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RESUMO 

 
 

As interações entre o tecido e os macrófagos que o invadem após a 

ocorrência de uma lesão são determinantes para a evolução do seu reparo. Neste 

sentido, o laser em baixa intensidade (LBI) tem sido muito utilizado no tratamento 

de diferentes lesões teciduais no âmbito clínico e no experimental, mas pouco se 

conhece a respeito dos seus efeitos sobre os macrófagos. Os objetivos deste 

projeto foram avaliar o efeito do LBI (660 nm e 780 nm) sobre a expressão gênica 

e proteica de 12 produtos de macrófagos induzidos a diferenciação para os 

fenótipos M1, M2a e M2c. Macrófagos da linhagem J774 foram 

ativados/polarizados para os três fenótipos por 24h, irradiados com laser vermelho 

(660 nm) e infravermelho (780 nm) nas mesmas combinações de parâmetros 

dosimétricos (70 mW, 17,5 J/cm2, 1J). Passados os períodos de incubação de 4 e 

24 h, foi realizada a análise da expressão gênica das quimiocinas (CXCL2, CCL2, 

CCL3, CCL4), citocinas (IL-1β, IFNγ, IL-6, TNFα, IL-13) e fatores de crescimento 

(TGFβ1, IGF1 e VEGFA) por meio de PCR array. O sobrenadante das culturas dos 

diferentes grupos experimentais (após 24h das irradiações) foi utilizado para avaliar 

a produção das diferentes proteínas de acordo com o perfil característico de cada 

fenótipo. Macrófagos não irradiados e não ativados serviram como controle. Foram 

realizados três experimentos independentes para dosagem proteica e dois 

experimentos independentes para avaliação da expressão gênica. Os macrófagos 

induzidos para fenótipo M1 (tratamento com LPS+IFN-) apresentaram um 

aumento na expressão gênica de IL-6 e uma diminuição na expressão dos genes 

CCL2, CCL4, CXCL2 e TNFα em relação aos macrófagos não ativados no período 

de 24 h. Na dosagem proteica, os macrófagos ativados apresentaram um aumento 

na produção de CCL4 e IL-6 em relação aos macrófagos não ativados. 

Adicionalmente, macrófagos induzidos ao fenótipo M2a (tratamento com IL-4), 

mostraram um aumento na expressão gênica de TGFβ1 (24 h) e CCL3, CCL4, 

CXCL2 e TNFα (4 h) quando comparados com as células do grupo controle. Já a 

polarização para o fenótipo M2c (tratamento com IL-10 + Dexametasona), induziu 

um aumento na expressão gênica de CXCL2 (4 h), CCL3 e IL-1β (24 h). Na 

avaliação do tratamento com Laser foi observado que a irradiação com 660 nm 



 

provocou uma diminuição na expressão dos genes CCL3, CXCL2 e TNFα (4 h) e 

um aumento na expressão de IL-1β (4 h) e CCL2, CXCL2 e TNFα (24 h) nos 

macrófagos M1. Nos macrófagos M2a, esta mesma irradiação ocasionou uma 

diminuição na expressão gênica de CCL3, CXCL2 e TNFα (4 h). Neste mesmo 

contexto, os macrófagos induzidos para fenótipo M2c, que foram irradiados com o 

LBI de 660 nm apresentaram uma diminuição na expressão dos genes CXCL2, 

TNFα e IL-1β (4 h) e TNFα (24 h). Além disso, o tratamento com laser infravermelho 

de 780 nm foi capaz de provocar um aumento na expressão dos genes CCL2, IL- 

1β e TGFβ1 (4 h) seguida de uma diminuição na expressão dos genes CCL3, IL-6 

e TGFβ1 (24 h). Em relação a dosagem proteica, foi observada uma diminuição na 

produção de IL-6 e TNFα por macrófagos ativados e irradiados em relação aos 

somente ativados. Ainda foi visto que o LBI infravermelho provocou um aumento 

na expressão de TGFβ1 (4 h) e uma diminuição na expressão gênica de CCL4 (4 

h), CCL3 e TGFβ1 (24 h) nos macrófagos ativados para perfil M2a. Além do mais, 

na ativação para fenótipo M2c, esta mesma irradiação gerou aumento na expressão 

gênica de TNFα (4 h) seguido de diminuição na expressão de CCL2, CCL3, CCL4, 

TNFα, IL-1β e TGFβ1 (em 24 h). Os resultados destas avaliações permitem concluir 

que embora a linhagem celular J774 seja amplamente utilizada para avaliação dos 

efeitos de diferentes terapias, sua resposta não se apresentou fidedignamente 

como esperado nas diferentes polarizações deste estudo. Em relação ao 

tratamento com laserterapia, as irradiações com LBI de 660 nm e 780 nm, 

demonstraram capacidade de modular a expressão gênica nos diferentes perfis 

fenotípicos. Mas, somente o laser infravermelho (780 nm) foi capaz de diminuir a 

expressão gênica e proteica de mediadores pró-inflamatórios quando aplicado em 

macrófagos de fenótipo M1 e de modular a expressão gênica de TGFβ1 em 

macrófagos M2a, o que poderia explicar a diminuição inflamatória da fase inicial e 

a ausência de fibrose observada nos tecidos lesionados irradiados com LBI. 

Palavras-chave: Macrófagos. Processo Inflamatório. Laser em Baixa Intensidade. 

Reparo Tecidual. 



 

ABSTRACT 

 
 
 

The interactions between tissue and macrophages that migrate to the injury 

area are crucial to the repair process. In this context, Low-level laser therapy (LLLT) 

has been extensively used in the treatment of tissue damage in different clinical and 

experimental conditions; however, its effects on macrophages are still unclear The 

objective of this study was to evaluate the effects of LLLT (660 nm and 780 nm) on 

gene expression and protein synthesis of 12 products of macrophages induced to 

M1, M2a and M2c phenotypes. J774 macrophages were activated/polarized for the 

three phenotypes for 24 h, irradiated with red laser (660 nm) and infrared (780 nm) 

using the same dosimetric parameters (70 mW, 17,5 J/ cm2, 1J). Following 

incubation periods of 4 and 24 hours, PCR array was performed to investigate gene 

expression profile of chemokines (CXCL2, CCL2, CCL3, CCL4); cytokines (IL-1β, 

IFNγ, IL-6, TNFα, IL-13) and growth factors (TGFβ1, IGF1 e VEGFA). Culture 

supernatant, for the different experimental groups (after 24 hours of irradiation), was 

used to assess the production of the different proteins according to the characteristic 

profile of each phenotype. In each experimental situation, non-irradiated and non- 

activated cells were used as controls. Three independent experiments were 

performed for protein acess and two independent experiments were performed to 

evaluate gene expression. All results were analyzed statistically. The macrophages 

induced for M1 phenotype (treatment with LPS+ IFN-γ), showed an increase in IL-6 

gene expression and a decrease in expression of CCL2, CCL4, CXCL2 e TNFα 

genes in relation to non-activated macrophages in the 24h period. At the protein 

level, activated macrophages showed an increase in the production of CCL4 and 

IL-6 when compared to non-activated macrophages. In addition, macrophages 

induced for M2a phenotype (treatment with IL-4), showed an increase in TGFβ1 (24 

h) and CCL3, CCL4, CXCL2 e TNFα (4h) gene expression when compared to the 

control group. Additionally, the polarization of the M2c phenotype (treatment with IL- 

10 + Dexamethasone), induced an increase in CXCL2 (4 h), CCL3 and IL-1β (24 h) 

gene expression. After treatment with red laser (660 nm), a decrease in CCL3, 

CXCL2 and TNFα (4 h) as well as an increase in IL-1β (4 h), CCL2, CXCL2 and 

TNFα (24 h) gene expression was observed in J774 cells. In M2a macrophages, red 



 

laser irradiation caused a decrease in CCL3, CXCL2 and TNFα (4 h) gene 

expression. In this same context, macrophages induced for M2c phenotype and 

irradiated with 660 nm showed a decrease in CXCL2, TNFα and IL-1β (4 h) and 

TNFα (24 h) gene expression. Moreover, the treatment with infrared (780 nm) was 

able to cause an increase in CCL2, IL-1β and TGFβ1 (4 h) followed by a decrease 

in CCL3, IL-6 and TGFβ1 (24 h) gene expression. Regarding protein synthesis, a 

decrease in IL-6 and TNFα production by activated and irradiated macrophages in 

comparison with the non-irradiated cells was observed. Irradiation with infrared laser 

resulted in increased expression levels of TGFβ1 (4 h) as well as decreased mRNA 

expression levels of CCL4 (4 h), CCL3 and TGFβ1 (24 h). In addition, M2c 

phenotype trated with infrared laser showed an increase in TNFα (4h) gene 

expression and a decrease in CCL2, CCL3, CCL4, TNFα, IL-1β and TGFβ1 (24h) 

gene expression. Although the J774 cell line has been extensively used to evaluate 

the effects of different therapies in macrophages phenotypes, in the experimental 

conditions performed in this study, J774 showed distinct pattern of chemokines, 

cytokines and growth factors expression after activation to M1, M2a or M2c 

phenotype. Regarding LLLT treatment, both parameters (660 nm and 780 nm) 

demonstrated ability to modulate the gene expression in all phenotypic profiles. 

However, only the infrared laser (780 nm) was able to decrease the gene and protein 

expression of pro-inflammatory mediators when applied to M1 phenotype 

macrophages. Additionally, this irradiation was able to modulate TGFβ1 gene 

expression in M2a macrophages, helping to better understand the mechanisms 

involved in the decrease of inflammatory response and fibrosis observed in the 

injured tissues irradiated with LLLT. 

 
Keywords: Macrophages. Inflammatory process. Low Level Laser Therapy. 

Tissue repair. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

1.1. A modulação do processo de reparo tecidual pelos macrófagos 

 
O processo de reparo tecidual tem fases integradas e interdependentes 

que passam pela inflamação e proliferação e culminam na regeneração ou na 

cicatrização. A sequência, duração e intensidade de cada fase irão afetar 

diretamente a qualidade deste processo que tem os macrófagos como células 

importantes nas diversas etapas1-3. 

Os macrófagos são apontados como componentes essenciais no reparo 

tecidual porque pela sua plasticidade e diversidade, além de realizarem a 

fagocitose dos remanescentes celulares degradados e células mortas, 

sintetizam radicais livres, diversos fatores de crescimento, quimiocinas e 

citocinas que terão papéis muito importantes na modulação e direcionamento 

deste. A plasticidade destas células (Figura 1) é uma resposta direta aos sinais 

advindos do tecido lesionado, assim, são definidos 2 estados de polarização ou 

2 fenótipos básicos: macrófagos de fenótipo M1 (de perfil inflamatório) e de 

fenótipo M2 de perfil anti-inflamatório/reparador 4-8. 

Na fase inicial da resposta inflamatória (até 2 dias após a lesão tecidual) 

predominam nos tecidos lesionados os macrófagos do fenótipo M1 (CD68+, 

CD80+). Estes macrófagos produzem citocinas e enzimas pró-inflamatórias que 

podem ampliar o dano tecidual. Se não ocorrer sobreposição de agentes lesivos, 

após aproximadamente 4 dias da ocorrência da lesão, os macrófagos da região 

lesionada passam a exibir predominantemente o perfil M2 (CD163+/CD206+). 

Nesta fase, estas células passarão a produzir citocinas de caráter anti- 

inflamatório (que irão atenuar a população de macrófagos M1), bem como 

enzimas e fatores de crescimento que irão estimular a reconstrução do tecido 

destruído 9,6,10,7,11,12,8. 
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Figura 1: Representação esquemática da polarização dos macrófagos inflamatórios (M1) e anti- 

inflamatórios/reparadores (M2a, M2b e M2c). Imagem adaptada de Martinez & Gordon. The M1 

and M2 paradigm of macrophage activation: time for reassessment. 2014. 

 
Os macrófagos que exibem o perfil M2 são ainda subdivididos nos fenótipos 

M2a, M2b e M2c. O fenótipo M2a caracteriza macrófagos ativados por citocinas 

do padrão Th2 (como a IL-4) e que secretam produtos ligados à síntese de matriz 

extracelular e angiogênese, sendo comum nos casos de inflamação crônica com 

fibrose. O perfil M2b (também chamado de regulatório) pode ser induzido pela 

combinação da ligação dos receptores toll a imunocomplexos sendo comum nos 

quadros de infecção por parasitas. Já o perfil M2c ou anti-inflamatório pode ser 

induzido por compostos anti-inflamatórios (IL-10 e corticoides) e induz a 

produção de citocinas como a IL-10 e o TGF-β 3,7. 

 

A mudança no fenótipo dos macrófagos de M1 (inflamatório) para M2 (anti- 

inflamatório, reparador) é um evento chave no reparo tecidual. A polarização 

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

impedir a ocorrência da regeneração tecidual 11,12,8. 

Este direcionamento do processo de reparo tecidual pela mudança 

fenotípica dos macrófagos recentemente foi demonstrado por meio de avaliação 

in vitro e de biópsia de tecido muscular lesionado de humanos onde se verificou 

que os macrófagos de perfil M1 e M2 coexistem nas áreas lesionadas mas que 
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os de perfil M1 estão associados a áreas teciduais onde há proliferação de 

células precursoras miogênicas e que in vitro os macrófagos deste perfil são 

capazes de migrar em direção a estas células, estimulando a sua proliferação e 

prevenindo sua diferenciação por meio da produção de IL-6, IL-1β, VEGF, IL-13 

e de altas doses de TNF-α 7. O mesmo estudo demonstrou que na fase de 

diferenciação miogênica, as áreas em regeneração estão associadas a 

macrófagos dos fenótipos M2a e/ou M2c e que in vitro estes dois fenótipos de 

macrófagos são capazes de atrair e de promover a diferenciação de células 

precursoras miogênicas por meio da produção de TGF-β e de baixas doses de 

TNF-α 7. 

Macrófagos de perfil M1 (ativados/polarizados classicamente com IFN-γ e 

LPS) apresentam como marcadores as moléculas CD80, CD86, IL-12, IL-23 e 

normalmente produzem as citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6, IL- 23, IL-27, IFN-γ e as 

quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL8, CXCL9, CXCL2, CXCL10 

(Tabela 1). Sendo que, estes produtos são muito importantes para o 

estabelecimento e manutenção de um ambiente pró-inflamatório, pela sua 

habilidade de recrutar e ativar subpopulações especificas de células 

inflamatórias bem como, regular a duração e intensidade das respostas 

específicas dos mediadores envolvidos 13,9,3,14,12,15-18. 

Já os macrófagos de perfil M2/anti-inflamatório, podem ser 

ativados/polarizados classicamente com IL-4 e IL-13 (M2a), imunocomplexos ou 

ligantes TLR (M2b) ou ainda IL-10 ou TGFβ1 (M2c). Nestas condições, a 

produção de citocinas inflamatórias é reduzida e há um aumento na produção de 

citocinas e quimiocinas de caráter anti-inflamatório e de fatores de crescimento 

(IL-10, CCR2, TGF-β, IGF1, VEGFA, IL-13), bem como ocorre a expressão de 

marcadores de superfície como a CD163, CD150 e CD206 (Tabela 1). Estes 

perfis celulares estão relacionados ao remodelamento e reparo tecidual, à 

imunoregulação, à resistência a parasitas e ainda ao desenvolvimento de 

quadros de fibrose 13,9,3,14,12,15-18. 

Tabela 1: Comparação dos fenótipos M1, M2a, M2b e M2c: ativação, marcadores de superfície, 

mediadores produzidos e função (Duluc et al. 2007, Tidbal & Vilalta, 2010, Mantovani et al., 2013, 

Duque & Descoteaux 2014, Martinez & Gordon 2014, Fernandes et al. 2015, Rőszer 2015 e Sun 

et al., 2016). 
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Fenótipos 

de    

Macrófagos 

 
Ativação 

Marcadores 

de Superfície 

 
Mediadores 

 
Função 

 

 
M1 

 

 
Ligantes TLR, 

LPS, IFN-γ 

CD16, CD32, 

CD80, CD86, 

IL-1R, IL-12, 

IL-23 

TNF-α, IL-1, IL-6, IL- 12, 

IL- 23, IL-27, CCL2, 

CCL3, CCL4, CCL5, 

CCL8, CXCL9, CXCL2, 

CXCL10, iNOS, NO, 

 
Pró-inflamatório, 

Resposta tipo 

Th1 

 

M2a 

 

 
IL- 4, IL-13 

CD163, CCR2, 

IL-1R II, 

Arginase-1 

CCL13, CCL14, CCL17, 

CCL22, CCL23, CCL24, 

TGF-β, PDGF, MMP-9, 

MMP-12, Arginase-1 

Anti-inflamatório, 

Resposta tipo 

Th2, pró-fibrótico 

M2b 
Imunocomplexos 

ligantes TLR 
CD80, CD86 IL-1, IL-6, IL-10, IL-12 Imunoregulador 

M2c IL-10, TGF-β 
CD150, 

CD163, IL-1R 

IL-10, CCR2, TGF-β, 

Arginase-1 

Imunossupressor 

Reparo Tecidual 

 
 
 

 

Macrófagos quando são expostos a estímulos inflamatórios, produzem 

citocinas de caráter pró-inflamatório predominantes na via de ativação 

clássica/fenótipo M1 como TNFα (Fator de Necrose tumoral alfa), um dos 

primeiros produtos a ser liberado em resposta a um agente patogênico e é 

caracterizado por estimular a fase aguda da resposta imunológica 19,14. O TNFα 

além de induzir vasodilatação e diminuir permeabilidade vascular, ajuda a 

recrutar células para o sítio de inflamação através da regulação da liberação de 

quimiocinas do tipo CXCL1, CXCL2 e CXCL5, que é propício para a infiltração 

de linfócitos, neutrófilos e monócitos no local da lesão induzido a uma resposta 

20,14. De forma semelhante ao TNF, O IL-1β é também um pirogênio endógeno 

que é produzido e liberado nos estágios iniciais da resposta imune por infecções 

ou lesões. Durante a inflamação, a IL-1β estimula a produção de proteínas de 

fase aguda e atua no sistema nervoso central para induzir febre e secreção de 

prostaglandina. Nos mastócitos, a IL-1β induz a liberação de histamina, que por 

sua vez, provoca vasodilatação e inflamação localizada. É também, uma 
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substância quimioatraente para granulócitos, que aumenta a expansão e 

diferenciação de células TCD4, bem como, aumenta a expressão de moléculas 

de adesão celular em leucócitos e células endoteliais 21,14. 

