 

que descrevessem o efeito do LBI sobre osteoblastos tratados com LPS. Assim 

permanece incerto se este recurso terapêutico pode exercer um papel 

importante no reparo de infecções ósseas. 
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2 

Objetivo 

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da irradiação laser em 

baixa intensidade na proliferação, adesão celular e na expressão gênica do 

fator de transcrição runt-related (Runx2) em osteoblastos (linhagem OSTEO-1) 

cultivados na presença de LPS (E.coli). 
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3  

Método 

3.1 Cultivo Celular 

 As células OSTEO I (DEBONI, 1995), gentilmente doadas pela 

professora Márcia Martins Marques, da Faculdade de Odontologia da 

Universidade de São Paulo (USP), foram cultivadas no meio de cultura Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM, Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), contendo 

10% de soro fetal bovino (Vitrocell, Campinas,Brasil) e 1% de solução 

antibiótica-antimicótica (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil). 

Os osteoblastos forma mantidos em estufa a 37ºC, numa atmosfera 

úmida contendo 5% de CO2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A 

monitorização do crescimento celular foi realizada a cada 24 horas, utilizando-

se microscópio invertido de fase. O subcultivo foi feito quando a monocamada 

celular tornava-se subconfluente para a perpetuação da linhagem celular. Para 

o repique, o sobrenadante foi removido, as células lavadas com PBS e tratadas 

com solução de tripsina 0,25% durante 1 minuto a 37°C. Após incubação foi 

realizada a neutralização com meio DMEM, centrifugação a 1.200 rpm a 20°C 

por 5 minutos e posteriormente ressuspensão em 1 ml de meio DMEM. A 

viabilidade das células foi avaliada por coloração com corante vital azul de 

Trypan (0,4%) e foram utilizadas nos ensaios as culturas com viabilidade maior 

que 95%. 

3.2 Tratamento com LPS bacteriano (simulação de infecção) 

 O LPS de Escherichia coli O26:B6 (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foi 

adicionado ao meio de cultura dos grupos experimentais, a fim de obter-se as 

concentrações finais de 0,1, 1 e 10 µg/ml (SHOJI et al., 2006). Os grupos 

controle não receberam o tratamento com o LPS. Os períodos de tratamento e 

as concentrações (1, 1 ou 10 µg/ml) utilizadas variaram conforme a análise 

realizada e estão descritos posteriormente. 

3.3 Irradiação Laser (LBI) 
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 A irradiação laser foi realizada com o aparelho Ga-Al-As Twin-laser (MM 

Optics, São Carlos, SP, Brasil), que tem área do cabeçote de 0,04 cm2, no 

comprimento de onda de 780 nm. A aplicação foi única, tendo os seguintes 

parâmetros: densidade de energia de 3 J/cm2, potência de 10 mW, tempo de 

aplicação de 12 segundos, energia total de 0,12 J (FUJIHARA, 2002).  

A potência de saída dos lasers foi checada por meio de um medidor de 

potência LaserCheck (Coherent, Santa Clara, CA, EUA). 

A irradiação deu-se num tubo de centrifugação contendo o precipitado 

celular, sendo aplicada de baixo para cima, para que a irradiação atingisse 

diretamente o precipitado celular com o mínimo de interferência do meio de 

cultivo, em um único ponto do lado de fora do tubo. O ambiente foi mantido 

com obscuridade parcial para não haver interferência da luz externa 

(ALMEIDA-LOPES et al., 2001; FUJIHARA, 2002).  

3.4 Ensaios de proliferação celular (método MTT)  

 A metodologia MTT se baseia na habilidade da enzima mitocondrial 

desidrogenase, encontrada somente em células viáveis, em clivar os anéis de 

tetrazólio do sal MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide), formando cristais azuis escuros de formazana, os quais são 

impermeáveis às membranas celulares, ficando então retidos no interior das 

células viáveis. A posterior lise celular, utilizando um solvente como o 

isopropanol, faz com que estes sais de formazana sejam liberados. O número 

de células viáveis é diretamente proporcional ao nível de cristais de azul de 

formazana formados. A coloração resultante no meio de cultura é então 

mensurada por meio de um leitor de absorbância. 