Neste mesmo sentido, a interleucina 6 (IL-6) é uma citocina pleiotrópica 

que apresenta funções pro e anti-inflamatórias. Estas funções influenciam 

diretamente na resposta imunológica do organismo no processo de reparo 

tecidual. Esta citocina estimula hepatócitos a produzirem proteínas de fase 

aguda, estimula o recrutamento de monócitos para o local da inflamação, 

promove a diferenciação das células B em células plasmáticas, ativa as células 

T citotóxicas e regula a homeostase óssea 22,23,14. O interferon-gama (IFN-γ) 

ativa macrófagos, que passam a produzir intermediários importantes como 

espécies reativas de nitrogênio e oxigênio, potencializando a resposta 

inflamatória e inibindo o crescimento ou promovendo a apoptose do agente 

lesivo 24. Por outro lado, a IL-13 é denominada uma citocina de perfil anti- 

inflamatório pela sua capacidade de inibir a atividade quimiotática de monócitos 

e macrófagos e reduzir a expressão de mediadores pró-inflamatórios (IL-1, IL-6, 

IL-8, IL-10, IL-12, MIP-1 e MCP). Desta forma, IL-13 atua diminuindo a resposta 

inflamatória 3,12,16,18, 25, 26. 

CCL2, CCL3 e CCL4 também são associados ao fenótipo M1 e 

desempenham um papel crucial na orientação das células do sistema 

imunológico, recrutando e sinalizando o local adequado onde esses produtos 

(Células T, basófilos, eosinófilos e células dendríticas) são necessários no 

momento da resposta inflamatória 27,14. Neste mesmo âmbito, CXCL2 é uma 

quimiocina segregada por monócitos e macrófagos que tem como função 

recrutar neutrófilos e células estaminais hematopoiéticas, apresenta caráter de 

angiogênese e pode promover o desenvolvimento de tumores tais como 

melanomas 28,29,14. 

TGF-β1 (Fator de transformação do crescimento beta 1) é produzido 

principalmente por fibroblastos, macrófagos, linfócitos T e apresenta um papel 

importante na proliferação, diferenciação e migração celular durante a resposta 

inflamatória, pois atenua os efeitos pró-inflamatórios de TNF, IL-1β, IL-2 e IL-12. 

Somado a isso, o TGF-β1 é considerado um potente quimioatraente para 
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fibroblastos que estimulam a síntese de colágeno e fibronectina promovendo 

angiogênese, imunomodulação e renovação de matriz extracelular, o que lhe 

atribui um caráter anti-inflamatório 24, 30,31,14. 

IGF1 (Fator de crescimento semelhante à insulina 1) é um importante 

mediador anti-inflamatório envolvido em vários processos de desenvolvimento, 

tais como proliferação, sinalização, diferenciação, sobrevivência, crescimento, 

apoptose e regeneração 32. Da mesma forma, O VEGFA (Fator de crescimento 

vascular endotelial) é um potente fator no aumento da permeabilidade de células 

endoteliais que conduz à passagem de componentes de plasma e leucócitos do 

vaso sanguíneo para os tecidos, e pode, portanto, contribuir para a resposta 

inflamatória. Este produto pode exercer funções protetoras e anti-inflamatórias, 

estimulando a produção de NO endotelial, o que pode inibir o recrutamento de 

leucócitos 33. 

 

Pela complexidade, diversidade e importância dos efeitos dos macrófagos 

nos quadros de lesão tecidual, vários autores têm apontado que estas células 

devem ser consideradas como alvo para as intervenções terapêuticas 9,34,6,3,7. 

 
Neste sentido, no âmbito da avaliação experimental das intervenções 

terapêuticas, o laser em baixa intensidade (LBI) ou de baixa potência (LBP) vem 

demonstrando resultados promissores no tratamento de lesões teciduais 

evidenciando sua capacidade de modular o processo inflamatório 35-44. Porém, 

poucos estudos avaliaram o efeito da fototerapia isoladamente sobre os 

macrófagos. 

 
1.2. Efeitos do laser em baixa intensidade sobre macrófagos e seus 

precursores 

 
A compilação dos estudos que envolvem macrófagos e o LBI evidencia que 

os parâmetros dosimétricos e os efeitos avaliados até o momento são diversos. 

Porém, de modo geral, já foi demonstrado que o LBI no comprimento de onda 

vermelho foi capaz de aumentar a atividade da enzima lisozima e o 

espraiamento, a fagocitose, a atividade da catepsina, a concentração intracelular 

de NADPH em culturas de macrófagos peritoneais de camundongos 45; reduzir 
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a produção de IL-2, IL-12, TGF-β, INF-γ em monócitos humanos tratados com 

fitohemaglutinina 46; reduzir a expressão de MIP-2 (CXCL2), a geração de ROS 

intracelular e o fator NF-κβ em macrófagos da linhagem alveolar AMJ2-C11 

tratados com LPS ou H2O2 
47; reduzir a produção proteica de TNFα e IL-8 em 

monócitos U937 ativados com LPS 48. Neste sentido, também existem relatos 

que indicam que esta irradiação foi capaz de aumentar a expressão e produção 

de citocinas e quimiocinas de perfil M1/pró-inflamatório como CCL2, CXCL10 e 

TNFα em monócitos humanos THP-1 ativados com LPS 49; e não foi capaz de 

alterar a produção de ROS em macrófagos diferenciados de linfócitos (THP-1) 

tratados com forbol ester 50. 

Já o LBI infravermelho foi capaz de reduzir a expressão gênica de MCP-1, 

IL-1α, IL-1β, IL-6 e IL-10 e a síntese proteica de MCP-1 e IL-1 β em macrófagos 

de linhagem RAW 264.7 ativados com LPS 51. Também foi relatado que esta 

irradiação com infravermelho foi capaz de reduzir a produção de TNF-α em 

macrófagos peritoneais ativados com tioglicolato + LPS + IFNγ 52 e reduzir a 

expressão de CXCL10 e TNFα por monócitos humanos THP-1 ativados com LPS 

e irradiados com laser infravermelho de 808 nm 49. Neste mesmo modelo 

experimental, foi observado um aumento na expressão da quimiocina CCL2 

nesta mesma avaliação 49. Além disso, esta irradiação não causou alteração na 

produção de ROS em macrófagos diferenciados de THP-1 tratados com forbol 

ester 50. 

Especificamente na linhagem de macrófagos J774 (que é objeto deste 

estudo) polarizados para perfil M1, o LBI de 660 nm (vermelho) possibilitou uma 

redução na atividade mitocondrial de macrófagos J774 ativados com LPS 

1µg/mL e IFN-γ 0,2 µg/mL no período de 24 h. Já o LBI infravermelho de 780 nm 

foi capaz de diminuir a atividade mitocondrial destes macrófagos ativados nas 

mesmas condições nos períodos de 24 e 72 h 53. No estudo de Fernandes et al. 

2015, nas mesmas condições experimentais, o LBI de 660 nm foi capaz de 

aumentar a expressão gênica e proteica de IL-6 no período de 24 horas, bem 

como, diminuir a expressão gênica e proteica de TNFα (24 e 72 h) e diminuir a 

síntese da proteína de COX-2 nos dois períodos avaliados 15. Com relação ao 

LBI de 780 nm, estes mesmos autores observaram que houve uma diminuição 

na expressão gênica dos produtos TNFα e iNOS, como também foi observada 
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uma diminuição na produção das proteínas IL-6 (24h) e TNFα e COX-2 (24 e 72 

h) 15. Os demais estudos in vitro que avaliaram o papel da fototerapia (incluindo 

LED terapia) sobre os monócitos e macrófagos e o detalhamento das condições 

experimentais dos estudos citados estão sumarizados no Anexo 1 54-
 

56,45,40,51,52,46,47,50,48,53,49,15. 

 
De fato, a complexidade envolvida na escolha de parâmetros dosimétricos 

(comprimento de onda, fluência ou densidade de energia, densidade de 

potência, frequência de pulso, energia total) e modelos experimentais faz com 

que as publicações que avaliaram os efeitos do LBI tanto em macrófagos, como 

em diferentes linhagens celulares, apresentem resultados muito diversos e por 

vezes até antagônicos 57-59. Além disso, foram encontrados estudos que 

realizaram uma revisão sistemática de artigos que investigaram os efeitos da 

terapia com laser em células humanas e animais em cultura e o efeito desta 

terapia na expressão gênica de mediadores inflamatórios (Janeiro de 2002 a 

setembro de 2009). Foi observado que muitas publicações não informam todos 

os parâmetros utilizados para irradiação ou ainda apresentam erros nos cálculos 

das doses de energia aplicadas 58,59. 

 

Portanto, ainda faltam muitos dados para entender a modulação exercida 

pelo LBI nos diferentes tipos celulares, em especial sobre os macrófagos, e 

principalmente para entender o efeito dos diferentes parâmetros dosimétricos da 

irradiação laser sobre esta modulação. Somado a isso, como citado 

anteriormente, não foi possível encontrar na literatura nenhum estudo (in vitro ou 

in vivo) que avaliasse se o LBI é capaz de alterar a produção de mediadores 

específicos dos diferentes fenótipos de macrófagos. 

 
Este projeto procurou elucidar este tema por meio de avaliações in vitro, 

onde foi avaliado o efeito do LBI sobre a produção de citocinas, quimiocinas e 

fatores de crescimento por macrófagos ativados (para os fenótipos M1, M2a e 

M2c) por PCR array e dosagem de proteínas no sobrenadante destas culturas. 

Deste modo, este projeto trouxe informações importantes para esclarecer o 

mecanismo pelo qual o LBI exerce seus efeitos no processo de reparo das lesões 
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teciduais com especial ênfase à modulação exercida sobre os diferentes 

fenótipos de macrófagos. 

 

 
2. OBJETIVO 

 
Este projeto teve como objetivo, avaliar in vitro o efeito do LBI (em duas 

combinações de parâmetros dosimétricos) sobre a expressão gênica (qPCR 

array) e proteica (imunoensaio - ELISA) de 12 mediadores de macrófagos 

(polarizados para os fenótipos M1, M2a e M2c) que tem um papel importante no 

processo de reparo tecidual. 

 

2.1. Objetivos específicos 

 
- Avaliar a resposta da linhagem de macrófagos J774 (derivada de sarcoma de 

camundongos Balb/c) à ativação para os fenótipos M1 (LPS+ IFN-γ), M2a (IL-4) 

e M2c (IL-10 + Dexametasona) por meio da avaliação da expressão gênica e 

proteica das quimiocinas CXCL2 (MIP-2α), CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1α) e 

CCL4 (MIP-1β); das citocinas IL-1β, IFNγ, IL-6, TNFα e IL-13; e dos fatores de 

crescimento TGFβ1, IGF1e VEGFA nos períodos de 4 e 24 horas. 

 
- Avaliar o efeito do LBI vermelho de 660 nm e infravermelho de 780 nm sobre a 

expressão gênica e produção proteica destes mesmos 12 produtos por 

macrófagos J774 induzidos para os fenótipos M1, M2a e M2c nos períodos de 4 

e 24 horas. 

 
- Avaliar a comparação entre os efeitos do LBI vermelho de 660 nm e 

infravermelho de 780 nm na polarização dos diferentes fenótipos (M1, M2a e 

M2c) de macrófagos J774. 

 
3. METODOLOGIA 

 
Os experimentos foram realizados no laboratório do curso de Mestrado e 

Doutorado em Biofotônica Aplicada às Ciências da Saúde da Universidade Nove 

de Julho (UNINOVE). 
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3.1 Culturas celulares 

 

 
Foi utilizada a linhagem de macrófagos J774 (linhagem comercial de 

macrófagos derivados de sarcoma de camundongos Balb/c) que foi doada 

gentilmente pelo Prof. Dr. Carlos Pelleschi Taborda. Essa linhagem celular J774 

é amplamente utilizada pela facilidade em obtenção e manipulação 60-62. 

 
As células foram cultivadas no meio de cultura de Eagle modificado por 

Dulbecco (DMEM, Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) contendo 10% de soro fetal 

bovino (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil). O meio de cultivo foi ainda 

suplementado com L-glutamina 2mM. 

 
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). 

 
O subcultivo foi realizado quando a monocamada celular se tornou 

subconfluente para a perpetuação da linhagem celular, sempre em fluxo laminar 

(Linha 400, Pachane, Piracicaba, SP, Brasil). Para tanto, o sobrenadante foi 

removido, as células foram lavadas com tampão PBS 1X (NaCl 140mM; KCl 

2,5mM; Na2HPO4 8mM; KH2PO4 1,4mM; pH 7.4) e tratadas com solução de 

tripsina 0,25% durante 3 minutos a 37C. Após incubação foi realizada nova 

lavagem com meio, centrifugação a 1200 rpm a 20C por 5 minutos (Centrífuga 

Excelsa 4-280R, Fanem, São Paulo, SP, Brasil) e posteriormente ressuspensão 

em 1ml de meio DMEM. A viabilidade das células foi avaliada por contagem com 

corante vital azul de Trypan (0,4%) em câmara de Neubauer e foram utilizadas 

nos ensaios somente as culturas com viabilidade maior que 95%. 

 
3.2 Ativação/Polarização dos macrófagos (fenótipos M1, M2a e M2c) 

 
Para simular o padrão de ativação M1, as culturas de macrófagos J774 

foram tratadas com LPS de Escherichia coli (E. coli) O26: B6 (Sigma, St. Louis, 

MO) e IFN-γ (Sigma) nas concentrações de 1µg/mL e 0,2 µg/mL respectivamente 
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63,64,7 e cultivadas em meio DMEM suplementado com 5% de soro fetal bovino 

(Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) por 24 horas. Para simular os padrões de 

ativação M2a e M2c, as culturas de macrófagos foram tratadas com IL-4 (0,1 

µg/mL) e com IL-10 (0,1 µg /mL) + dexametasona (0,8 µg /mL) respectivamente 

7, e cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) por 24 horas. 

 
Passado o período de ativação (24h), as culturas foram lavadas duas 

vezes com PBS para remover os agentes de ativação e posteriormente 

irradiadas com LBI. 

 
 

3.3 Parâmetros dosimétricos para irradiação laser 

 
As culturas de macrófagos foram irradiadas após 24 horas de sua 

ativação/polarização utilizando o aparelho Twin-laser (MM Optics, São Carlos – 

SP - Brasil) nas 2 combinações de parâmetros descritas na Tabela 2. 

 
Tabela 2: Parâmetros de comprimento de onda, potência de saída, área de cabeçote, densidade 

de potência, densidade de energia e tempo de irradiação. 

 
 

Comprimento 

de onda (nm) 

Potência 

de saída 

(mW) 

Área 

cabeçote 

(cm2) 

Densidade 

de potência 

(mW/cm2) 

Densidade 

de energia 

(J/cm2) 

 
 

Tempo (s) 

 
Energia 

total (J) 

780 70 0.04 1750 17,5 15 1 

660 70 0.04 1750 17,5 15 1 

 
As irradiações foram feitas em tubos de centrifugação contendo os 

precipitados celulares, sendo de baixo para cima na extremidade inferior dos 

tubos, de modo que o feixe de laser atingiu diretamente o pellet celular sem 

passar pelo meio de cultura 65,53,15. Os experimentos foram realizados em 

ambiente com obscuridade parcial para não sofrerem interferência da luz 

externa. As células do grupo controle sofreram a mesma manipulação, mas não 

foram irradiadas. Os parâmetros para uso do laser foram definidos em ensaio 

dose-resposta prévio, realizado pelo nosso grupo de pesquisa onde macrófagos 

foram ativados para o padrão M1, irradiados com 6 combinações diferentes de 

parâmetros e dosou-se a produção proteica de IL-6 e TNF-α 66. 
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3.4 Grupos experimentais 

 
Os grupos experimentais estão descritos na tabela 3. 

 
Tabela 3: Descrição dos grupos experimentais para experimentos in vitro. 

 

M1 
(LPS + IFN-γ) 

M2a 
(IL-4) 

M2c 
(IL-10+dexametasona) 

Controle 

(Sem ativação) 

Controle 

(Sem ativação) 

Controle 

(Sem ativação) 

Ativado M1 

(Sem Irradiação) 

Ativado M2a 

(Sem Irradiação) 

Ativado M2c 

(Sem Irradiação) 

Ativado M1 e irradiado 

com LBI 660 nm 

Ativado M2a e irradiado 

com LBI 660 nm 

Ativado M2c e irradiado 

com LBI 660 nm 

Ativado M1 e irradiado 

com LBI 660 nm 

Ativado M2a e irradiado 

com LBI 660 nm 

Ativado M2c e irradiado 

com LBI 780 nm 

 
 

 
3.5 FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL 

 

 
Macrófagos J774 foram ativados por 24 horas para os perfis: M1 (1μg/mL de 

LPS e 0,2μg/mL de IFN-γ), M2a (0,01μg/mL de IL- 4) e M2c (0,01μg/mL de IL- 

10 e 0,08 μg/mL de dexametasona), irradiados com LBI de 660 nm e 780 nm 

(parâmetros: 70mW; 17,5 J/cm2; 14,3seg. 0,8J) e incubados novamente por 4 e 

24 horas em estufa 37ºC e 5% de CO2. As células foram utilizadas para avaliar 

a expressão gênica das quimiocinas: CCL2, CCL3, CCL4 e CXCL2; citocinas IL- 

1β, IFNγ, IL-6, TNFα, IL-13; fatores de crescimento TGFβ1, IGF1 e VEGFA pelo 

método de PCR array (após 4 e 24 horas). O sobrenadante das culturas dos 

diferentes grupos experimentais (período de 24 horas) foi usado para dosagem 

de proteínas por imunoensaio ELISA. A figura 2 ilustra os procedimentos 

experimentais realizados. 
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Figura 2: Representação esquemática em fluxograma experimental. 

 
3.6 Extração de RNA total, síntese de cDNA e análise de expressão gênica 

por PCR (reação em cadeia da polimerase) array 

 

Após as irradiações, as culturas de macrófagos dos grupos descritos no 

item 3.4 foram cultivadas em placas de Petri de 5 cm (1x106 células/ placa), com 

meio de cultura DMEM (contendo 5% de SFB para perfil M1 e 10% para os perfis 

M2a e M2c), a 37°C e 5% de CO2 por 4 e 24h. Após estes períodos, o meio de 

cultura foi removido das placas e as células foram coletadas utilizando 1mL de 

tampão PBS 1X (NaCl 140mM; KCl 2,5mM; Na2HPO4 8mM; KH2PO4 1,4mM; pH 

7.4) e depois foram centrifugadas (3 minutos, 4 ºC, 2.300 G) e o sobrenadante 

foi descartado em fluxo laminar. O pellet formado na parte inferior do microtubo 

foi armazenado a - 80 ºC. 
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3.6.1 Isolamento do RNA 

 
O RNA das amostras foi extraído utilizando-se o kit RNEasy Micro 

kit (Qiagen, Hilden-Alemanha) seguindo as recomendações do fabricante. O 

RNA foi ressuspenso em água livre de DNAse/RNA e a concentração e pureza 

determinada com auxílio do equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, 

Massachusetts, EUA) em comprimento de onda de 260 e 280nm. Para verificar 

a integridade do RNA extraído, 1µg de RNA total de todas as amostras foi 

analisado por meio de eletroforese em gel de agarose-formaldeído 1% e foi 

verificado que todas as amostras estavam íntegras, apresentando bandas 

representativas das subunidades ribossômicas 28s e 18s. 

 

3.6.2 Síntese do DNA complementar e qPCR array 

 
O DNA complementar utilizado para a reação de PCR array foi obtido a 

partir da transcrição reversa de 500ng de RNA total das amostras utilizando-se 

o RT2 First Strand Kit (Qiagen, Maryland – EUA) de acordo com as instruções do 

fabricante. 

As reações de PCR array foram realizadas utilizando-se placas 

customizadas (CAPM 13086A – Qiagen, Maryland – EUA) para avaliação da 

expressão gênica dos 12 genes descritos no item objetivos. Além dos transcritos 

pertencentes à citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, estavam 

presentes na placa de PCR array, 4 controles, a saber: controle endógeno 

(GAPDH), controle de contaminação por DNA genômico (MGDC), controle da 

transcriptase reversa (RTC) e controle positivo da reação de PCR (PPC). A 

disposição dos genes nas placas de 96 poços bem como a descrição de cada 

gene analisado está representada na Figura 2 e na Tabela 4, respectivamente. 

As reações de PCR array foram realizadas com uso do reagente RT2 SYBR 

Green ROX qPCR Mastermix (Qiagen, Maryland – EUA) em termociclador 

(Applied Biosystems 7500, Foster City, California, EUA) de acordo com as 

instruções do fabricante em. 

As condições de ciclagem foram: 95 ̊C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos a 

95 ̊C por 15 segundos e 60 ̊C por 1 minuto. Após a amplificação, as amostras 

foram submetidas à análise da curva de dissociação. Os resultados de 

expressão foram analisados por meio do software RT2 Profiler PCR Array Data 
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Analysis version 3.5, o qual utiliza o método do Ct comparativo -2ΔΔCt para análise 

da expressão gênica. Os valores de fold-change (valor numérico que representa 

quanto o gene alvo está mais ou menos expresso em relação ao controle) para 

análise do efeito da ativação dos perfis M1, M2a e M2c foram obtidos por meio 

da razão do valor de expressão no grupo ativado (sem irradiação) em relação ao 

grupo controle (sem ativação). Os valores de fold-change para análise do efeito 

da ativação dos perfis M1, M2a e M2c associado ao LBI 660nm ou LBI 780nm 

foram obtidos dividindo-se o valor de expressão do grupo ativado com LBI (660 

ou 780nm) em relação ao grupo somente ativado. Foram feitas as seguintes 

análises: 

 
 ΔCt = Ct (gene alvo) – Ct (gene controle endógeno GAPDH) 

 ΔΔCt = ΔCt (ativado M1 ou M2a ou M2c) /ΔCt (controle) = fold change 

 ΔΔCt = ΔCt (ativado M1 ou M2a ou M2c e irradiado com LBI de 660 nm 

e LBI de 780 nm) / ΔCt (ativado M1 ou M2a ou M2c) = fold change 

 
Os valores de fold-change menores que 1,00 indicam baixa expressão 

gênica e foram transformados em números inteiros negativos pela razão 1/fold- 

change para obtenção do fold-regulation. Os genes que apresentaram valores 

de fold-regulation maiores que 1,5 ou menores que -1,5 foram considerados 

como diferencialmente expressos. 

 
3.6.3 Desenho da placa – PCR array 

 

 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A CXCL2 TGFβ1 CXCL2 TGFβ1 CXCL2 TGFβ1 CXCL2 TGFβ1 CXCL2 TGFβ1 CXCL2 TGFβ1 

B CCL2 IGF1 CCL2 IGF1 CCL2 IGF1 CCL2 IGF1 CCL2 IGF1 CCL2 IGF1 

C CCL3 VEGFA CCL3 VEGFA CCL3 VEGFA CCL3 VEGFA CCL3 VEGFA CCL3 VEGFA 

D CCL4 IFNγ CCL4 IFNγ CCL4 IFNγ CCL4 IFNγ CCL4 IFNγ CCL4 IFNγ 

E IL1β GAPDH IL1β GAPDH IL1β GAPDH IL1β GAPDH IL1β GAPDH IL1β GAPDH 

F IL6 MGDC IL6 MGDC IL6 MGDC IL6 MGDC IL6 MGDC IL6 MGDC 

G IL13 RTC IL13 RTC IL13 RTC IL13 RTC IL13 RTC IL13 RTC 

H TNFα PPC TNFα PPC TNFα PPC TNFα PPC TNFα PPC TNFα PPC 

 

Figura 3: Desenho da placa – PCR array 
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3.6.4  Descrição dos genes analisados por PCR array de acordo com 

número de acesso no GenBank, símbolo e descrição 

 
Tabela 4: Tabela com a descrição dos genes 

 

Acesso GenBank Símbolo Descrição 

NM_009140 CXCL2 Quimiocina - Ligante 2 (Motivo C-X-C) 

NM_011333 CCL2 Quimiocina - Ligante 2 (Motivo C-C) 

NM_011337 CCL3 Quimiocina - Ligante 3 (Motivo C-C) 

NM_013652 CCL4 Quimiocina - Ligante 4 (Motivo C-C) 

NM_013693 TNFα Fator de Necrose Tumoral 

NM_011577 TGFβ1 Fator transformador de crescimento beta 1 

NM_ 010512 IGF1 Fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 
fator A 

NM_009505 VEGFA Fator de crescimento vascular endotelial fator A 

SA_00106 MGDC Controle de contaminação por DNA genômico 

NM_008084 GAPDH Controle endógeno 

SA_00104 RTC Controle da transcriptase reversa 

SA_00103 PPC Controle positivo da reação de PCR 

NM_008361 IL1β Interleucina 1 beta 

NM_031168 IL6 Interleucina 6 

NM_008355 IL13 Interleucina 13 

NM_008337 IFNγ Interferon gamma 

 

 

3.7 Dosagem de proteínas por imunoensaio (ELISA) 

 

Conforme descrito no item 3.6, após as irradiações, as culturas de 

macrófagos dos grupos experimentais foram cultivadas em placas de Petri de 5 

cm (1x106 células/ placa), com meio de cultura DMEM (contendo 5% de SFB 

para perfil M1 e 10% para os perfis M2a e M2c), a 37°C e 5% de CO2. Para a 

avaliação da produção proteica, foi utilizado somente o sobrenadante das 

culturas de macrófagos incubados por 24 horas e que foi recolhido 

imediatamente antes da realização do PCR array. 

Foi realizada a técnica de ELISA, utilizando-se kits comerciais descritos a 

seguir, de acordo com os protocolos dos fabricantes (tabela 5): 
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Tabela 5: Descrição dos kits comerciais utilizados para a técnica ELISA 

 

Proteína Kit Comercial 

CXCL2 (MIP-2a) 
Kit R&D Mouse CXCL2/MIP-2a – DUOSET® DEVELOPMENT 

SYSTEM (DY452) 

 
CCL2 (Mcp-1) 

Biolegend Mouse MCP-1 – ELISA MAXTM Standard Sets (432701) 

 
CCL3 (Mip-1 α): 

Kit R&D Mouse CCL3/MIP-1α – DUO SET® DEVELOPMENT 
SYSTEM (DY450) 

 
CCL4 (Mip-1β) 

Kit R&D Mouse CCL4/MIP-1β – DUO SET® DEVELOPMENT 
SYSTEM (DY451) 

 
IL-1β 

Biolegend Mouse IL-1β – ELISA MAXTM Standard Sets (432601) 

 
IFNγ 

Biolegend Mouse IFNγ – ELISA MAXTM Standard Sets (430801) 

 
IL-6 

Biolegend Mouse IL-6 – ELISA MAXTM Standard Sets (431301) 

 
TNFα 

Biolegend Mouse TNF-α – ELISA MAXTM Standard Sets (430901) 

IL-13 Kit R&D Mouse IL-13 – DUO SET® DEVELOPMENT SYSTEM 
(DY413) 

TGFβ
1 

Kit R&D Mouse TGFβ1 – DUO SET® DEVELOPMENT SYSTEM 
(DY71679) 

 
IGF1 

Kit R&D Mouse IGF-1 – DUO SET® DEVELOPMENT SYSTEM 
(DY791) 

 
VEGF

A 

Kit R&D Mouse VEGFA – DUO SET® DEVELOPMENT SYSTEM 
(DY493) 

 
 

3.8 Análise Estatística 

 
 

Os dados de produção proteica foram analisados por meio do software 

“GraphPad InStat-3”. A distribuição da normalidade dos dados foi avaliada pelo 

teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados apresentaram distribuição paramétrica 

e foram submetidos ao teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para 

comparação entre os grupos. Os dados de expressão gênica foram analisados 

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

para cada gene no grupo controle (sem ativação) foi comparado com os grupos 

ativado (sem irradiação), ativados e irradiados com LBI de 660nm e 780nm 

utilizando o teste T não pareado com correção de Welch. Os níveis de confiança 

foram ajustados para 95% (p<0.05) 
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4. RESULTADOS 

 
 

4.1. Análise de expressão gênica por PCR array – Perfil M1 
 

4.1.1. Avaliação do efeito do tratamento com LPS+IFN-γ 

 

Os valores de expressão dos genes avaliados no grupo controle e ativado 

perfil M1(tratamento com LPS+IFN-γ) nos períodos de 4 e 24 horas estão 

descritos nas Tabelas 6 e 7 e estão representados graficamente nas figuras 3, 4 

e 5. O efeito da ativação do perfil M1 em relação ao controle (Tabela 6) bem 

como o efeito desta ativação entre os períodos de 4 e 24 horas foram analisados 

estatisticamente (Tabela 7). Somente os genes que apresentaram diferença 

estatística significante bem como valores de fold-regulation maiores que 1,50 ou 

menores que -1,50 foram considerados como diferencialmente expressos (e 

estão em negrito). 

 
Tabela 6: Tabela com a descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células 

dos grupos controle e ativado Perfil M1. Períodos de 4 e 24 horas. 

 

Período 4 
horas 

Período 24 
horas 

 

Gene 
 

Controle 
 

Ativado M1 
 

p-
valor 

Fold- 

regulatio

n 

 

Controle 
 

Ativado M1 
 

p-valor 
Fold- 

regulatio

n 

CCL2 0.09± 0.03 0.05±0.0002 0.33 -1.81 1.31± 0.28 0.32±0.08 0.02 -4.16 

CCL3 0.09±0.009 0.13±0.007 0.06 1.44 0.86±0.37 0.30±0.02 0.12 -2.94 

CCL4 0.04±0.01 0.03±0.0005 0.30 -1.33 0.08±0.005 0.04±0.002 0.0008 -2.00 

CXCL
2 

0.14±0.04 0.17±0.006 0.68 1.21 0.27±0.06 0.09±0.01 0.03 -3.00 

IL-6 0.009±0.003 0.02±0.006 0.25 2.22 0.002±0.00
1 

0.009±0.0003 0.01 4.50 

TNFα 0.037±0.007 0.03±0.002 0.47 -1.23 0.04±0.000
3 

0.01±0.003 0.002 -4.00 

IL1-β 0.0006±0.000
1 

0.0006±0.0000
6 

0.67 1.00 0.002±0.00
1 

0.0004±0.000
1 

0.06 -5.00 

TGFβ
1 

0.08±0.00003 0.07±0.001 0.02 -1.14 0.10±0.004 0.11±0.004 0.05 1.10 
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Tabela 7: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos grupos 
controle e ativado Perfil M1. Comparação entre 4 e 24 horas. 

 
  Co mpara

ç 
ão entre 4 e 

24 
horas – M1    

 

Gene 
 

Controle 4h 
 

Controle 24h 
p- 

valo

r 

Fold 

Regulatio

n 

 

Ativado 4h 
 

Ativado 24h 
 

p-valor 
Fold 

Regulatio

n 

CCL2 0.09±0.05 1.31±0.28 0.01 14.5 0.055±0.0003 0.323±0.087 0.03 5.87 

CCL3 0.09±0.01 0.86±0.37 0.07 9.55 0.134±0.013 0.301±0.026 0.01 2.24 

CCL4 0.04±0.01 0.08±0.005 0.07 2.00 0.033±0.0009 0.041±0.002 0.05 1.24 

CXCL2 0.14±0.08 0.27±0.06 0.12 1.92 0.172±0.011 0.091±0.017 0.0068 -1.92 

IL6 0.009±0.006 0.002±0.001 0.21 -4.54 0.020±0.011 0.009±0.0003 0.24 -2.22 

TNFα 0.03±0.01 0.04±0.0003 0.23 1.33 0.030±0.004 0.013±0.003 0.009 -2.32 

IL-1β 0.0006±0.000
2 

0.002±0.001 0.07 3.33 0.0006±0.0001 0.0004±0.000
1 

0.20 -1.51 

TGFβ 0.08±0.00005 0.10±0.004 0.03 1.25 0.074±0.003 0.113±0.004 0.0016 1.52 

 

 
a) Quimiocinas: CCL2, CCL3, CCL4, CXCL2 

 
Em relação a expressão gênica das quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4 e 

CXCL2, os resultados permitiram observar que após o período de 4 horas, não 

houve diferença estatística significante nas células do grupo ativado perfil M1 em 

relação às células do grupo controle (Tabela 6, Figura 4). 

Após o período de 24 horas, houve uma diminuição significante na 

expressão gênica das quimiocinas CCL2 (p<0.05, fold-regulation -4,16), CCL4 

(p<0.001, fold-regulation -2,00) e CXCL2 (p<0.05, fold-regulation -3,00) nas 

células do grupo ativado em relação as células do grupo controle. Na avaliação 

da expressão do gene CCL3 foi observado que não houve diferença estatística 

significante nas células do grupo ativado perfil M1 em relação as células do grupo 

controle (Tabela 6, Figura 4). 

Em relação ao fator tempo, foi possível observar (Tabela 7, Figura 4) que 

houve um aumento significante na expressão gênica de CCL2 (p<0.05, fold- 

regulation 14,5) nas células do grupo controle que permaneceram incubadas por 

24 horas em relação as células do grupo controle que permaneceram incubadas 

por 4 horas. Já com relação a expressão gênica das quimiocinas CCL3, CCL4 e 

CXCL2, não houve diferença estatística significante nas células do grupo 

controle nos períodos avaliados. Além disso, as células do grupo ativado (24h) 

apresentaram um aumento significante na expressão gênica das quimiocinas 
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CCL2 (p<0.05, fold-regulation 5,87) e CCL3 (p<0.05, fold-regulation 2,24) e uma 

diminuição significante na expressão da quimiocina CXCL2 (p<0.01, fold- 

regulation -1,92) em relação as células do grupo ativado (4h). Enquanto que na 

avaliação da expressão do gene CCL4, não houve diferença estatística 

significante nas células do grupo ativado nos diferentes tempos avaliados. 

 
 

 

 

a 

 

 

b 

 

 

c 

 

 

d 

 

Figura 4. Expressão gênica das quimiocinas CCL2/MCP-1 (a), CCL3/MIP-1α (b), CCL4/MIP-1β 

(c), CXCL2/MIP-2α (d) pelo método qPCR array após 24 horas de ativação para perfil M1 e 4 e 

24 horas de incubação após a irradiação. Foram avaliadas culturas de células J774 (1x106 

células/poço) dos grupos controles (sem ativação) e dos grupos ativados (sem irradiação) com 

1μg/mL de LPS de E. coli e 0,2μg/mL de IFN-γ. Barras representam médias e desvio padrão. * 

p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001. 

 
b) Citocinas: IL-6, TNFα, IL-1β, IFNγ, IL-13 

 
Já com relação à expressão de citocinas, os resultados permitiram 

observar que após o período de 4 horas, não houve diferença estatística 
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significante na expressão das citocinas IL- 6, IL-1β e TNFα nas células do grupo 

ativado perfil M1 em relação às células do grupo controle (Tabela 6, Figura 5). 

No período de 24 horas, houve um aumento na expressão de IL- 6 

(p<0.05, fold-regulation 4,50), bem como, uma diminuição nos níveis de 

expressão do gene TNFα (p<0.01, fold-regulation -4,00) nas células do grupo 

ativado em relação às células do grupo controle. Em relação à expressão de IL- 

1β, não houve diferença estatística significante entre as células do grupo controle 

e ativado (Tabela 6, Figura 5). 

Na comparação entre os períodos de 4 e 24 horas, não houve diferença 

na expressão das citocinas IL-1β, TNFα e IL- 6 nas células do grupo controle. 

Por outro lado, foi observado que nas células do grupo ativado houve uma 

diminuição significante na expressão da citocina TNFα (p<0.01, fold-regulation - 

2,32) no período de 24h em relação ao período de 4h. Não houve diferença 

estatística significante na expressão de IL-1β e IL- 6 entre os diferentes 

períodos nas células do grupo ativado (Tabela 7, Figura 5). 

Os genes IFNγ e IL- 13 não foram expressos pelas células presentes 

nestes grupos nessas condições experimentais. 

 
 

 

 

 
A 

 

 

b 
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Figura 5. Expressão gênica das citocinas IL-6 (a), TNFα (b) e IL-1β (c) pelo método qPCR array 

após 24 horas de ativação para perfil M1 e 4 e 24 horas de incubação após a irradiação. Foram 

avaliadas culturas de células J774 (1x106 células/poço) dos grupos controles (sem ativação) e 

dos grupos ativados (sem irradiação) com 1μg/mL de LPS de E. coli e 0,2μg/mL de IFN-γ. Barras 

representam médias e desvio padrão. * p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001. 

 
c) Fatores de crescimento: TGFβ1, IGF1 e VEGFA 

 
Na avaliação da expressão dos fatores de crescimento, foi possível 

observar que, não houve diferença estatística significante na expressão de 

TGFβ1 nas células do grupo ativado para perfil M1 em relação as células do 

grupo controle após os períodos de 4 e 24 horas (Tabela 6, Figura 6). 