Deste modo, após o tratamento com LPS (nas concentrações de 0,1; 1 e 

10 µg/ml) e a irradiação laser, os osteoblastos (5x103) foram incubados em 

placas de cultura de fundo chato de 96 poços (TPP, St. Louis, MO, EUA) e 

mantidos em estufa em atmosfera úmida a 37°C e 5% CO2 por períodos de 1, 3 

e 5 dias. 

 Os experimentos de proliferação foram conduzidos em duas condições 

nutricionais (meio suplementado com 5% ou 10% de soro fetal bovino) para 
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avaliar se as células se mantinham viáveis no modelo de simulação de 

inflamação (5% SFB e presença de LPS) (FUJIHARA et al., 2002; FERREIRA, 

et al., 2009). 

 Após os diferentes períodos de cultivo, foi realizada a retirada do meio 

de cultura por inversão da placa e lavagem com 100 µl de PBS 1x. Então foi 

adicionado 50 µl de MTT (0,5 mg/ml em tampão) (Thiazolyl blue – Sigma, St. 

Louis, MO, EUA) e realizada uma incubação de 3 h a 37ºC. 

 Após a incubação, 100 μl de isopropanol foi adicionado em cada poço e 

a absorbância foi medida a 620 nm usando um leitor de microplacas 

(Anthos2020, Anthos Labtec Instruments, Wals, Austria). Os dados de 

densidade óptica (DO) medidos como absorbância (correspondente à 

proliferação celular) foram obtidos em quadruplicata e estão representados 

como médias ± valores de desvio padrão (DV). 

Os experimentos foram repetidos três vezes, de forma independente, e 

os dados de densidade óptica (DO) medidos como absorbância 

(correspondente à proliferação celular) foram obtidos em quadruplicata e estão 

representados como médias ± valores de desvio padrão (DV). 

3.5 Ensaio de adesão celular 

 A quantificação da adesão celular também foi realizada pela técnica 

MTT (DA SILVA, 2010). Após o tratamento com LPS (nas concentrações de 

0,1; 1 e 10 µg/ml) e a aplicação do LBI as células dos diferentes grupos 

experimentais (cultivadas em DMEM suplementado com apenas 5% de soro 

fetal bovino), foram incubadas (3x104/poço) em placas de cultura de fundo 

chato de 96 poços (TPP) e mantidas em estufa, em atmosfera úmida a 37°C e 

5% CO2 por períodos de por 20, 40 ou 60 minutos. 

Após os diferentes períodos de incubação, as placas foram lavadas três 

vezes com PBS (0,1 ml) para remoção das células não aderentes.  

 Os experimentos foram repetidos três vezes, de forma independente, e 

os dados de densidade óptica (DO) medidos como absorbância 
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(correspondente à adesão celular) foram obtidos em quadruplicata e estão 

representados como médias ± valores de desvio padrão (DV). 

3.6 Expressão gênica 

Para a avaliação da expressão gênica, 1,5x106 osteoblastos por grupo 

experimental foram cultivados em placas de Petri de 4 cm de diâmetro, estéreis 

(TPP, St. Louis, MO, EUA), com meio de cultura DMEM (5% SFB), a 37°C e 

5% de CO2 por 24 h . As células dos grupos experimentais foram cultivadas 

com DMEM suplementado com 5% de SFB e tratadas com LPS (somente na 

concentração de 0,1 μg/ml). Posteriormente, as células foram irradiadas e 

incubadas por mais 24 horas em estufa à temperatura de 37 ºC, atmosfera 

úmida contendo 5% de CO2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e 

então se iniciou o processo de extração do RNA total. As células do grupo 

controle não foram irradiadas e não foram tratadas com LPS. 