Além disso, na comparação entre os tempos de 4 e 24 horas, foi 

observado (Tabela 7, Figura 6) que as células do grupo ativado (24h) 

apresentaram um aumento significante na expressão do gene TGFβ1 (p<0.01, 

fold-regulation 1,52) em relação as células do grupo ativado (4h). Já com relação 

as células do grupo controle, não houve diferença estatística significante na 

expressão deste gene na comparação entre os períodos observados. 

Os genes IGF1 e VEGFA não foram expressos pelas células presentes 

nestes grupos nessas condições experimentais. 

c 
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Figura 6. Expressão gênica do fator de crescimento TGF-β1 pelo método qPCR array após 24 

horas de ativação para perfil M1 e 4 e 24 horas de incubação após a irradiação. Foram avaliadas 

culturas de células J774 (1x106 células/poço) do grupo controle (sem ativação) e do grupo 

ativado (sem irradiação) com 1μg/mL de LPS de E. coli e 0,2μg/mL de IFN-γ. Barras representam 

médias e desvio padrão. * p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001. 

 
4.1.2. Efeito do LBI sobre a expressão gênica de macrófagos - perfil M1 

 
Os dados de expressão dos genes avaliados nos grupos controle (sem 

ativação), ativado (sem irradiação) e ativados e irradiados com LBI de 660nm e 

780 nm nos períodos de 4 e 24 horas estão descritos nas Tabelas 8 e 9 e estão 

representados graficamente nas figuras 6, 7 e 8. Em relação ao efeito da 

irradiação, também foi realizada a comparação entre os períodos de 4 e 24 horas 

(Tabela 10) e os valores foram avaliados estatisticamente. Somente os genes 

que apresentaram diferença estatística significante bem como valores de fold- 

regulation maiores que 1,50 ou menores que -1,50 foram considerados como 

diferencialmente expressos (e estão em negrito). Os genes IFNγ, IL- 13, IGF1 e 

VEGFA não foram expressos pelos macrófagos nos diferentes grupos 

experimentais. 

 
Tabela 8: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos 

grupos ativado e ativados e irradiados com LBI de 660nm e 780 nm Perfil M1. Período de 4 h. 
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Gene 
 

LBI 660 
p- 

valo

r 

Fold- 

regulatio

n 

Ativado 

M1 

 

LBI 780 
 

p-
valor 

Fold- 

regulatio

n 

CCL2 0.11±0.03

3 

0.09 2.20 0.05±0.0003 0.09±0.012 0.03 1.80 

CCL3 0.06±0.01
3 

0.008 -2.17 0.13±0.013 0.10±0.001 0.07 -1.31 

CCL4 0.04±0.00
6 

0.08 1.21 0.033±0.0009 0.035±0.00
6 

0.76 1.06 

CXCL2 0.093±0.0
1 

0.006 -1.85 0.172±0.01 0.20±0.028 0.21 1.16 

IL-6 0.01±0.00
4 

0.48 1.00 0.01±0.005 0.016±0.00
8 

0.78 1.60 

TNF-α 0.01±0.00
2 

0.01 -3.03 0.03±0.004 0.036±0.00
2 

0.49 1.20 

IL1-β 0.06±0.05 0.002 100.0 0.0006±0.000
1 

0.11±0.002 0.0002 183.3 

TGFβ1 0.06±0.00
5 

0.06 -1.17 0.07±0.003 0.11±0.002 0.0007 1.57 

 
 

 

Tabela 9: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos grupos ativado 
e ativados e irradiados com LBI de 660nm e 780 nm Perfil M1. Período de 24 h. 

 
 

Gene 

 
LBI 660 

p- 

val

o r 

Fold- 

regulatio

n 

Ativad

o M1 

 
LBI 780 

p- 

valo

r 

Fold- 

regulatio

n 

CCL2 0.59±0.09 0.03 1.84 0.32±0.08 0.41±0.10 0.30 1.28 

CCL3 0.28±0.007 0.35 -0.93 0.30±0.02 0.17±0.02 0.01 -1.78 

CCL4 0.04±0.0004 0.11 1.00 0.04±0.002 0.03±0.006 0.20 -1.33 

CXCL
2 

0.14±0.009 0.02 1.55 0.09±0.01 0.11±0.01 0.31 1.22 

IL-6 0.01±0.001 0.22 1.11 0.009±0.0003 0.006±0.001 0.04 -1.51 

TNFα 0.02±0.002 0.03 2.00 0.01±0.003 0.01±0.001 0.49 -1.00 

IL1-β 0.0008±0.0000
8 

0.07 2.00 0.0004±0.000
1 

0.0003±0.000
1 

0.43 -1.33 

TGFβ
1 

0.11±0.02 0.83 1.00 0.11±0.004 0.06±0.0007 0.003 -1.85 
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Tabela 10: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos grupos ativado 

e ativados e irradiados com LBI de 660nm e 780 nm Perfil M1. Comparação entre 4 e 24 horas. 

 

Comparação entre 4 e 24 horas 
– M1 

 
Gene 

Ativad

o 4h 

Ativad

o 

24h 

 
p-

valor 

Fold 

Regulatio

n 

LBI 
660 

4h 

LBI 
660 

24h 

 
p-valor 

Fold 

Regulatio

n 

LBI 
780 

4h 

LBI 
780 

24h 

 
p-valor 

Fold 

Regulatio

n 

 
CCL2 

0.055± 

 
0.0003 

0.323± 

 
0.087 

 
0.03 

 
5.87 

0.114± 

 
0.033 

0.595± 

 
0.093 

 
0.01 

 
5.21 

0.09152± 

 
0.01246 

0.419± 

 
0.105 

 
0.03 

 
4.57 

 
CCL3 

0.134± 

 
0.013 

0.301± 

 
0.026 

 
0.01 

 
2.24 

0.066± 

 
0.013 

0.283± 

 
0.007 

 
0.0002 

 
4.28 

0.1081± 

 
0.001229 

0.178± 

 
0.029 

 
0.05 

 
1.64 

 
CCL4 

0.033± 

 
0.0009 

0.041± 

 
0.002 

 
0.05 

 
1.24 

0.046± 

 
0.006 

0.045± 

 
0.0004 

 
0.887 

 
-1.03 

0.03506± 

 
0.006035 

0.033± 

 
0.006 

 
0.77 

 
-1.06 

 
CXCL

2 

0.172± 

 
0.011 

0.091± 

 
0.017 

 
0.0068 

 
-1.92 

0.093± 

 
0.016 

0.143± 

 
0.009 

 
0.0215 

 
1.53 

0.203± 

 
0.028 

0.110± 

 
0.019 

 
0.0183 

 
-1.85 

 
IL6 

0.020± 

 
0.011 

0.009± 

 
0.0003 

 
0.24 

 
-2.22 

0.023± 

 
0.007 

0.010± 

 
0.001 

 
0.10 

 
-2.32 

0.016± 

 
0.008 

0.006± 

 
0.001 

 
0.35 

 
-2.70 

 
TNFα 

0.030± 

 
0.004 

0.013± 

 
0.003 

 
0.009 

 
-2.32 

0.014± 

 
0.002 

0.021± 

 
0.002 

 
0.04 

 
1.50 

0.036± 

 
0.002 

0.011± 

 
0.001 

 
0.004 

 
-3.33 

 
IL-1β 

0.0006± 

 
0.0001 

0.0004± 

 
0.0001 

 
0.20 

 
-1.51 

0.064± 

 
0.005 

0.0008± 

 
0.00008 

 
0.002 

 
-100,0 

0.110± 

 
0.002 

0.0003± 

 
0.0001 

 
0.002 

 
-500,0 

 
TGFβ 

0.074± 

 
0.003 

0.113± 

 
0.004 

 
0.0016 

 
1.52 

0.064± 

 
0.005 

0.113± 

 
0.002 

 
0.0053 

 
1.76 

0.110± 

 
0.002 

0.061± 

 
0.0007 

 
0.0009 

 
-1.81 

 
 

 
a) Quimiocinas: CCL2, CCL3, CCL4, CXCL2 

 
Com relação a expressão de quimiocinas no período de 4 horas, os 

resultados permitiram observar que, houve uma diminuição significante na 

expressão gênica das quimiocinas CCL3 (p<0.01, fold-regulation -2,17) e CXCL2 

(p<0.01, fold-regulation -1,85) nas células que receberam o tratamento com LPS 

e IFN-γ (Perfil m1) mais irradiação com LBI vermelho de 660 nm em relação as 

células do grupo que recebeu somente ativação. Já as quimiocinas CCL2 e 

CCL4 não apresentaram diferença estatística significante nos seus valores de 
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expressão na comparação dos macrófagos presentes nestes grupos avaliados. 

Bem como, foi observado um aumento significante na expressão da quimiocina 

CCL2 (p<0.05, fold-regulation 1,80) nas células do grupo ativado e irradiado com 

LBI de 780 nm em relação as células do grupo ativado M1. Mas, não houve 

diferença estatística significante na expressão dos genes CCL3, CCL4 e CXCL2 

nas células presentes nestes grupos observados no período de 4 horas (Tabela 

8, Figura 7). 

Na avaliação do período de 24 horas, foi possível observar que, houve um 

aumento significante na expressão gênica das quimiocinas CCL2 (p<0.05, fold- 

regulation 1,84) e CXCL2 (p<0.05, fold-regulation 1,55) nas células do grupo 

ativado e irradiado com LBI vermelho de 660nm em relação as células do grupo 

que recebeu somente ativação. Enquanto isso, não houve diferença estatistica 

significante na expressão de CCL3 e CCL4 nas células do grupo ativado e 

irradiado com LBI de 660 nm em relação as células do grupo ativado. Por outro 

lado, houve uma diminuição significante na expressão da quimiocina CCL3 

(p<0.05, fold-regulation -1,78) nas células do grupo ativado e tratado com LBI 

infravermelho de 780nm em relação as células do grupo ativado. Porém, as 

quimiocinas CCL2, CCL4 e CXCL2 não apresentaram diferença estatística 

significante nos seus valores de expressão nos macrófagos presentes nos 

diferentes grupos experimentais avaliados (Tabela 9, Figura 7). 

Além disso, foi realizada a comparação entre os períodos de 4 e 24 horas, 

onde os resultados demonstraram que os macrófagos que receberam o 

tratamento com LPS e IFN-γ apresentaram um aumento significante na 

expressão das quimiocinas CCL2 (p<0.05, fold-regulation 5,87) e CCL3 (p<0.05, 

fold-regulation 2,24) bem como, uma diminuição significante na expressão de 

CXCL2 (p<0.01, fold-regulation -1,92) no período de 24 horas em relação 4 

horas. Não houve diferença estatística significante na expressão de CCL4 na 

comparação dos diferentes tempos de incubação pelos macrófagos ativados. As 

células que receberam o tratamento (Perfil M1) e a irradiação com LBI de 660 

nm apresentaram um aumento significante na expressão das quimiocinas CCL2 

(p<0.05, fold-regulation 5,21), CCL3 (p<0.001, fold-regulation 4,28) e CXCL2 

(p<0.05, fold-regulation 1,53) no período de 24 horas em relação 4 horas. Já em 

relação ao gene CCL4, não houve diferença estatística significante na 

comparação entre os períodos pelos macrófagos ativados e irradiados neste 
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parâmetro dosimétrico. Foi também visto que, os macrófagos ativados e 

irradiados com LBI de 780 nm apresentaram um aumento significante na 

expressão das quimiocinas CCL2 (p<0.05, fold-regulation 4,57), CCL3 (p<0.05, 

fold-regulation 1,64) e uma diminuição significante na expressão de CXCL2 

(p<0.05, fold-regulation -1,85) no período de 24 horas em relação 4 horas. Mas, 

não houve diferença estatística significante na expressão de CCL4 nas células 

presentes neste grupo observado na comparação entre os períodos (Tabela 10, 

Figura 7). 
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Figura 7. Expressão gênica das quimiocinas CCL2/MCP-1 (a), CCL3/MIP-1α (b), CCL4/MIP-1β 

(c), CXCL2/MIP-2α (d) pelo método qPCR array após 24 horas de ativação e 4 e 24 horas de 

incubação após a irradiação. Foram avaliadas culturas de células J774 (1x106 células/poço) dos 

grupos ativados (sem irradiação) com 1μg/mL de LPS de E. coli e 0,2μg/mL de IFN-γ e dos 

grupos ativados e irradiados com LBI vermelho de 660nm e infravermelho de 780 nm. Barras 

representam médias e desvio padrão. * p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001. 

 

b) Citocinas: IL-6, TNFα, IL-1β, IFNγ, IL-13 
 

Em relação à expressão de citocinas, foi observado que após o período 

de 4 horas, houve um aumento significante na expressão da citocina IL-1β 

(p<0.01, fold-regulation 100,0) bem como, uma diminuição significante na 
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expressão de TNFα (p<0.05, fold-regulation -3,03) nas células do grupo ativado 

e irradiado com LBI de 660 nm em relação as células do grupo ativado 

(tratamento com LPS e IFN-γ – Perfil M1). Por outro lado, não houve diferença 

estatística significante na expressão de IL-6 nas células destes grupos 

observados neste período. Já em relação aos macrófagos ativados e irradiados 

com LBI de 780 nm, foi visto que, houve um aumento significante na expressão 

do gene IL-1β (p<0.001, fold-regulation 183,3) em relação aos macrófagos que 

foram apenas ativados para perfil M1. Porém, não houve diferença estatística 

significante na expressão das citocinas IL-6 e TNFα nas células do grupo ativado 

e irradiado nestes parâmetros dosimétricos em relação as células do grupo 

ativado (Tabela 8, Figura 8). 

As análises realizadas nos períodos de 24 horas mostraram que as 

células do grupo ativado e irradiado com LBI de 660 nm apresentaram um 

aumento significante na expressão gênica da citocina TNFα (p<0.05, fold- 

regulation 2,00) em relação as células do grupo somente ativado. Enquanto isso, 

não houve diferença estatística significante na expressão das citocinas IL-1β e 

IL-6 nas células destes grupos avaliados neste período. Além disso, as células 

do grupo ativado e irradiado com LBI de 780 nm, apresentaram uma diminuição 

significante na expressão gênica da citocina IL-6 (p<0.05, fold-regulation -1,51) 

em relação as células do grupo que recebeu somente a ativação. Em relação as 

citocinas IL-1β e TNFα, não houve diferença estatística significante na 

comparação destes dois grupos (Tabela 9, Figura 8). 

Já com relação ao fator tempo, foi feita a comparação entre os períodos 

de 4 e 24 horas e os resultados mostraram que, as células que foram ativadas 

Perfil M1 apresentaram uma diminuição significante na expressão gênica da 

citocina TNFα (p<0.01, fold-regulation -2,32) no período de 24 horas em relação 

ao período de 4 horas. Porém, não houve diferença estatistica significante na 

expressão de IL-6 e IL-1β nas células deste grupo entre os períodos avaliados. 

Os macrófagos que receberam ativação e irradiação com LBI de 660 nm 

apresentaram um aumento significante na expressão de TNFα (p<0.05, fold- 

regulation 1,50), bem como uma diminuição significante na expressão de IL-1β 

(p<0.01, fold-regulation -100,0) no período de 24 horas em relação ao período 

de 4 horas. Mas, não houve diferença estatística significante na expressão de 

IL-6 nas células presentes neste grupo entre os períodos avaliados. Foi possível 
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observar também que, os macrófagos que foram ativados e irradiados com LBI 

de 780 nm apresentaram uma diminuição significante na expressão dos genes 

TNFα (p<0.01, fold-regulation -3,33) e IL-1β (p<0.01, fold-regulation -500,0) no 

período de 24 horas em relação ao período de 4 horas. Enquanto isso, não houve 

diferença estatistica significante na expressão gênica de IL-6 nas células deste 

grupo entre os períodos avaliados (Tabela 10, Figura 8). 

Os genes IFNγ e IL- 13 não foram expressos pelas células presentes 

nestes grupos nessas condições experimentais. 
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Figura 8. Expressão gênica das citocinas IL-6 (a), TNFα (b) e IL-1β (c) pelo método qPCR array 

após 24 horas de ativação e 4 e 24 horas de incubação após a irradiação. Foram avaliadas 

culturas de células J774 (1x106 células/poço) dos grupos ativados (sem irradiação) com 1μg/mL 

de LPS de E. coli e 0,2μg/mL de IFN-γ e dos grupos ativados e irradiados com LBI vermelho de 

660nm e infravermelho de 780 nm. Barras representam médias e desvio padrão. * p<0.05; ** 

p<0.01 e *** p<0.001. 

 
c) Fatores de crescimento: TGFβ1, IGF1 e VEGFA 

 
Sobre a expressão dos fatores de crescimento, os resultados permitiram 

observar que as células do grupo ativado e irradiado com LBI infravermelho de 

780nm apresentaram um aumento significante na expressão gênica de TGFβ1 
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(p<0.001, fold-regulation, 1,57) em relação as células do grupo somente ativado 

com IL-10 e Dexametasona no período de 4 horas. Mas, não houve diferença 

estatística significante na expressão deste gene nas células do grupo ativado e 

irradiado com LBI de 660 nm em relação as células do grupo ativado neste 

período (Tabela 8, Figura 9). 

No período de 24 horas, foi visto que, as células do grupo ativado e irradiado 

com LBI infravermelho de 780nm apresentaram uma diminuição significante na 

expressão gênica de TGFβ1 (p<0.01, fold-regulation, -1,85) em relação as 

células do grupo somente ativado. Por outro lado, as células do grupo ativado e 

tratado com LBI vermelho de 660nm não apresentaram diferença estatística 

significante nos valores de expressão deste gene em relação as células do grupo 

que recebeu somente ativação (Tabela 9, Figura 9). 

Além disso, foi observado que na comparação entre os períodos de 4 e 

24 horas, que as células do grupo ativado e as células do grupo ativado e 

irradiado com LBI de 660 nm apresentaram um aumento significante na 

expressão do gene TGFβ1 (p<0.01, fold-regulation 1,52 e p<0.01, fold-regulation 

1,76 respectivamente) no período de 24 horas em relação ao período de 4 horas. 

Já com relação as células do ativado e irradiado com LBI de 780 nm, houve uma 

diminuição significante na expressão deste fator de crescimento (TGFβ1 - 

p<0.01, fold-regulation -1,81) na comparação destes dois períodos avaliados 

(Tabela 10, Figura 9). 

Não houve expressão gênica dos fatores de crescimento IGF1 e VEGFA, 

pelas células dos respectivos grupos. 
 

 

 
Figura 9. Expressão gênica do fator de crescimento TGF-β1 pelo método qPCR array após 24 

horas de ativação e 4 e 24 horas de incubação após a irradiação. Foram avaliadas culturas de 



51 
 

 
 

células J774 (1x106 células/poço) do grupo ativado (sem irradiação) com 1μg/mL de LPS de E. 

coli e 0,2μg/mL de IFN-γ e dos grupos ativados e irradiados com LBI vermelho de 660nm e 

infravermelho de 780 nm. Barras representam médias e desvio padrão. * p<0.05; ** p<0.01 e *** 

p<0.001. 

 

4.2. Avaliação de produção proteica por macrófagos de perfil M1 irradiados 

com laser - período 24 horas 

 
Para o perfil M1, foi realizada a dosagem de proteínas pelo método de 

Imunoensaio ELISA, de acordo com a produção padrão de quimiocinas, citocinas 

e fatores de crescimento descrita na literatura para este fenótipo (Bosurgi et al. 

2011, Duque & Descoteaux 2014, Martinez & Gordon 2014, Rőszer 2015, Xuan 

et al. 2015), ou seja, as quimiocinas CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP- 

1β), CXCL2 (MIP-2α) e as citocinas IFNγ, IL1β, TNFα e IL-6. 

 
a) CCL2 (MCP-1) 

 
Embora houvesse um aumento na produção de CCL2 nas células do 

grupo ativado quando comparadas com as células do grupo controle (p>0.05), 

bem como, um aumento na produção deste produto nas células do grupo ativado 

e irradiado com LBI de 660 nm em relação às células do grupo somente ativado 

(p>0.05) e por outro lado, as células do grupo ativado e tratado com LBI de 

780nm, apresentaram uma diminuição na produção de CCL2 em relação às 

células do grupo ativado (p>0.05), nenhum destes resultados foi estatisticamente 

significante (Figura 10). 
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Figura 10. Dosagem proteica de CCL2 pelo método ELISA, no sobrenadante das culturas de 

células J774 perfil M1 (1x106 células/poço) do grupo controle (sem ativação) e do grupo ativado 

(sem irradiação) com 1μg/mL de LPS de E. coli e 0,2μg/mL de IFN-γ (por 24 horas) e 

posteriormente irradiados com o LBI nos parâmetros descritos anteriormente. Barras 

representam médias e desvio padrão. 

 
b) CCL3 (MIP-1α) 

 
Na avaliação da produção de CCL3, os resultados permitiram observar 

que houve um aumento na produção deste produto nas células do grupo ativado 

quando comparadas com as células do grupo controle, (p>0.05). Bem como, um 

aumento na produção deste produto nas células do grupo ativado e irradiado 

com LBI de 660 nm em relação as células do grupo somente ativado (p>0.05). 

Por outro lado, as células do grupo ativado e tratado com LBI de 780nm, 

apresentaram uma diminuição na produção de CCL3 em relação as células do 

grupo ativado (p>0.05). No entanto, estes resultados referentes a produção 

deste produto não foram estatisticamente significantes (Figura 11). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11. Dosagem proteica de CCL3 pelo método ELISA, no sobrenadante das culturas de 

células J774 perfil M1 (1x106 células/poço) do grupo controle (sem ativação) e dos grupos 

tratados (sem irradiação) com 1μg/mL de LPS de E. coli e 0,2μg/mL de IFN-γ (por 24 horas) e 

posteriormente irradiados com o LBI nos parâmetros descritos anteriormente. Barras 

representam médias e desvio padrão. 

 

c) CCL4 (MIP-1β) 

 
Já em relação a CCL4, as células do grupo ativado apresentaram um 

aumento significante na produção deste produto em relação as células do grupo 
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controle (p<0.05). Por outro lado, houve uma diminuição na produção desta nas 

células dos grupos ativados e irradiados com LBI de 660 nm e 780 nm em relação 

as células do grupo somente ativado (p>0.05). No entanto, estes resultados 

referentes à produção deste produto não foram estatisticamente significantes na 

comparação entre as células do grupo ativado e as células dos grupos ativados 

tratados com LBI de 660 nm e 780 nm (Figura 12). 

 

 

Figura 12. Dosagem proteica de CCL4 pelo método ELISA, no sobrenadante das culturas de 

células J774 (1x106 células/poço) do grupo controle (sem ativação) e dos grupos tratados (sem 

irradiaç com 1μg/mL de LPS de E. coli e 0,2μg/mL de IFN-γ (por 24 horas) e posteriormente 

irradiados com o LBI nos parâmetros descritos anteriormente. Barras representam médias e 

desvio padrão. * p<0.05. 

 

d) CXCL2 (MIP-2α) 

 
 

Os resultados permitiram observar em relação a produção de CXCL2 que 

as células do grupo ativado apresentaram um aumento na produção desta 

quimiocina em relação as células do grupo controle (p>0.05). Por outro lado, 

houve uma diminuição na produção deste produto nas células dos grupos 

ativados e irradiados com LBI de 660 nm e 780 nm em relação às células do 

grupo somente ativado (p>0.05). No entanto, estes resultados referentes à 

produção deste produto não foram estatisticamente significantes na comparação 

entre as células dos grupos ativado e dos ativados tratados com LBI de 660 nm 

e 780 nm (Figura 13). 
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Figura 13. Dosagem proteica de CXCL2 pelo método ELISA, no sobrenadante das culturas de 

células J774 (1x106 células/poço) do grupo controle (sem ativação) e dos grupos tratados (sem 

irradiação) com 1μg/mL de LPS de E. coli e 0,2μg/mL de IFN-γ (por 24 horas) e posteriormente 

irradiados com o LBI nos parâmetros descritos anteriormente. Barras representam médias e 

desvio padrão. 

 

e) TNFα 

 
 

Em relação a produção de TNFα, foi observado que as células do grupo 

ativado apresentaram um aumento na produção desta quimiocina em relação as 

células do grupo controle (p>0.05), porém não houve diferença estatística 

significante. Por outro lado, houve uma diminuição significante na produção 

desta citocina nas células dos grupos ativado e irradiado com LBI de 780 nm em 

relação às células do grupo somente ativado (p<0.05). Apesar das células do 

grupo ativado e irradiado com LBI de 660nm apresentarem uma diminuição na 

produção de TNFα em relação as células do grupo somente ativado, não houve 

diferença estatística significante na produção desta citocina (Figura 14). 
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Figura 14. Dosagem proteica de TNFα pelo método ELISA, no sobrenadante das culturas de 

células J774 (1x106 células/poço) do grupo controle (sem ativação) e dos grupos tratados (sem 

irradiação) com 1μg/mL de LPS de E. coli e 0,2μg/mL de IFN-γ (por 24 horas) e posteriormente 

irradiados com o LBI nos parâmetros descritos anteriormente. Barras representam médias e 

desvio padrão. * p<0.05. 

 

f) IFNγ 

 
Não houve produção de IFNγ pelas células presentes nos grupos controle 

(sem ativação), ativado (sem irradiação) e os grupos tratados com LBI de 660nm 

e 780nm. 

 
g) IL1-β 

 
Os resultados permitiram observar que não houve produção de IL1-β pelas 

células presentes nos grupos controle (sem ativação), ativado (sem irradiação), 

e os grupos tratados com LBI de 660nm e 780nm. 

 
h) IL-6 

 
 

Já em relação a produção de IL-6 (Figura 15), foi observado que os 

macrófagos do grupo somente ativado apresentaram um aumento significante 

de IL-6 em relação ao grupo controle (p<0.001). Além disso, as células ativadas 

e irradiadas com LBI de 780nm produziram menos IL-6 que as células somente 

ativadas (p<0.001). Apesar das células do grupo ativado e irradiado com LBI de 

660nm apresentarem uma diminuição na produção de IL-6 em relação as células 
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do grupo somente ativado, não houve diferença estatística significante na 

produção desta citocina (p>0.05). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 15. Dosagem proteica de IL-6 pelo método ELISA, no sobrenadante das culturas de 

células J774 (1x106 células/poço) do grupo controle (sem ativação) e dos grupos tratados (sem 

irradiação) com 1μg/mL de LPS de E. coli e 0,2μg/mL de IFN-γ (por 24 horas) e posteriormente 

irradiados com o LBI nos parâmetros descritos anteriormente. Barras representam médias e 

desvio padrão. * p<0.05. 

 

4.3 Painel de expressão gênica e produção proteica Perfil M1- 4 e 24 h 

 
 

Os resultados dos experimentos realizados para o fenótipo M1 estão 

aglutinados na Tabela 11. 
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Tabela 11: Painel de expressão gênica e produção proteica Perfil M1. 

 

PERFIL M1 

Pcr array - 4 e 24 horas Elisa – 24h 

 
 

 
Citocinas 

M1 

 
(Sem Irradiação) 

 
x 

 
M Controle 

M1 + 660 nm 

 
x 

M1 

(Sem Irradiação) 

M1 + 780 nm 

 
x 

M1 

(Sem Irradiação) 

 
 

 
Ativação e Tratamentos 

com Laser 

 
CCL2 

S≠ 

 
 

 
 

4h 

24h 

S≠ 

 

 
 
 

4h 

24h 

 

 

 
S≠ 

4h 

24h 

M1 x M Cont = Aumento 

S≠ M1 660 nm x M1 = 

Aumento S≠ 

M1 780 nm x M1 = Redução S≠ 

 
CCL3 

S≠ 

S≠ 

4h 

24h 

 

 

 
S≠ 

4h 

24h 

S≠ 

 
 

 

4h 

24h 

M1 x M Cont = Aumento 

S≠ M1 660 nm x M1 = 

Aumento S≠ 

M1 780 nm x M1 = Redução S≠ 

 
CCL4 

S≠ 
 

 
 

 

4h 

24h 

S≠ 

S≠ 

4h 

24h 

S≠ 

S≠ 

4h 

24h 

M1 x M Cont = Aumento (p<0.05) 

M1 660 nm x M1 = Redução 

S≠ M1 780 nm x M1 = 

Redução S≠ 

 
CXCL2 

S≠ 

 
 

 

4h 

24h 

         4h 

24h 

S≠ 

S≠ 

4h 

24h 

M1 x M Cont = Aumento S≠ 

M1 660 nm x M1 = Redução 

S≠ M1 780 nm x M1 = 

Redução S≠ 

 
IL-6 

S≠ 

 

 
 

4h 

24h 

S≠ 

S≠ 

4h 

24h 

S≠ 

 
 

 

4h 

24h 

M1 x M Cont = Aumento (p<0.001) 

 
M1 660 nm x M1 = Redução) S≠ 

 
M1 780 nm x M1 = Redução 

(p<0.001) 

 
TNFα 

S≠ 

 
 

 
 

4h 

24h 

         4h 

24h 

S≠ 

S≠ 

4h 

24h 

M1 x M Cont = Aumento S≠ 

M1 660 nm x M1 = Redução 

S≠ 

M1 780 nm x M1 = Redução 
(p<0.05) 

 
IL-1β 

S≠ 

S≠ 

4h 

24h 

 

 
 

S≠ 

4h 

24h 

 

 
 

S≠ 

4h 

24h 

Não houve produção de IL-1β 

 
pelas células dos grupos: controle, 

ativado e ativados e irradiados com 

LBI de 660 nm e 780 nm 

TGF-β1 
S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

4h 

 
24h 

 
----------- 
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IFN-γ 

 
Não houve 

expressão gênica 

 
Não houve 

expressão gênica 

 
Não houve 

expressão gênica 

Não houve produção de IFN-γ 

pelas células dos grupos: controle, 

ativado e ativados e irradiados 

com LBI de 660 nm e 780 nm 

IL-13 
Não houve 

expressão gênica 

Não houve 

expressão gênica 

Não houve 

expressão gênica 
----------

- 

VEGFA 
Não houve 

expressão gênica 

Não houve 

expressão gênica 

Não houve 

expressão gênica 
----------

- 

IGF-1 
Não houve 

expressão gênica 

Não houve 

expressão gênica 

Não houve 

expressão gênica 
----------

- 

 

S≠ (Sem diferença estatística). M Controle (Macrófago sem ativação). M1 (Macrófago ativado 

para perfil M1). ↑ (Aumento). ↓ (Diminuição) 

 
 

 
4.4. Análise de expressão gênica por PCR array – Perfil M2a 

 
4.4.1 Avaliação do efeito do tratamento com IL-4 

 

Os dados de expressão dos genes avaliados no grupo controle e ativado 

perfil M2a (tratamento com IL-4) nos períodos de 4 e 24 horas estão descritos 

nas Tabelas 12 e 13 e estão representados graficamente nas figuras 15, 16 e 

17. O efeito da ativação do perfil M2a em relação ao controle (Tabela 12) bem 

como o efeito desta ativação entre os períodos de 4 e 24 horas foram analisados 

estatisticamente (Tabela 13). Somente os genes que apresentaram diferença 

estatística significante bem como valores de fold-regulation maiores que 1,50 ou 

menores que -1,50 foram considerados como diferencialmente expressos (e 

estão em negrito). 

 
Tabela 12: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos grupos 

controle e ativado Perfil M2a. Períodos de 4 e 24 horas. SE (Sem Expressão). 
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Período 4 
horas 

Período 24 
horas 

Gene Controle Ativado 
M2a 

p-
valor 

Fold- 

regulatio
n 

Controle Ativado M2a p-valor 
Fold- 

regulatio
n 

CCL2 0.18±0.06 0.54±0.148 0.23 3.00 0.93±0.30 0.52±0.14 0.17 -1.81 

CCL3 0.13±0.01 0.35±0.09 0.05 2.69 0.45±0.08 0.44±0.01 0.86 -1.03 

CCL4 0.06±0.006 0.09±0.002 0.01 1.50 0.08±0.002 0.06±0.006 0.06 -1.33 

CXCL
2 

0.14±0.04 0.37±0.08 0.02 2.64 0.94±0.24 1.09±0.030 0.53 1.15 

IL-6 0.01±0.004 0.03±0.01 0.42 3.00 0.14±0.001 0.12±0.03 0.49 -1.17 

TNFα 0.02±0.0006 0.05±0.001 0.0015 2.50 0.04±0.01 0.03±0.009 0.81 -1.33 

IL1-β 0.001±0.000
4 

0.001±0.001 0.44 1.00 0.005±0.002 0.01±0.004 0.19 2.00 

TGFβ
1 

0.09±0.003 0.07±0.009 0.08 -1.29 0.08±0.008 0.13±0.014 0.01 1.62 

VEGF
A 

SE SE SE SE 0.00009±0.0000
5 

0.0002±0.000
1 

0.40 2.20 

 

Tabela 13: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos grupos 

controle e ativado Perfil M2a. Comparação entre 4 e 24 horas. 

 

Comparação entre 4 e 24 horas – 
M2a 

Gene Controle 4h Controle 24h p-valor 
Fold 

Regulation 
Ativado 4h Ativado 24h p-valor 

Fold 

Regulation 

CCL2  0.15±0.07 0.93±0.30 0.04 6.20 0.37±0.27 0.52±0.14 0.45 1.40 

CCL3  0.13±0.01 045±0.08 0.02 3.46 0.35±0.09 0.44±0.018 0.24 1.25 

CCL4  0.06±0.006 0.08±0.002 0.03 1.33 0.09±0.002 0.06±0.006 0.02 -1.51 

CXCL2  0.14±0.04 0.94±0.24 0.03 6.71 0.30±0.14 1.09±0.30 0.05 3.63 

IL6  0.014±0.005 0.14±0.001 0.0007 10.0 0.05±0.03 0.12±0.03 0.09 2.40 

TNFα  0.02±0.0006 0.04±0.01 0.23 2.00 0.05±0.001 0.03±0.009 0.08 -1.66 

IL-1β  0.001±0.0004 0.005±0.002 0.10 5.00 0.001±0.001 0.01±0.004 0.08 10.0 

TGFβ  0.093±0.003 0.08±0.008 0.20 -1.16 0.07±0.009 0.13±0.01 0.01 1.85 

 

a) Quimiocinas: CCL2, CCL3, CCL4, CXCL2 

 
Na figura 16, pode ser observado que após o período de 4 horas houve 

um aumento significante na expressão gênica das quimiocinas CCL3 (p<0.05, 

fold-regulation 2,69), CCL4 (p<0.05, fold-regulation 1,50) e CXCL2 (p<0.05, fold- 

regulation 2,64) nas células do grupo ativado (tratamento com IL-4) em relação 

as células do grupo controle. Por outro lado, com relação a expressão do gene 

CCL2, não houve diferença estatística significante na comparação entre os 

macrófagos presentes nestes grupos que foram avaliados (Tabela 12). 

No período de 24h, os resultados permitiram observar que, não houve 

diferença estatística significante nas células do grupo ativado perfil M2a em 

relação às células do grupo controle na expressão gênica das quimiocinas CCL2, 

CCL3, CCL4 e CXCL2 (Tabela 12, Figura 16). 

Na comparação entre os períodos de 4 e 24 horas, foi visto que houve um 

aumento significante na expressão gênica das quimiocinas CCL2 (p<0.05, fold- 

regulation 6,20), CCL3 (p<0.05, fold-regulation 3,46) e CXCL2 (p<0.05, fold- 
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regulation 6,71) nas células do grupo controle no período de 24 horas em relação 

ao período de 4 horas. Por outro lado, não houve diferença estatística 

significante na expressão de CCL4 nas células do grupo controle nos diferentes 

períodos avaliados. Além disso, as células do grupo ativado apresentaram um 

aumento significante na expressão gênica de CXCL2 (p<0.05, fold-regulation 

3,63) bem como uma diminuição significante na expressão de CCL4 (p<0.05, 

fold-regulation -1,51) no período de 24 horas em relação ao período de 4 horas. 

Já com relação a expressão das quimiocinas CCL2 e CCL3, não houve diferença 

estatística significante entre os diferentes períodos nas células do grupo ativado 

(Tabela 13, Figura 16). 