Desta forma, foram analisadas as seguintes condições: (a) osteoblastos 

controle (sem tratamento); (b) osteoblastos tratados LPS; (c) osteoblastos 

irradiados e (d) osteoblastos tratados LPS e irradiados.  

3.6.1Extração de RNA total 

Para extração do RNA total, as células foram homogeneizadas em 1 ml 

do reagente TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Na sequência, as 

amostras foram centrifugadas a 10200 rpm por 5 min. e os sobrenadantes 

transferidos para novos microtubos. Foram então adicionados a cada tubo, 200 

µl de clorofórmio para separação das diferentes frações (DNA, RNA e proteína) 

e a fase aquosa superior contendo o RNA total foi transferida para um novo 

microtubo. Por fim, foram adicionados 500 µl de isopropanol para precipitação 

do RNA total.  

A ressuspensão do precipitado foi realizada utilizando água livre de 

RNAse e as amostras armazenadas em freezer a -80 °C. 

Para verificação da qualidade do procedimento de extração, as amostras 

de RNA total foram analisadas por meio de eletroforese em gel de agarose-

formaldeído 1% (figura 1). O RNA total foi quantificado por espectrometria em 
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260 nm e todas as amostras tratadas com DNAse (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA) para evitar contaminação com DNA genômico. 

 

Figura 1. Análise de RNA total. Gel de agarose-formaldeído 1%. 

Todas as soluções utilizadas para os procedimentos descritos foram 

preparadas com água livre de RNAse tratada com 0,01% de dietil 

pirocarboneto (DEPC, Sigma, St. Louis, MO, EUA) e os materiais plásticos e 

vidraria receberam tratamento contra RNAse. 

3.6.2. Síntese de cDNA e PCR (reação em cadeia da polimerase) 
quantitativo 

O RNA total foi submetido à reação com a enzima transcriptase reversa 

M-MLV (Invitrogen) para a obtenção do cDNA e este utilizado para a reação de 

PCR em tempo real por meio do “SYBR Green Kit” (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, EUA). Para este procedimento as amostras foram feitas em duplicata, 

sendo utilizados 10ng de cDNA para cada. O “software” usado foi o “Rotor 

Gene - 6” em um equipamento “Rotor-Gene RG 3000” (Corbett Research, 

Valencia, CA, EUA).   

Os oligonucletotídeos iniciadores (“primers”) específicos para Runx2 

foram usados para a realização deste procedimento. Além disso, utilizamos 

“primers” para o gene constitutivo RPS18 de forma a permitir a normalização 

dos dados (PÍPI, 2010).  
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RUNX2 

FOWARD: ATGGCCGGGAATGATGAGAA 

REVERSE: TCTGTCTGTGCCTTCTTGGT   151 bp 

RPS18 

FOWARD: CTCGTGATCCCCGAGAAGTTTC 

REVERSE: TGTCTGCTTTCCTCAACACC   142bp 

O programa utilizado consistiu de um período de 10 minutos a 95°C, 

seguidos de 40 ciclos de amplificação a 95°C, 30 s (desnaturação); 60°C 

(RPS18) e 56°C (Runx2), 30 s (anelamento); 72°C, 30 s (extensão).  

3.7 Análise dos dados 

As comparações entre os grupos foram feitas utilizando análise de 

variância (ANOVA). O teste de Tukey foi utilizado para determinar diferenças 

significativas entre os grupos. Valores de p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. Os dados foram analisados por meio do 

programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 
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4 

Resultados  

4.1 Artigo Publicado 

TEIXEIRA, V.P.; FERRARI, R.A.M.; BUSSADORI, S.K.; MASCARO, M.B.; 

FERNANDES, K.P.S. Efeito do lipopolissacarídeo de Escherichia coli sobre a 

proliferação de osteoblastos. Conscientiae Saúde. v.10, n. 2, p.210-14, 2011. 

(apêndice 1). 

Os resultados deste artigo demonstraram que, independentemente da 

concentração de LPS de E.coli (026:B6 Sigma) utilizada (0,1; 1 ou 10 µg/ml) no 

tratamento das culturas de osteoblastos da linhagem OSTEO-1, não houve 

diferença estatisticamente significante na proliferação celular após 24 e 48h 

entre os grupos (figuras 2 e 3). As células foram cultivadas em meio DMEM 

suplementado com 10% SFB, ou seja, situação de nutrição padrão. 

 

Figura 2. Proliferação celular mensurada pelo método MTT como densidade óptica 
(DO), das culturas de células OSTEO-1 do grupo controle e dos grupos experimentais 
cultivadas em DMEM (suplementado com 10% de SFB) e tratadas com diferentes 
concentrações de LPS, após 24 de cultivo. Não houve diferença estatisticamente 
significante entre os grupos (p≥0,05). 
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Figura 3. Proliferação celular mensurada pelo método MTT como densidade óptica 
(DO), das culturas de células OSTEO-1 do grupo controle e dos grupos experimentais 
cultivadas em DMEM (suplementado com 10% de SFB) e tratadas com diferentes 
concentrações de LPS, após 48 de cultivo. Não houve diferença estatisticamente 
significante entre os grupos (p≥0,05). 

 

Shoji e colaboradores, em 2006, avaliaram a ação do LPS advindo de E. 

coli (Sigma 026-B6), na concentração de  1 e 10 μg/ml, em cultura da linhagem 

tumoral SAOS-2, não encontrando diferenças na proliferação celular após 3, 5, 

7, 10 e 14 dias, aferida por meio de um método colorimétrico e análise da 

absorbância. 

Deller-Quinn et al. e Jung et al. em 2009 utilizaram culturas de 

osteoblastos da linhagem MC3T3-1, tratadas de LPS de E. coli (026:B6 Sigma), 

nas concentrações de 10 e 1 μg/ml, respectivamente, e não também não 

encontraram diferenças na proliferação celular após 24 h de cultivo, utilizando o 

método de microscopia de fluorescência. 

Katono e colaboradores, em 2009, também não observaram diferenças 

na proliferação celular de culturas de osteoblastos humanos (cultura primária) 

tratadas com LPS de E. coli (026:B6 Sigma) na concentração de 10 ng/ml após 

3, 5, 7, 10 e 12 dias de cultivo utilizando um método colorimétrico e análise da 

absorbância. 
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4.2 Resultados ainda não publicados 

4.2.1 Proliferação Celular 

 Na seqüência, foram realizados experimentos para avaliação da 

proliferação celular, nas mesmas condições experimentais, porém com a 

irradiação laser e com tempos de incubação maiores (1, 3 e 5 dias). 

Não houve diferença entre a proliferação celular dos diferentes grupos 

experimentais, mesmo nos grupos irradiados (figura 4). 

 

Figura 4. Proliferação celular mensurada pelo método MTT como densidade óptica 
(DO), das culturas de células OSTEO-1 do grupo controle e dos grupos experimentais 
cultivadas em DMEM (suplementado com 10% de SFB) e tratadas com diferentes 
concentrações de LPS, após 1, 3 e 5 dias de cultivo. Não houve diferença 
estatisticamente significante entre os grupos (p≥0,05). 

Como a intenção deste estudo foi analisar os efeitos da irradiação laser 

sobre os osteoblastos em uma situação que simulasse a infecção óssea, e, 

portanto o sofrimento celular, conduzimos o mesmo modelo experimental, mas 

suplementamos o meio DMEM com apenas 5% SFB.  

A carência nutricional oferece um modelo que em in vitro produz 

estresse similar às condições de estresse in vivo, reduzindo as taxas de 
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crescimento celular (ALMEIDA-LOPES et al., 2001; PEREIRA et al., 2002; 

FUJIHARA et al., 2006, FERREIRA et al., 2009) e, portanto, permite a 

observação dos possíveis efeitos da fototerapia no crescimento das culturas 

(ALMEIDA-LOPES et al., 2001; FERREIRA et al., 2009) 

Nesta condição experimental, nosso resultado foi similar ao obtido na 

situação nutricional regular (10% de SFB), ou seja, não foi possível observar 

diferença estatisticamente significante entre os grupos experimentais (figura 5). 