 
 

 

 
 

a 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
b 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
c 

 

 
 

d 

 

Figura 16. Expressão gênica das quimiocinas CCL2/MCP-1 (a), CCL3/MIP-1α (b), CCL4/MIP-1β 

(c), CXCL2/MIP-2α (d) pelo método qPCR array após 24 horas de ativação para o perfil M2a e 4 

e 24 horas de incubação após a irradiação. Foram avaliadas culturas de células J774 (1x106 

células/poço) dos grupos controles (sem ativação) e dos grupos ativados (sem irradiação) com 

0,01μg/mL de IL- 4. Barras representam médias e desvio padrão. * p<0.05; ** p<0.01 e *** 

p<0.001. 
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b) Citocinas: IL-6, TNFα, IL-1β, IFNγ, IL-13 

 
Já com relação à expressão de citocinas, os resultados permitiram 

observar que após o período de 4 horas, houve um aumento significante na 

expressão gênica da citocina TNFα (p<0.01, fold-regulation 2,50) nas células do 

grupo ativado (tratamento com IL-4) em relação as células do grupo controle. 

Não houve diferença estatística significante na expressão gênica das citocinas 

IL-6 e IL-1β na comparação dos macrófagos destes grupos experimentais 

(Tabela 12, Figura 17). 

Na avaliação do período de 24 horas, foi possível observar que não houve 

diferença estatística significante nos valores de expressão gênica das citocinas 

IL-6, TNFα e IL-1β nas células do grupo ativado em relação as células do grupo 

controle (Tabela 12, Figura 17). 

 
Na comparação entre os períodos de 4 e 24 horas, foi observado que as 

células do grupo controle apresentaram um aumento significante na expressão 

da citocina IL- 6 (p<0.001, fold-regulation -10,0) no período de 24 horas em 

relação ao período de 4 horas. Já em relação a expressão das citocinas IL-1β e 

TNF-α, não houve diferença estatística significante na comparação entre os 

períodos (4 e 24h) no grupo controle. Por outro lado, foi observado que, as 

células do grupo ativado não apresentaram diferença estatística significante nos 

valores de expressão das citocinas IL- 6, IL-1β e TNF-α nos períodos avaliados 

(Tabela 13, Figura 17). 

Os genes IFNγ e IL- 13 não foram expressos pelas células presentes 

nestes grupos nessas condições experimentais. 
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Figura 17. Expressão gênica das citocinas IL-6 (a), TNFα (b) e IL-1β (c) pelo método qPCR array 

após 24 horas de ativação para o perfil M2a e 4 e 24 horas de incubação após a irradiação. 

Foram avaliadas culturas de células J774 (1x106 células/poço) dos grupos controles (sem 

ativação) e dos grupos ativados (sem irradiação) com 0,01μg/mL de IL- 4. Barras representam 

médias e desvio padrão. * p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001. 

 

c) Fatores de crescimento: TGFβ1, IGF1 e VEGFA 
 

De acordo com os resultados avaliados, foi possível observar que, não 

houve diferença estatística significante na expressão gênica do fator de 

crescimento TGFβ1 nas células do grupo ativado perfil M2a em relação as 

células do grupo controle. O gene VEGFA não foi expresso neste período 

avaliado. (Tabela 12, Figura 18). 

Com relação ao período de 24 horas, foi visto que, houve um aumento 

significante na expressão gênica de TGFβ1 (p<0.05, fold-regulation 1,62) nas 

células do grupo ativado em relação as células do grupo controle e não houve 

diferença estatística significante na expressão do fator de crescimento VEGFA 

na comparação destes grupos (Tabela 12, Figura 18). 
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Além disso, na comparação entre os períodos de 4 e 24 horas, foi 

observado que as células do grupo ativado apresentaram um aumento 

significante na expressão do gene TGFβ1 (p<0.05, fold-regulation 1,85) no 

período de 24 horas em relação ao período de 4 horas. Não houve diferença 

estatística significante na expressão deste gene entre os diferentes períodos nas 

células do grupo controle (Tabela 13, Figura 18). 

O gene IGF1 não foi expresso pelas células presentes nestes grupos 

experimentais nos períodos de 4 horas e 24 horas. 

 
 

 

 

a 

 

 
 

b 

 

Figura 18. Expressão gênica dos fatores de crescimento TGF-β1 (a) e VEGFA (b) pelo método 

qPCR array após 24 horas de ativação e 4 e 24 horas de incubação após a irradiação. Foram 

avaliadas culturas de células J774 (1x106 células/poço) dos grupos controles (sem ativação) e 

dos grupos ativados (sem irradiação) com 0,01μg/mL de IL- 4. Barras representam médias e 

desvio padrão. * p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001. 

 

4.4.2. Efeito do LBI sobre a expressão gênica de macrófagos - perfil M2a 

 
 

Os dados de expressão dos genes avaliados nos grupos controle (sem 

ativação), ativado (sem irradiação) e ativados e irradiados com LBI de 660nm e 

780 nm nos períodos de 4 e 24 horas estão descritos nas Tabelas 14 e 15 e 

estão representados graficamente nas figuras 18, 19 e 20. Em relação ao efeito 

da irradiação, também foi realizada a comparação entre os períodos de 4 e 24 

horas (Tabela 16) e os valores foram avaliados estatisticamente. Somente os 

genes que apresentaram diferença estatística significante bem como valores de 

fold-regulation maiores que 1,50 ou menores que -1,50 foram considerados 

como diferencialmente expressos (e estão em negrito). 
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Tabela 14: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos 

grupos ativado e ativados e irradiados com LBI de 660nm e 780 nm. M2a Período de 4 h. 

 

Gene LBI 660 
p- 

valo
r 

Fold- 

regulatio
n 

Ativado 

M2a 
LBI 780 p-

valor 

Fold- 

regulatio
n 

CCL2 0.35±0.10 0.93 -1.06 0.37±0.27 0.31±0.16 0.16 -1.20 

CCL3 0.12±0.01 0.05 -2.94 0.35±0.09 0.20±0.04 0.12 -1.75 

CCL4 0.07±0.02 0.37 -1.29 0.09±0.002 0.06±0.002 0.0009 -1.51 

CXCL2 0.09±0.004 0.03 -4.16 0.37±0.08 0.24±0.11 0.22 -1.56 

IL-6 0.06±0.02 0.37 -1.33 0.08±0.01 0.01±0.008 0.13 -8.33 

TNF-α 0.02±0.006 0.01 -2.50 0.05±0.001 0.05±0.001 0.58 1.00 

IL1-β 0.0003±0.0000
5 

0.19 -3.33 0.001±0.00
1 

0.001±0.000
8 

0.57 1.00 

TGFβ1 0.05±0.004 0.12 1.40 0.07±0.009 0.11±0.01 0.03 1.57 

 
Tabela 15: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos grupos 

ativado e ativados e irradiados com LBI de 660nm e 780 nm. M2a Período 24h. 

 
 

Gene 

 
LBI 660 

p- 

val

o 

r 

Fold- 

regulatio

n 

 
Ativado M2a 

 
LBI 780 

p- 

valo

r 

Fold- 

regulatio

n 

CCL2 1.13±0.44 0.15 2.17 0.52±0.14 0.78±0.23 0.21 1.50 

CCL3 0.41±0.01 0.17 -1.07 0.44±0.01 0.27±0.02 0.002 -1.63 

CCL4 0.08±0.01 0.16 1.33 0.06±0.006 0.07±0.003 0.19 1.16 

CXCL2 1.43±0.32 0.28 1.31 1.09±0.30 1.25±0.45 0.65 1.14 

IL-6 0.13±0.04 0.74 1.08 0.12±0.03 0.08±0.02 0.15 -1.50 

TNFα 0.06±0.02 0.28 2.00 0.03±0.009 0.02±0.005 0.06 -1.50 

IL1-β 0.004±0.002 0.14 -2.50 0.01±0.004 0.001±0.0002 0.07 -10.0 

TGFβ1 0.12±0.03 0.69 -1.08 0.13±0.01 0.07±0.009 0.009 -1.88 

VEGFA 0.0003±0.000

1 

0.37 1.50 0.0002±0.000

1 

0.0001±0.000

1 

0.66 -2.00 

 
Tabela 16: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos grupos ativado 

e ativados e irradiados com LBI de 660nm e 780 nm Perfil M2a. Comparação entre 4 e 24 horas. 

 
Comparação entre 4 e 24 horas – 

M2a 

Gene 
Ativado 

4h 

Ativado 

24h 

p- 

valor 

Fold 

Regulation 

LBI 660 

4h 

LBI 660 

24h 
p-valor 

Fold 

Regulation 

LBI 780 

4h 

LBI 780 

24h 
p-valor 

Fold 

Regulation 

 
CCL2  

0.37± 

 
0.27 

0.52± 

 
0.14 

 
0.45 

 
1.40 

0.35± 

 
0.10 

1.13± 

 
0.44 

 
0.09 

 
3.22 

0.31± 

 
0.16 

0.78± 

 
0.23 

 
0.06 

 
2.51 

 
CCL3  

0.35± 

 
0.09 

0.44± 

 
0.018 

 
0.24 

 
1.25 

0.12± 

 
0.01 

0.41± 

 
0.01 

 
0.0003 

 
3.41 

0.20± 

 
0.004 

0.27± 

 
0.02 

 
0.10 

 
1.35 

 
CCL4  

0.09± 

 
0.002 

0.06± 

 
0.006 

 
0.02 

 
-1.51 

0.07± 

 
0.02 

0.08± 

 
0.01 

 
0.60 

 
1.14 

0.06± 

 
0.002 

0.07± 

 
0.003 

 
0.05 

 
1.16 

 
CXCL2  

0.30± 

 
0.14 

1.09± 

 
0.30 

 
0.05 

 
3.63 

0.09± 

 
0.004 

1.43± 

 
0.32 

 
0.01 

 
15.8 

0.24± 

 
0.11 

1.25± 

 
0.45 

 
0.06 

 
5.20 

IL6  0.05± 0.12± 0.09 2.40 0.06± 0.13± 0.13 2.16 0.01± 0.08± 0.04 8.00 



65 
 

 
 

 0.03 0.03   0.02 0.04   0.008 0.02   

 
TNFα  

0.05± 

 
0.001 

0.03± 

 
0.009 

 
0.08 

 
-1.66 

0.02± 

 
0.006 

0.06± 

 
0.02 

 
0.11 

 
3.00 

0.05± 

 
0.001 

0.02± 

 
0.005 

 
0.008 

 
-2.50 

 
IL-1β  

0.001± 

 
0.001 

0.0004± 

 
0.0001 

 
0.21 

 
2.50 

0.0003± 

 
0.00005 

0.0008± 

 
0.00008 

 
0.002 

 
2.66 

0.001± 

 
0.0008 

0.0003± 

 
0.0001 

 
0.22 

 
-103 

 
TGFβ  

0.07± 

 
0.009 

0.13± 

 
0.01 

 
0.01 

 
1.85 

0.05± 

 
0.004 

0.12± 

 
0.03 

 
0.09 

 
2.40 

0.11± 

 
0.01 

0.07± 

 
0.009 

 
0.02 

 
-1.58 

 
 

 

a) Quimiocinas: CCL2, CCL3, CCL4, CXCL2 

 
Após o período de 4 horas, foi observada uma diminuição significante na 

expressão gênica das quimiocinas CCL3 (p<0.05, fold-regulation -2,94) e CXCL2 

(p<0.05, fold-regulation -4,16) nas células do grupo ativado que recebeu a 

irradiação com LBI vermelho de 660nm em relação as células do grupo que 

recebeu somente ativação com IL-4 para um Perfil M2a. Já as quimiocinas CCL2 

e CCL4 não apresentaram diferença estatística significante nos seus valores de 

expressão na comparação dos macrófagos destes grupos avaliados. Por outro 

lado, na avaliação do efeito do LBI de 780 nm, foi possível observar que após 4 

horas de incubação, os macrófagos irradiados neste parâmetro dosimétrico 

apresentaram uma diminuição significante na expressão da quimiocina CCL4 

(p<0.001, fold-regulation -1,51) em relação aos macrófagos ativados. No 

entanto, não houve diferença estatística significante na expressão dos genes 

CCL2, CCL3 e CXCL2 na comparação destes grupos no período de 4 horas 

(Tabela 14, Figura 19). 

Nos ensaios realizados no período de 24 horas, os resultados permitiram 

observar que não houve diferença estatística significante na expressão das 

quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4 e CXCL2 entre as células do grupo ativado e 

irradiado com LBI vermelho de 660nm em relação as células do grupo que 

recebeu somente o tratamento com IL-4. Todavia, houve uma diminuição 

significante na expressão gênica da citocina CCL3 (p<0.01, fold-regulation -1,63) 

nas células do grupo ativado e irradiado com LBI infravermelho de 780nm em 

relação as células do grupo ativado. Os genes CCL2, CCL4 e CXCL2 não 

apresentaram diferença estatística significante nos seus valores de expressão, 
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entre as células do grupo ativado e irradiado (LBI 780 nm) em relação as células 

do grupo ativado (Tabela 15, Figura 19). 

Na comparação entre os períodos de 4 e 24 horas, os macrófagos que 

receberam o tratamento com IL-4 apresentaram um aumento significante na 

expressão de CXCL2 (p<0.05, fold-regulation 3,63) e uma diminuição significante 

na expressão de CCL4 (p<0.05, fold-regulation -1,51) no período de 24 horas em 

relação 4 horas. Não houve diferença estatística significante na expressão das 

quimiocinas CCL2 e CCL3 na comparação dos diferentes tempos de incubação 

pelos macrófagos ativados. As células que receberam o tratamento com IL-4 e 

a irradiação com LBI de 660 nm apresentaram um aumento significante na 

expressão das quimiocinas CCL3 (p<0.001, fold-regulation 3,41) e CXCL2 

(p<0.05, fold-regulation 15,8) no período de 24 horas em relação 4 horas. Em 

relação as quimiocinas CCL2 e CCL4, não houve diferença estatística 

significante na comparação entre os períodos pelos macrófagos ativados e 

irradiados neste parâmetro dosimétrico. Os macrófagos ativados e irradiados 

com LBI de 780 nm não apresentaram diferença estatística significante nos 

valores de expressão gênica das quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4 e CXCL2 na 

comparação entre os períodos de 4 e 24 horas (Tabela 16, Figura 19). 

 
 
 
 
 
 

 
a 

 

 
 

b 

 

 

 
c 

 

 

d 
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Figura 19. Expressão gênica das quimiocinas CCL2/MCP-1 (a), CCL3/MIP-1α (b), CCL4/MIP-1β 

(c), CXC2/MIP-2α (d) pelo método qPCR array após 24 horas de ativação e 4 e 24 horas de 

incubação após a irradiação. Foram avaliadas culturas de células J774 (1x106 células/poço) do 

grupo ativado (sem irradiação) com 0,01μg/mL de IL-4 e dos grupos ativados e irradiados com 

LBI vermelho de 660nm e infravermelho de 780 nm. Barras representam médias e desvio padrão. 

* p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001. 

 
b) Citocinas: IL-6, TNFα, IL-1β, IFNγ, IL-13 

 
Com relação a avaliação das citocinas, os resultados permitiram observar 

que após o período de 4 horas, houve uma diminuição significante na expressão 

gênica de TNFα (p<0.05, fold-regulation -2,50) nas células do grupo ativado e 

irradiado com LBI de 660 nm em relação as células do grupo ativado (tratamento 

com IL-4). Por outro lado, não houve diferença estatística significante na 

expressão das citocinas IL-6 e IL-1β nas células do grupo ativado que recebeu 

o tratamento com LBI de 660 nm em relação as células do grupo ativado. Bem 

como, também foi observado que não houve diferença estatística significante na 

expressão dos genes IL-6, TNFα e IL-1β nos macrófagos do grupo ativado e 

irradiado com LBI de 780 nm em relação aos macrófagos do grupo que recebeu 

somente ativação (Tabela 14, Figura 20). 

Após o período de 24 horas, foi possível observar que não houve 

diferença estatística significante na expressão das citocinas IL-6, TNFα e IL-1β 

nos macrófagos dos grupos ativados e irradiados com LBI de 660nm e 780 nm 

em relação aos macrófagos do grupo que recebeu somente ativação (Tabela 15, 

Figura 20). 

Já em relação ao fator tempo, foi visto que as células que receberam o 

tratamento com IL-4 não apresentaram diferença estatística significante nos 

valores de expressão das citocinas IL-6, TNFα e IL-1β no período de 24 horas 

em relação 4 horas. Já as células que receberam ativação e irradiação com LBI 

de 660 nm apresentaram um aumento significante de IL-1β (p<0.01, fold- 

regulation 2,66) no período de 24 horas em relação ao período de 4 horas. Mas, 

não houve diferença estatística significante na expressão de IL-6 e TNFα nas 

células presentes neste grupo entre os períodos avaliados. Foi possível observar 

também que, os macrófagos que foram ativados e irradiados com LBI de 780 nm 

apresentaram um aumento significante na expressão de IL-6 (p<0.05, fold- 

regulation 8,00) bem como uma diminuição significante na expressão de TNFα 

(p<0.01, fold-regulation -2,50) no período de 24 horas em relação ao período de 
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4 horas. Enquanto isso, não houve diferença estatistica significante na 

expressão de IL-1β nas células deste grupo entre os períodos avaliados (Tabela 

16, Figura 20). 

Os genes IFNγ e IL- 13 não foram expressos pelas células presentes 

nestes grupos nessas condições experimentais. 

 
 

 

a 

 

 

b 

 

 

c 

 

 

Figura 20. Expressão gênica das citocinas IL-6 (a), TNFα (b) e IL-1β (c) pelo método qPCR array 

após 24 horas de ativação e 4 e 24 horas de incubação após a irradiação. Foram avaliadas 

culturas de células J774 (1x106 células/poço) dos grupos ativados (sem irradiação) com 

0,01μg/mL de IL-4 e dos grupos ativados e irradiados com LBI vermelho de 660nm e 

infravermelho de 780 nm. Barras representam médias e desvio padrão. * p<0.05; ** p<0.01 e *** 

p<0.001. 

 
c) Fatores de crescimento: TGFβ1, IGF1 e VEGFA 

 
Nos ensaios realizados no período de 4 horas, foi possível observar um 

aumento significante na expressão gênica do fator de crescimento TGFβ1 

(p<0.05, fold-regulation 1,57) nas células do grupo ativado e irradiado com LBI 

de 780 nm em relação as células do grupo somente ativado (tratamento com IL- 

4). Porém, neste período, não houve diferença estatistica significante na 

expressão deste gene entre as células do grupo ativado e irradiado com LBI de 

660 nm e as células do grupo ativado. O gene VEGFA não foi expresso pelos 
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macrófagos presentes nestes grupos experimentais no período de 4 horas 

(Tabela 14, Figura 21). 