 

Figura 5. Proliferação celular mensurada pelo método MTT como densidade óptica 
(DO), das culturas de células OSTEO-1 do grupo controle e dos grupos experimentais 
cultivadas em DMEM (suplementado com 5% de SFB) e tratadas com diferentes 
concentrações de LPS, após 1, 3 e 5 dias de cultivo. Não houve diferença 
estatisticamente significante entre os grupos (p≥0,05). 

Com relação ao efeito do LBI sobre a proliferação celular de 

osteoblastos, existem relatos de estímulo (OZAWA et al., 1998; UEDA et al., 

2003; FUJIHARA et al., 2006; RENNO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008; XU 

et al., 2009; ALEKSIC et al., 2010; CHELLINI et al., 2010), de ausência de 

efeito (COOMBE et al., 2001; ARISU et al., 2006; RENNO et al., 2007; STEIN 

et al., 2008; ALEKSIC et al., 2010; PETRI et al., 2010) e ainda de inibição da 

proliferação celular (RENNO et al., 2007; SARACINO et al., 2009).  
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Esta grande divergência nos resultados dos estudos se deve, dentre 

outros fatores metodológicos, a grande variação nos parâmetros de irradiação 

e a linhagem celular avaliada (PINHEIRO & GERBI, 2006; FERREIRA et al., 

2009). Os dados dos artigos referidos estão descritos no anexo 2 desta 

dissertação. 

Neste sentido, buscamos comparar nossos resultados aos obtidos por 

autores que utilizaram o mesmo diodo emissor, a mesma intensidade e o 

mesmo comprimento de onda (FUJIHARA et al., 2006; PETRI et al., 2010) 

utilizados em nosso estudo.  

Petri et al.( 2010) utilizaram o laser de Ga-Al-As sobre culturas primárias 

de osteoblastos humanos cultivados sobre titânio. As células foram expostas a 

doses de 3 J/cm2 (780 nm, 70 mW, 9 minutos, aplicação realizada a 12,63 cm 

da fonte) e após  3 e 7 dias de cultivo, os grupos irradiados também não 

demonstraram crescimento celular diferente do grupo controle (sendo o 

crescimento celular aferido pelo método de imunofluorescência). 

Já Fujihara et al. (2006) cultivaram osteoblastos da linhagem OSTEO-1 

em situação de carência nutricional (5% SFB) e observaram que a irradiação 

laser nos mesmos parâmetros utilizados por nós acarretou um aumento na 

proliferação celular após 3, 5 e 7 dias de cultivo, utilizando o método exclusão 

do corante vital azul de Trypan. 

A discrepância entre os resultados encontrados por nós e os de Fujihara 

e colaboradores muito provavelmente está ligada método de avaliação 

utilizado. O teste de viabilidade pelo azul de Trypan, método utilizado por 

Fujihara et al., se baseia na coloração de células cuja membrana celular foi 

rompida (WILSON, 2000). 

Já o método MTT avalia a função mitocondrial por meio da redução do 

sal de tetrazólio nas mitocôndrias das células viáveis (DENIZOT & LANG, 

1986). Este ensaio foi utilizado pela primeira vez na quantificação da 

proliferação celular (MOSMANN, 1983; DENIZOT & LANG, 1986) passando a 

ter outras aplicações como rastreamento antitumoral e antiviral (LOFTI et al., 

2002; GLATTHAR-SAALMÜLLER et al., 2001). 
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5.2.2 Adesão Celular 

A adesão das células ósseas a matriz extracelular é um requisito 

fundamental para o seu desenvolvimento, diferenciação, função e 

sobrevivência (ILIC et al., 1998; GRONTHOS et al., 2001; LACONTURE et al., 

2002; LIEGIBEL et al., 2002). 

O efeito do LPS e do LBI sobre a adesão dos osteoblastos foi avaliado 

após 20, 40 e 60 minutos de incubação, conforme descrito por Fujihara et al. e 

Siva 2010. As comparações entre os grupos e seu grau de significância estão 

descritos na tabela 1. 

Grupos comparados 
Tempos (min.) 

20 40 60 

controle x LASER NS NS NS 

LPS 0.1 x LPS 0.1 + LASER NS NS NS 

LPS 1 x LPS 1 + LASER NS NS NS 

LPS 10 x LPS 10 + LASER NS NS NS 

controle x LPS 0.1 NS NS NS 

controle x LPS 1 *** NS NS 

controle x LPS 10 *** * * 

LPS 0.1 x LPS 1 * NS NS 

LPS 0.1 x LPS 10 *** NS NS 

LPS 1 x LPS 10 NS NS NS 

 

Tabela 1. Adesão celular, comparação entre os grupos experimentais por 
ANOVA/Tukey. NS = não significante; * p<0,05; *** p< 0,001. 

 

Após 20 minutos podemos observar que o tratamento com LPS gerou 

uma diminuição na adesão celular, esta diminuição foi estatisticamente 

significante nas culturas tratadas com LPS nas concentrações de 1 e 10 µg/ml, 

quando comparadas ao grupo controle (figura 6, tabela 1). A irradiação laser, 

por sua vez, não alterou significativamente o padrão de adesão das células em 

nenhum dos grupos experimentais (figura 7, tabela 1). 
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Figura 6. Adesão celular mensurada pelo método MTT como densidade óptica (DO), 
das culturas de células OSTEO-1 do grupo controle e dos grupos experimentais 
cultivadas em DMEM (suplementado com 5% de SFB) e tratadas com diferentes 
concentrações de LPS, após 20 minutos de cultivo. As letras iguais representam 
diferenças estatisticamente significantes (p<0,001). 



36 
 

 

 

Figura 7. Adesão celular mensurada pelo método MTT como densidade óptica (DO), 
das culturas de células OSTEO-1 do grupo controle e dos grupos experimentais 
cultivadas em DMEM (suplementado com 5% de SFB) e tratadas com diferentes 
concentrações de LPS, após 20 minutos de cultivo. As letras iguais representam 
diferenças estatisticamente significantes (p<0,05). 

Após 40 min. podemos observar em relação ao tratamento com LPS que 

somente na concentração de 10 µg/ml há uma diminuição da adesão celular 

em relação ao grupo controle. A irradiação laser por sua vez, continua não 

alterando o padrão de adesão celular (figura 8 e 9, tabela 1). 
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Figura 8. Adesão celular mensurada pelo método MTT como densidade óptica (DO), 
das culturas de células OSTEO-1 do grupo controle e dos grupos experimentais 
cultivadas em DMEM (suplementado com 5% de SFB) e tratadas com diferentes 
concentrações de LPS, após 40 minutos de cultivo (* p<0,05). 
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Figura 9. Adesão celular mensurada pelo método MTT como densidade óptica (DO), 
das culturas de células OSTEO-1 do grupo controle e dos grupos experimentais 
cultivadas em DMEM (suplementado com 5% de SFB) e tratadas com diferentes 
concentrações de LPS, após 40 minutos de cultivo. As letras iguais representam 
diferenças estatisticamente significantes (p<0,05). 

Após 60 minutos, o comportamento das culturas tratadas com LPS 

continua o mesmo já observado em 40 minutos, ou seja, podemos observar 

que somente na concentração de 10 µg/ml há uma diminuição da adesão 

celular quando comparada a do grupo controle. A irradiação laser por sua vez, 

continua não alterando o padrão de adesão celular (figura 10 e 11, tabela 1). 