Na avaliação da expressão de fatores de crescimento no período de 24 

horas, foi visto que que houve uma diminuição significante na expressão gênica 

do fator de crescimento TGFβ1 (p>0.05, fold-regulation -1,88) nas células do 

grupo ativado e irradiado com LBI de 780 nm em relação as células do grupo 

somente ativado (tratamento com IL-4). Mas, não houve diferença estatistica 

significante na expressão de VEGFA entre as células do grupo ativado e 

irradiado nestes parâmetros dosimétricos em relação as células do grupo 

ativado. Além disso, foi observado que os macrófagos do grupo ativado e 

irradiado com LBI de 660 nm não apresentaram diferença estatística significante 

nos valores de expressão dos genes TGFβ1 e VEGFA em relação as células do 

grupo que recebeu somente ativação (Tabela 15, Figura 21). 

Em relação a avaliação da expressão gênica do fator de crescimento 

TGFβ1 na comparação entre os períodos de 4 e 24 horas, os resultados 

permitiram observar que as células que receberam o tratamento com IL-4 

apresentaram um aumento significante na expressão deste gene no período de 

24 horas em relação ao período de 4 horas. Já as células do grupo ativado e 

irradiado com LBI de 780 nm, apresentaram uma diminuição significante na 

expressão deste fator de crescimento no período de 24h em relação ao período 

de 4h. Por outro lado, não houve diferença estatística significante na expressão 

de TGFβ1 nos macrófagos do grupo ativado e irradiado com LBI de 660 entre os 

períodos avaliados. Como o gene VEGFA não foi expresso pelas células dos 

grupos experimentais no período de 4 horas, não foi possível realizar a 

comparação entre os diferentes períodos avaliados para este gene (Tabela 16, 

Figura 21). 

O gene IGF1 não foi expresso pelas células presentes nestes grupos 
experimentais nos períodos de 4 horas e 24 horas. 
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a 

 

 

b 

 

Figura 21. Expressão gênica dos fatores de crescimento TGF-β1 (a) e VEGFA (b) pelo método 

qPCR array após 24 horas de ativação e 4 e 24 horas de incubação após a irradiação. Foram 

avaliadas culturas de células J774 (1x106 células/poço) dos grupos ativados (sem irradiação) 

com 0,01μg/mL de IL-4 e dos grupos ativados e irradiados com LBI vermelho de 660nm e 

infravermelho de 780 nm. Barras representam médias e desvio padrão. * p<0.05; ** p<0.01 e *** 

p<0.001. 

 

4.5. Avaliação de produção proteica por macrófagos de perfil M2a 

irradiados com laser - período 24 horas 

 
Foi realizada a avaliação das proteínas IL-13, VEGFA, IGF1 e TGFβ-1, 

que estão descritas na literatura como produtos do fenótipo M2a (Bosurgi et al. 

2011, Duque & Descoteaux 2014, Martinez & Gordon 2014, Rőszer 2015, Xuan 

et al. 2015). 

 
 

a) IL-13 
 

Não houve produção de IL-13 pelas células presentes nos grupos controle 

(sem ativação), ativado (sem irradiação) e os grupos tratados com LBI de 660nm 

e 780nm. 

 
b) TGFβ1 

 
Foram realizados os testes de Imunoensaio ELISA para avaliar a síntese 

proteica do fator de crescimento TGFβ1 através do sobrenadante das células 

presentes nos grupos controle (sem ativação), ativado (sem irradiação), ativados 

e irradiados com LBI de 660 nm e 780 nm no período de 24 horas. Os ensaios 

foram realizados duas vezes nas amostras descritas anteriormente e uma vez 

em amostras provenientes de outras análises. Os testes foram feitos de acordo 

http://www.jleukbio.org/search?author1=Wenjuan%2BXuan&sortspec=date&submit=Submit
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com o fabricante, porém, não apresentaram os resultados esperados nos testes 

da curva padrão do kit R&D Mouse TGFβ1 – DUO SET® DEVELOPMENT 

SYSTEM (DY71679), bem como, não houve produção de TGFβ1 pelas células 

presentes nestes grupos. Portanto, será necessária uma nova análise do kit junto 

com um responsável pelo produto avaliado. 

 
c) VEGFA 

 
Os resultados permitiram observar que em relação a produção de VEGFA, 

as células do grupo ativado apresentaram um aumento na produção deste fator 

de crescimento em relação as células do grupo controle (p>0.05). Por outro lado, 

houve uma diminuição na produção deste produto nas células do grupo ativado 

e irradiado com LBI de 660 nm, bem como, um aumento nas células do grupo 

ativado e tratado com LBI de 780 nm em relação as células do grupo somente 

ativado (p>0.05). No entanto, estes resultados referentes a produção deste fator 

de crescimento permitiram observar que, não houve diferença estatística 

significante (Figura 22). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 22. Dosagem proteica de VEGFA pelo método ELISA, no sobrenadante das culturas de 

células J774 (1x106 células/poço) do grupo controle (sem ativação) e do grupo ativado (sem 

irradiação) com 0,1μg/mL de IL-4 (por 24 horas) e posteriormente irradiados com o LBI nos 

parâmetros descritos anteriormente. Barras representam médias e desvio padrão. 
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4.6. Painel de expressão gênica e produção proteica Perfil M2a – 4 e 24 h 

 
 

Os resultados dos experimentos realizados para o fenótipo M2c estão 

aglutinados na Tabela 17. 

 
Tabela 17: Painel de expressão gênica e produção proteica Perfil M2a. 

 

PERFIL M2a 

Pcr array – 4 e 24 horas Elisa – 24h 

 

 
Citocinas 

M2a 

x 

M Controle 

M2a+ 660 nm 

x 

M2a 

M2a+ 780 nm 

x 

M2a 

 

Ativação e Tratamentos 

com Laser 

 

CCL2 

S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

 

----------- 

 

CCL3 
 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

S≠ 
 

 

4h 

 
24h 

 

----------- 

 

CCL4 

 

 
 

S≠ 

4h 

 
24h 

S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

 

----------- 

 
CXCL2 

 

 
 

S≠ 

4h 

 
24h 

 

 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

 
----------- 

 
IL-6 

S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

 
----------- 

 
TNF-α 

 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

 

 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

 
----------- 

 

IL-1β 

S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

S≠ 

 
S≠ 

4h 

 
24h 

 

----------- 

 
 

TGF-β1 

 
 

S≠ 
 

 
 
 

 
 

4h 

24h 

 
 

S≠ 

S≠ 

 
 

4h 

24h 

 
 

         4h 

24h 

Os ensaios foram realizados de 

acordo com o fabricante, porém, 

não apresentaram os resultados 

esperados nos testes da curva 

padrão do kit R&D Mouse TGFβ1 – 

DUO SET®, bem como, não houve 

produção de TGFβ1 pelas células 

presentes nos 4 grupos. 

 

VEGFA 

 
NE 

 
S≠ 

4h 

24h 

 
NE 

 
S≠ 

4h 

24h 

 
NE 

 
S≠ 

4h 

24h 

M2a x M Cont = Aumento S≠ 

M2a 660 nm x M2a = Redução 

S≠) 

M2a 780 nm x M2a = Aumento S≠ 
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IFN-γ 
Não houve 

expressão 

gênica 

Não houve 

expressão 

gênica 

Não houve 

expressão 

gênica 

----------- 

 
IL-13 

 

Não houve 

expressão 

gênica 

 

Não houve 

expressão 

gênica 

 

Não houve 

expressão 

gênica 

 
----------- 

 
IGF-1 

Não houve 

expressão 

gênica 

Não houve 

expressão 

gênica 

Não houve 

expressão 

gênica 

 
----------- 

 

M Controle (Macrófago sem ativação). M2a (Macrófago ativado para perfil M2a). 

↑ (Aumento). ↓ (Diminuição) S≠ (Sem diferença estatística) 

 
 

4.7. Análise de expressão gênica por PCR array – Perfil M2c 

 
4.7.1. Avaliação do efeito do tratamento com IL-10 e dexametasona 

 
Os valores de expressão dos genes avaliados no grupo controle e ativado 

perfil M2c (IL-10 e Dexametasona) nos períodos de 4 e 24 horas estão descritos 

nas Tabelas 18 e 19 e estão representados graficamente nas figuras 22, 23 e 

24. O efeito da ativação do perfil M2c em relação ao controle (Tabela 18) bem 

como o efeito desta ativação entre os períodos de 4 e 24 horas foram analisados 

estatisticamente (Tabela 19). Somente os genes que apresentaram diferença 

estatística significante bem como valores de fold-regulation maiores que 1,50 ou 

menores que -1,50 foram considerados como diferencialmente expressos (e 

estão em negrito). Os genes IFNγ, IL- 13, IGF1 e VEGFA não foram expressos 

pelos macrófagos de ambos os grupos. 

 
Tabela 18: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos grupos 

controle e ativado Perfil M2c. Períodos de 4 e 24 horas. 

 

Período 4 
horas 

Período 24 
horas 

Gene Controle Ativado M2c p-
valor 

Fold- 

regulatio
n 

Controle Ativado M2c p-
valor 

Fold- 

regulatio
n 

CCL2 0.05±0.01 0.05±0.02 0.93 1.00 0.54±0.01 0.58±0.06 0.38 1.07 

CCL3 0.06±0.03 0.10±0.03 0.50 1.66 0.18±0.02 0.41±0.08 0.04 2.27 

CCL4 0.02±0.01 0.04±0.02 0.46 2.00 0.02±0.005 0.05±0.01 0.06 2.50 

CXCL
2 

0.08±0.01 0.14±0.01 0.01 1.75 0.04±0.007 0.11±0.07 0.21 2.75 

IL-6 0.009±0.002 0.004±0.002 0.14 -2.27 0.0003±0.0001 0.0008±0.0002 0.07 2.66 

TNFα 0.03±0.0002 0.03±0.004 0.90 1.00 0.04±0.009 0.05±0,007 0.28 1.25 

IL1-β 0.0003±0.0000
5 

0.0003±0.0000
7 

0.88 1.00 0.0009±0.0000
6 

0.002±0.0002 0.01 2.22 

TGFβ
1 

0.08±0.003 0.07±0.006 0.19 -1.14 0.10±0.002 0.20±0.05 0.08 2.00 

 
Tabela 19: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos grupos 

controle e ativado Perfil M2c. Comparação entre 4 e 24 horas. 
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  C omparaçã
o 

entre 4 e 
24 

horas – M2c    

Gene Controle 4h Controle 24h p-valor 
Fold 

Regulatio
n 

Ativado 4h Ativado 24h 
p- 

valo
r 

Fold 

Regulatio
n 

CCL2 0.05±0.01 0.54±0.01 0.0001 10.8 0.05±0.02 0.58±0.06 0.005 11.6 

CCL3 0.06±0.03 0.18±0.02 0.01 3.00 0.13±0.07 0.41±0.08 0.02 3.15 

CCL4 0.029±0.01 0.027±0.005 0.80 -1.07 0.04±0.02 0.05±0.01 0.37 1.25 

CXCL
2 

0.08±0.01 0.04±0.007 0.04 -2.00 0.14±0.01 0.11±0.07 0.64 -1.28 

IL6 0.009±0.002 0.0003±0.001 0.02 -33.3 0.007±0.005 0.0008±0.0002 0.16 -9.09 

TNFα 0.03±0.0002 0.04±0.009 0.36 1.33 0.03±0.004 0.05±0.007 0.05 1.66 

IL-1β 0.0003±0.00005 0.0009±0.00006 0.001 3.00 0.0003±0.00007 0.002±0.0002 0.006 6.66 

TGFβ 0.085±0.003 0.10±0.002 0.004 1.17 0.07±0.006 0.20±0.05 0.05 2.85 

 

a) Quimiocinas: CCL2, CCL3, CCL4, CXCL2 

 
Em relação ao período de 4 horas, os resultados permitiram observar que 

houve um aumento significante na expressão gênica de CXCL2 (p<0.05, fold- 

regulation 1,75) nas células do grupo ativado (tratamento com IL-10 + 

Dexametasona) em relação as células do grupo controle. No entanto, as 

quimiocinas CCL2, CCL3 e CCL4 não apresentaram diferença estatística 

significante nos valores de expressão gênica na comparação entre os 

macrófagos destes grupos experimentais (Tabela 18, Figura 23). 

Em 24 horas, foi observado que houve um aumento significante na 

expressão gênica da quimiocina CCL3 (p<0.05, fold-regulation 2,27) nas células 

do grupo ativado em relação as células do grupo controle. Já em relação a 

expressão gênica das quimiocinas CCL2, CCL4 e CXCL2, não houve diferença 

estatística significante na comparação dos grupos avaliados. (Tabela 18, Figura 

23). 

Em relação ao fator tempo, na Figura 23 foi possível observar que houve 

um aumento significante na expressão gênica das quimiocinas CCL2 (p<0.001, 

fold-regulation 10,8) e CCL3 (p<0.05, fold-regulation 3,00, bem como, uma 

diminuição significante nos níveis de expressão de CXCL2 (p<0.05, fold- 

regulation -2,00) nas células do grupo controle no período de 24 horas em 

relação ao período de 4 horas. Não houve diferença estatística significante na 

expressão de CCL4 entre os diferentes períodos nas células do grupo controle. 

Além disso, as células do grupo ativado apresentaram um aumento significante 

na expressão gênica das quimiocinas CCL2 (p<0.01, fold-regulation 11,6) e 

CCL3 (p<0.05, fold-regulation 3,15) no período de 24 horas em relação ao 
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período de 4 horas. Enquanto isso, não houve diferença estatística significante 

na expressão dos genes CCL4 e CXCL2 nas células do grupo ativado entre dois 

períodos avaliados (Tabela 19). 

 
 

 

 

 
a 

 

 

b 

 

c 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
d 

 

Figura 23. Expressão gênica das quimiocinas CCL2/MCP-1 (a), CCL3/MIP-1α (b), CCL4/MIP-1β 

(c), CXCL2/MIP-2α (d) pelo método qPCR array após 24 horas de ativação e 4 e 24 horas de 

incubação após a irradiação. Foram avaliadas culturas de células J774 (1x106 células/poço) dos 

grupos controles (sem ativação) e dos grupos ativados (sem irradiação) com 0,01μg/mL de IL- 

10 e 0,08 μg/mL de Dexametasona. Barras representam médias e desvio padrão. * p<0.05; ** 

p<0.01 e *** p<0.001. 

 
b) Citocinas: IL-6, TNFα, IL-1β, IFNγ, IL-13 

 
Na expressão de citocinas, os resultados permitiram observar que após o 

período de 4 horas, não houve diferença estatística significante na expressão 

das citocinas IL- 6, IL-1β e TNFα nas células do grupo ativado (tratamento com 
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IL-10 + Dexametasona) perfil M2c em relação às células do grupo controle 

(Tabela 18, Figura 24). 

No período de 24 horas, houve um aumento significante na expressão 

gênica da citocina IL-1β (p<0.05, fold-regulation 2,22) nas células do grupo 

ativado em relação as células do grupo controle. Em relação à expressão dos 

genes IL-6 e TNFα, não houve diferença estatística significante entre as células 

do grupo controle e ativado (Tabela 18, Figura 24). 

 

Comparando os períodos de 4 e 24 horas, foi visto que as células do grupo 

controle apresentaram um aumento significante na expressão da citocina IL-1β 

(p<0.01, fold-regulation 3,00), bem como, uma diminuição significante na 

expressão do gene IL- 6 (p<0.05, fold-regulation -33,3) no período de 24 horas 

em relação ao período de 4 horas. Como também foi observado que não houve 

diferença estatística significante na expressão de TNFα nas células do grupo 

controle entre os diferentes períodos avaliados. Por outro lado, foi observado 

que nas células do grupo ativado, houve um aumento significante na expressão 

gênica das citocinas IL-1β (p>0.01, fold-regulation 6,66) e TNF-α (p<0.05, fold- 

regulation 1,66) no período de 24 horas em relação ao período de 4 horas. Não 

houve diferença estatística significante na expressão de IL- 6 entre os diferentes 

períodos nas células do grupo ativado (Tabela 19, Figura 24). 

Os genes IFNγ e IL- 13 não foram expressos pelas células presentes 

nestes grupos nessas condições experimentais. 

 
 

 

a 

 

 
 

b 
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Figura 24. Expressão gênica das citocinas IL-6 (a), TNFα (b) e IL-1β (c) pelo método qPCR array 

após 24 horas de ativação e 4 e 24 horas de incubação após a irradiação. Foram avaliadas 

culturas de células J774 (1x106 células/poço) dos grupos controles (sem ativação) e dos grupos 

ativados (sem irradiação) com 0,01μg/mL de IL- 10 e 0,08 μg/mL de Dexametasona. Barras 

representam médias e desvio padrão. * p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001. 

 

c) Fatores de crescimento: TGFβ1, IGF1 e VEGFA 

 
Na avaliação da expressão do fator de crescimento TGFβ1, foi possível 

observar que não houve diferença estatística significante na expressão deste 

gene nas células do grupo ativado (tratamento com IL-10 + Dexametasona) em 

relação as células do grupo controle nos períodos de 4 e 24 horas (Tabela 18, 

Figura 25). 

Por outro lado, foi observado que na comparação entre os períodos de 4 

e 24 horas, as células do grupo ativado apresentaram um aumento significante 

na expressão do gene TGFβ1 (p<0.05, fold-regulation 2,85) no período de 24 

horas em relação ao período de 4 horas. Já com relação as células do grupo 

controle, não houve diferença estatística significante na expressão deste gene 

na comparação entre os períodos observados (Tabela 19, Figura 25). 

 
Os genes IGF1 e VEGFA não foram expressos pelas células presentes 

nestes grupos nessas condições experimentais. 

c 
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Figura 25. Expressão gênica do fator de crescimento TGF-β1 pelo método qPCR array após 24 

horas de ativação e 4 e 24 horas de incubação após a irradiação. Foram avaliadas culturas de 

células J774 (1x106 células/poço) do grupo controle (sem ativação) e do grupo ativado (sem 

irradiação) com 0,01μg/mL de IL- 10 e 0,08 μg/mL de Dexametasona. Barras representam 

médias e desvio padrão. * p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001. 