 

Figura 10. Adesão celular mensurada pelo método MTT como densidade óptica (DO), 
das culturas de células OSTEO-1 do grupo controle e dos grupos experimentais 
cultivadas em DMEM (suplementado com 5% de SFB) e tratadas com diferentes 
concentrações de LPS, após 60 minutos de cultivo (* p<0,01). 
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Figura 11. Adesão celular mensurada pelo método MTT como densidade óptica (DO), 
das culturas de células OSTEO-1 do grupo controle e dos grupos experimentais 
cultivadas em DMEM (suplementado com 5% de SFB) e tratadas com diferentes 
concentrações de LPS, após 60 minutos de cultivo. As letras iguais representam 
diferenças estatisticamente significantes (p<0,05).  

A literatura nos mostra que são poucos os estudos que avaliaram a 

adesão de osteoblastos. Deller-Quinn e colaboradores em 2009 cultivaram a 

linhagem MC3T3-E1 sobre uma base mineral e na presença de LPS advindo 

de E. coli (Sigma 026-B6), concentração de 10 μg/ml, não obtendo qualquer 

alteração na adesão celular após 24 h, mensurada por contagem em 

microscopia de fluorescência. 

Já Le et al. 2009, que cultivaram a linhagem MG-63 na presença de 

bactérias P. gingivalis inativadas (quantidade de 106, 107, 108 e 109), obtiveram 

diminuição na adesão após 24h, avaliada pelo método MTT. 

 A comparação de nossos dados com os destes autores é muito difícil, 

pois as linhagens celulares foram diferentes da utilizada por nós, o tempo de 

avaliação foi bastante superior ao nosso e, além disso, um destes estudos 

avaliou a adesão das células sobre um biomaterial (DELLER-QUINN et al., 
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2009) e no outro as células foram tratadas com bactérias inativadas e não 

somente na presença de LPS (LE et al., 2009). 

O estudo de Fujihara et al. 2006 foi conduzido com a mesma linhagem 

celular (OSTEO-1), também cultivadas em situação de carência nutricional (5% 

SFB), o mesmo equipamento laser e os mesmos parâmetros dosimétricos (Ga-

Al-As, 780 nm, 10 mw, 3 J/cm2, 12 s). Estes autores também observaram que a 

irradiação com laser não modificou a adesão celular quando comparados os 

valores de adesão do grupo controle (20, 40 e 60 min.), avaliada pelo método 

do azul de Trypan. 

 5.2.3 Expressão Gênica de Runx2 

 O efeito do tratamento com LPS e do LBI sobre os osteoblastos também 

foi avaliado no que se refere à expressão do gene do fator de transcrição runt-

related (Runx2) que é essencial para a diferenciação e maturação dos 

osteoblastos (HARADA & RODAN, 2003; ERIKSEN et al., 2010). 

 Após 24 h da irradiação, observamos que não houve diferenças 

estatisticamente significantes entre os grupos experimentais (figura 12). 
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Figura 12. Análise da expressão relativa do RNAm do Runx2, normatizados por 
RPS18, em cultura de osteoblastos (OSTEO-1) e tratados com LBI e LPS (0,1 μg/ml), 
após 24 h de cultivo, verificada por PCR em tempo real. Não observamos diferenças 
estatisticamente significantes entre os grupos (p>0,05). 

 Bandow e colaboradores, em 2010, ao cultivarem osteoblastos primários 

de ratos na presença de LPS E. coli (055-B5), na concentração de 10 ng/ml, 

observaram diminuição da expressão de Runx2 após 7, 14 e 21 dias de cultivo. 

Resultado similar a este foi o de Xing et al. 2010, que ao cultivarem 

osteoblastos MC3T3-E1 com extratos de P. gingivalis, na concentração de 10 

μg/ml, verificaram diminuição da expressão de RUNX-2 após 1, 3, 7 e 14 dias 

de cultivo. 

 Nosso resultado com relação ao tratamento dos osteoblastos com LPS 

não pode ser comparado ao do estudo de Bandow et al. 2010 pela diferença no  

período de tempo. Já o estudo de Xing et al. 2010 utilizou o mesmo período de 

24 h, entretanto, as células foram tratadas com lisados da bactéria (P. 

gingivalis), e estes microorganismos possuem muito mais componentes ativos 

do que somente o LPS.  

Já com relação ao LBI, encontramos a expressão de Runx2 sendo 

avaliada em alguns estudos mais recentes.  

Fujimoto e colaboradores, em 2010, cultivaram osteoblastos da linhagem 

MC3T3-E1 irradiados com LBI (Ga-Al-As, pulsado, 830 nm, 5, 10 e 20 min., 
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0,96; 1,91 e 3,82 J/cm2) obtendo aumento da expressão de Runx2 após 12, 24 

e 48 h na irradiação de 10 minutos com 1,91 J/cm2. As outras duas doses não 

apresentaram diferenças em relação ao controle. 

Outro estudo no mesmo ano de 2010 (Kyosaki et al. 2010) repetiu os 

mesmos parâmetros do estudo de Fujimoto et al., cultivando também MC3T3-

E1 irradiadas com LBI (Ga-Al-As, pulsado, 830 nm, 5, 10 e 20 min., 0,96; 1,91 

e 3,82 J/cm2) e obteve um aumento da expressão de Runx2 após 48h no grupo 

irradiado por 10 minutos com 1,91 J/cm2.  

Chellini et al. 2010, observaram que ao cultivar osteoblastos da linhagem 

SAOS-2 e irradiar com laser (Nd:YAG, 1,064 nm, pulsado, 10 s, 1,5 J/cm2) 

houve aumento da expressão de Runx2 após 7 dias de cultivo. 

Já Petri e colaboradores, também em 2010, cultivaram osteoblastos 

primários humanos em discos de titânio irradiados com LBI (Ga-Al-As, 780 nm, 

contínuo, 70 mW, 9 min., 3 J/cm2) e obtiveram diminuição da expressão de 

Runx2 após 14 dias de cultivo. 

 Os estudos de Fujimoto et al., 2010 e Kyosaki et al., 2010 utilizaram 

células da linhagem MC3T3-E1 e laser em baixa intensidade Ga-Al-As, 830 

nm, 10 min., 1,91 J/cm2 em regime pulsado. Diferindo do nosso modelo em 

relação a linhagem celular e aos parâmetros da aplicação laser. Estas 

diferenças são uma constante nos estudos publicados o que torna dificílima a 

comparação entre trabalhos. Além dos mais váriados meios, comprimentos de 

onda, tempo e dose do LBI, as linhagem celulares também são 

proporcionalmente variadas. Tendo desde culturas primárias de osteoblastos 

até linhagems tumorais (MG-63 e SAOS-2) e não tumorais (MC3T3-E1, 

OFCOLII e OSTEO-1) (anexos 1 e 2). 

 Estas diferenças se devem a grande gama de equipamentos disponíveis 

no mercado e suas possibilidades de utilzação, além do anseio dos 

pesquisadores em perseguir uma possível dose maneira de administração 

ideal, conforme pode ser observado no anexo 2 desta dissertação. 

5 
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Considerações finais 

 Os resultados deste estudo sugerem que nestas condições 

experimentais, o LPS advindo de E. coli, nas concentrações de 0,1, 1 e 10 

μg/ml, não altera a proliferação celular de osteoblastos da linhagem OSTEO-1 

(em 1, 3 e 5 dias de cultivo), e a expressão gênica de Runx2 após 24 h de 

cultivo. A adesão celular se mostrou diminuída, após 20, 40 e 60 minutos, 

somente nos grupos cultivados na presença de LPS na concentração de 10 

μg/ml. O uso do LBI, por sua vez, não alterou a resposta dos osteoblastos ao 

LPS no que se refere à proliferação, adesão ou diferenciação celular (avaliada 

pela expressão de Runx2). 
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