 
4.7.2. Efeito do LBI sobre a expressão gênica de macrófagos – Perfil M2c 

 
 

Na avaliação das irradiações com LBI de 660 nm e 780 nm, os macrófagos 

J774 foram ativados por 24 horas com 0,01μg/mL de IL- 10 e 0,08 μg/mL de 

Dexametasona (Perfil M2c) e foi avaliada a expressão gênica (qPCR array) das 

quimiocinas CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β), CXCL2 (MIP-2α); 

citocinas: IL-1β, IFNγ, IL-6, TNFα, IL-13 e fatores de crescimento TGFβ1, IGF1 

e VEGFA, após 4 e 24 horas de incubação. Os dados de expressão dos genes 

avaliados nos grupos controle, ativado e ativados e irradiados com LBI de 660nm 

e 780 nm nos períodos de 4 e 24 horas estão descritos nas Tabelas 20 e 21 e 

estão representados graficamente nas figuras 26, 27 e 28. Em relação ao efeito 

da irradiação, também foi realizada a comparação entre os períodos de 4 e 24 

horas (Tabela 22) e os valores foram avaliados estatisticamente. Somente os 

genes que apresentaram diferença estatística significante bem como valores de 

fold-regulation maiores que 1,50 ou menores que -1,50 foram considerados 

como diferencialmente expressos (e estão em negrito). Os genes IFNγ, IL- 13, 

IGF1 e VEGFA não foram expressos pelos macrófagos nos diferentes grupos 

experimentais nos períodos de 4 e 24 horas. 

 
Tabela 20: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos 

grupos ativado e ativados e irradiados com LBI de 660nm e 780 nm. M2c Período de 4 h. 
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Gene LBI 660 
p- 

valo
r 

Fold- 

regulatio
n 

Ativado M2c LBI 780 
p- 

valo
r 

Fold- 

regulatio
n 

CCL2 0.07±0.03 0.41 1.40 0.05±0.02 0.09±0.01 0.10 1.80 

CCL3 0.05±0.02 0.39 -2.00 0.10±0.03 0.11±0.03 0.75 1.10 

CCL4 0.04±0.01 0.85 1.00 0.04±0.02 0.04±0.01 0.88 1.00 

CXCL2 0.05±0.002 0.01 -2.85 0.14±0.015 0.16±0.005 0.13 1.14 

IL-6 0.005±0.004 0.70 -1.40 0.007±0.005 0.008±0.005 0.76 1.14 

TNF-α 0.018±0.0008 0.01 -1.66 0.03±0.004 0.06±0.007 0.01 2.00 

IL1-β 0.0001±0.000000
8 

0.03 -3.03 0.0003±0.0000
7 

0.0004±0.0000
3 

0.06 1.33 

TGFβ1 0.06±0.002 0.06 -1.17 0.07±0.006 0.10±0.0009 0.01 1.42 

 

Tabela 21: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos grupos 

ativado e ativados e irradiados com LBI de 660nm e 780 nm. M2c Período 24h. 

 

Gene LBI 660 
p- 

valo
r 

Fold- 

regulatio
n 

Ativado M2c LBI 780 
p- 

valor 

Fold- 

regulatio
n 

CCL2 0.66±0.07 0.24 1.13 0.58±0.06 0.19±0.0009 0.008 -3.12 

CCL3 0.33±0.18 0.56 -1.25 0.41±0.08 0.07±0.01 0.02 -5.88 

CCL4 0.05±0.02 0.77 -1.00 0.05±0.01 0.01±0.006 0.05 -5.00 

CXCL2 0.19±0.16 0.51 1.72 0.11±0.07 0.02±0.01 0.17 -5.55 

IL-6 0.001±0.001 0.61 1.25 0.0008±0.0002 0.0002±0.0001 0.06 -4.00 

TNFα 0.03±0.005 0.05 -1.66 0.05±0.007 0.01±0.0007 0.01 -5.00 

IL1-β 0.001±0.000
5 

0.17 -2.00 0.002±0.0002 0.0004±0.0000
2 

0.007 -5.00 

TGFβ1 0.11±0.01 0.12 -2.00 0.20±0.05 0.06±0.002 0.04 -3.33 

 
Tabela 22: Descrição dos valores de expressão gênica (média ± desvio padrão) das células dos grupos 

ativado e ativados e irradiados com LBI de 660nm e 780 nm Perfil M2c. Comparação entre 4 e 24 h. 

 
Comparação entre 4 e 24 horas – 

M2c 

Gene 
Ativado 

4h 

Ativado 

24h 

p- 

valor 

Fold 

Regulation 

LBI 660 

4h 

LBI 660 

24h 

p- 

valor 

Fold 

Regulation 

LBI 780 

4h 

LBI 780 

24h 

p- 

valor 

Fold 

Regulation 

 
CCL2  

0.05± 

 
0.02 

0.58± 

 
0.06 

 
0.005 

 
11.6 

0.07± 

 
0.03 

0.66± 

 
0.07 

 
0.006 

 
9.42 

0.09± 

 
0.01 

0.19± 

 
0.0009 

 
0.008 

 
2.11 

 
CCL3  

0.13± 

 
0.07 

0.41± 

 
0.08 

 
0.02 

 
3.15 

0.05± 

 
0.02 

0.33± 

 
0.18 

 
0.12 

 
6.60 

0.11± 

 
0.03 

0.07± 

 
0.01 

 
0.25 

 
-1.58 

 
CCL4  

0.04± 

 
0.02 

0.05± 

 
0.01 

 
0.37 

 
1.25 

0.04± 

 
0.01 

0.05± 

 
0.02 

 
0.45 

 
1.25 

0.04± 

 
0.01 

0.01± 

 
0.006 

 
0.13 

 
-4.00 

 
CXCL2  

0.14± 

 
0.01 

0.11± 

 
0.07 

 
0.64 

 
-1.28 

0.05± 

 
0.002 

0.10± 

 
0.06 

 
0.45 

 
2.00 

0.16± 

 
0.005 

0.02± 

 
0.01 

 
0.002 

 
-1.00 

 
IL6  

0.007± 

 
0.005 

0.0008± 

 
0.0002 

 
0.16 

 
-9.09 

0.005± 

 
0.004 

0.001± 

 
0.001 

 
0.26 

 
-5.00 

0.008± 

 
0.005 

0.0002± 

 
0.0001 

 
0.10 

 
-50.0 
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TNFα  

0.03± 

 
0.004 

0.05± 

 
0.007 

 
0.05 

 
1.66 

0.01± 

 
0.0008 

0.03± 

 
0.005 

 
0.02 

 
3.00 

0.06± 

 
0.007 

0.01± 

 
0.0007 

 
0.008 

 
-6.25 

 
IL-1β  

0.0003± 

 
0.00007 

0.002± 

 
0.0002 

 
0.006 

 
6.66 

0.0001± 

 
0.000008 

0.001± 

 
0.0005 

 
0.05 

 
10.0 

0.0004± 

 
0.00003 

0.0004± 

 
0.00002 

 
0.18 

 
1.00 

 
TGFβ  

0.07± 

 
0.006 

0.20± 

 
0.05 

 
0.05 

 
2.85 

0.06± 

 
0.002 

0.11± 

 
0.01 

 
0.03 

 
1.83 

0.10± 

 
0.0009 

0.06± 

 
0.002 

 
0.001 

 
-1.66 

 

a) Quimiocinas: CCL2, CCL3, CCL4, CXCL2 

 
 

Após o período de 4 horas, os resultados demonstraram uma diminuição 

significante na expressão gênica da quimiocina CXCL2 (p<0.05, fold-regulation 

-2,85) nas células do grupo ativado que recebeu a irradiação com LBI vermelho 

de 660nm em relação as células do grupo que recebeu somente ativação com 

IL-10 + Dexametasona para um Perfil M2c. Já as quimiocinas CCL2, CCL3 e 

CCL4 não apresentaram diferença estatística significante nos seus valores de 

expressão na comparação dos macrófagos destes grupos observados. Em 

relação aos macrófagos ativados e irradiados com LBI de 780 nm, não houve 

diferença estatística significante na expressão das quimiocinas CCL2, CCL3, 

CCL4 e CXCL2 na comparação destes grupos no período de 4 horas (Tabela 

20, Figura 26). 

Na avaliação da expressão de quimiocinas no período de 24 horas, foi 

visto que, houve uma diminuição significante na expressão das citocinas CCL2 

(p<0.01, fold-regulation -3,12), CCL3 (p<0.05, fold-regulation -5,88) e CCL4 

(p<0.05, fold-regulation -5,00) nas células do grupo ativado e tratado com LBI 

infravermelho de 780nm em relação as células do grupo ativado. Porém, não 

houve diferença estatística significante na expressão de CXCL2 entre os 

macrófagos presentes nestes grupos experimentais avaliados. Bem como na 

avaliação do efeito do tratamento Laser vermelho, não houve diferença 

estatística significante na expressão gênica das quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4 

e CXCL2 nas células do grupo ativado e irradiado com LBI vermelho de 660nm 

em relação as células do grupo que recebeu somente ativação neste período 

(Tabela 21, Figura 26). 
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Na análise feita entre os períodos de 4 e 24 horas, os macrófagos que 

receberam o tratamento com IL-10 + Dexametasona (M2c) apresentaram um 

aumento significante na expressão gênica das quimiocinas CCL2 (p<0.01, fold- 

regulation 11,6) e CCL3 (p<0.05, fold-regulation 3,15) no período de 24 horas 

em relação 4 horas. Mas, não houve diferença estatística significante na 

expressão das quimiocinas CCL4 e CXCL2 na comparação dos diferentes 

tempos de incubação pelos macrófagos ativados. As células que receberam o 

tratamento com IL-10+ Dexametasona e a irradiação com LBI de 660 nm 

apresentaram um aumento significante na expressão do gene CCL2 (p<0.01, 

fold-regulation 9,42) no período de 24 horas em relação 4 horas. Em relação as 

quimiocinas CCL3, CCL4 e CXCL2, não houve diferença estatística significante 

na comparação entre os períodos pelos macrófagos ativados e irradiados neste 

parâmetro dosimétrico. Os macrófagos ativados e irradiados com LBI de 780 nm 

demonstraram um aumento significante na expressão do gene CCL2 (p<0.01, 

fold-regulation 2,11) no período de 24 horas em relação 4 horas. Além disso, foi 

visto que, não houve diferença estatística significante nos valores de expressão 

gênica das quimiocinas CCL3, CCL4 e CXCL2 na comparação entre os períodos 

de 4 e 24 horas nas células deste grupo (Tabela 22, Figura 26). 

 
 
 
 

 

 
 

a 

 

 
 

b 
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d 

 

Figura 26. Expressão gênica das quimiocinas CCL2/MCP-1 (a), CCL3/MIP-1α (b), CCL4/MIP-1β 

(c), CXCL2/MIP-2α (d) pelo método qPCR array após 24 horas de ativação. Foram avaliadas 

culturas de células J774 (1x106 células/poço) dos grupos ativados (sem irradiação) com 

0,01μg/mL de IL-10 e 0,08 μg/mL de dexametasona e dos grupos ativados e irradiados com LBI 

vermelho de 660nm e infravermelho de 780 nm. Barras representam médias e desvio padrão. * 

p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001. 

 
b) Citocinas: IL-6, TNFα, IL-1β, IFNγ, IL-13 

 
 

Sobre a avaliação da expressão de citocinas, os resultados permitiram 

observar que após o período de 4 horas, houve uma diminuição significante na 

expressão gênica das citocinas TNFα (p<0.05, fold-regulation -1,66) e IL-1β 

(p<0.05, fold-regulation -3,03) nas células do grupo ativado e irradiado com LBI 

de 660 nm em relação as células do grupo ativado (tratamento com IL-10 + 

Dexametasona). Por outro lado, não houve diferença estatística significante na 

expressão de IL-6 nas células do grupo ativado que foi irradiado nestes 

parâmetros dosimétricos em relação as células do grupo ativado. Como também 

foi observado que as os macrófagos do grupo ativado e irradiado com LBI de 

780 nm apresentaram um aumento na expressão do gene TNFα (p<0.05, fold- 

regulation 2,00) em relação aos macrófagos somente ativados. Já em relação as 

citocinas IL-6 e IL-1β, não houve diferença estatística significante na expressão 

destes genes nos macrófagos destes grupos observados (Tabela 20, Figura 27). 

Após o período de 24 horas, os resultados demonstraram que houve uma 

diminuição significante na expressão gênica de TNFα (p<0.05, fold-regulation - 

1,66) nas células do grupo ativado e irradiado com LBI de 660 nm em relação as 

células do grupo ativado. Mas, não houve diferença estatistica significante na 
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expressão dos genes IL-6 e IL-1β nas células presentes nestes grupos 

avaliados. Ainda foi possível observar que as células do grupo ativado e irradiado 

com LBI de 780 nm apresentaram uma diminuição significante na expressão de 

TNFα (p<0.05, fold-regulation -5,00) e IL-1β (p<0.01, fold-regulation -5,00) em 

relação as células do grupo ativado. Porém, as células do grupo ativado e 

irradiado nestes parâmetros dosimétricos não apresentarem diferença estatística 

significante nos valores de expressão do gene IL-6 em relação as células do 

grupo somente ativado. (Tabela 21, Figura 27). 

As análises realizadas nos períodos de 4 e 24 horas permitiram observar 

que as células que receberam o tratamento com (IL-10 + Dexametasona – Perfil 

M2c) apresentaram um aumento significante na expressão das citocinas TNFα 

(p<0.05, fold-regulation 1,66) e IL-1β (p<0.01, fold-regulation 6,66) no período de 

24 horas em relação ao período de 4 horas. Enquanto isso, foi observado que 

essas células não apresentaram diferença estatística significante nos valores de 

expressão de IL-6 na comparação destes períodos. As células que receberam 

ativação e irradiação com LBI de 660 nm também apresentaram um aumento 

significante na expressão das citocinas TNFα (p<0.05, fold-regulation 3,00) e IL- 

1β (p<0.05, fold-regulation 10,0) no período de 24 horas em relação ao período 

de 4 horas. Mas, não houve diferença estatística significante na expressão de 

IL-6 nas células presentes neste grupo entre os períodos avaliados. Foi possível 

observar ainda que, os macrófagos que foram ativados e irradiados com LBI de 

780 nm apresentaram uma diminuição significante na expressão de TNFα 

(p<0.01, fold-regulation -6,25) no período de 24 horas em relação ao período de 

4 horas. Porém, não houve diferença estatistica significante na expressão de IL- 

6 e IL-1β nas células deste grupo entre os períodos avaliados (Tabela 22, Figura 

27). 

Os genes IFNγ e IL- 13 não foram expressos pelas células presentes nestes 

grupos nessas condições experimentais. 
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Figura 27. Expressão gênica das citocinas IL-6 (a), TNF-α (b) e IL-1β (c) pelo método qPCR 

array após 24 horas de ativação. Foram avaliadas culturas de células J774 (1x106 células/poço) 

dos grupos ativados (sem irradiação) com 0,01μg/mL de IL-10 e 0,08 μg/mL de dexametasona e 

dos grupos ativados e irradiados com LBI vermelho de 660nm e infravermelho de 780 nm. Barras 

representam médias e desvio padrão. * p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001. 

 
c) Fatores de crescimento: TGFβ1, IGF1 e VEGFA 

 
Nos ensaios que avaliaram a expressão gênica dos fatores de 

crescimento, foi visto que (Tabela 20, Figura 28) após o período de 4 horas, não 

houve diferença estatistica significante na expressão de TGFβ1 nas células dos 

grupos ativados e irradiados com LBI de 660 nm e 780 nm em relação as células 

do grupo somente ativado (tratamento com IL-10 + Dexametasona – Perfil M2c). 

Na avaliação da expressão de TGFβ1 no período de 24 horas, houve uma 

diminuição significante na expressão gênica do fator de crescimento TGFβ1 

(p<0.05, fold-regulation -3,33) nas células do grupo ativado e irradiado com LBI 

de 780 nm em relação as células do grupo somente ativado. Mas, os macrófagos 

do grupo ativado e irradiado com LBI de 660 nm não apresentaram diferença 

estatística significante nos valores de expressão deste gene em relação as 

células do grupo que recebeu somente ativação (Tabela 21, Figura 28). 
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Na Figura 28, foi feita ainda a avaliação dos períodos de 4 e 24 horas e 

foi feita uma comparação entre os valores de expressão dos grupos, onde os 

resultados permitiram observar que as células ativadas Perfil M2c, bem como, 

as células ativadas e irradiadas com LBI de 660 nm apresentaram um aumento 

significante na expressão de TGFβ1 (p<0.05, fold-regulation 2,85 e p<0.05, fold- 

regulation 1,83, respectivamente) no período de 24 horas em relação ao período 

de 4 horas. Por outro lado, os macrófagos do grupo ativado e irradiado com LBI 

de 780 apresentaram uma diminuição significante na expressão de TGFβ1 

(p<0.01, fold-regulation -1,66) no período de 24 horas em relação ao período de 

4 horas (Tabela 21). 

Não houve expressão gênica dos fatores de crescimento IGF1 e VEGFA 

pelas células dos respectivos grupos. 
 

 

 
Figura 28. Expressão gênica do fator de crescimento TGF-β1 pelo método qPCR array após 24 

horas de ativação. Foram avaliadas culturas de células J774 (1x106 células/poço) do grupo 

ativado (sem irradiação) com 0,01μg/mL de IL-10 e 0,08 μg/mL de dexametasona e dos grupos 

ativados e irradiados com LBI vermelho de 660nm e infravermelho de 780 nm. Barras 

representam médias e desvio padrão. * p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0.001. 

 
4.8.  Avaliação de produção proteica por macrófagos de perfil M2c 

irradiados com laser - período 24 horas 

 
Para este ensaio, foram realizados 3 experimentos independentes onde 

os macrófagos foram ativados por 24 horas com 0,1μg/mL de IL-10 e 0,8 μg/mL 

de dexametasona. Para o perfil M2c, até o momento foram dosadas as proteínas 

IL-13 e Vegfa que estão descritas na literatura como produtos deste fenótipo, 

sendo que, ainda será realizada a dosagem dos dois fatores de crescimento 
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TGFβ1 e IGF1 também descritos na literatura (Bosurgi et al. 2011, Duque & 

Descoteaux 2014, Martinez & Gordon 2014, Rőszer 2015, Xuan et al. 2015). 

Estes produtos foram dosados no sobrenadante das culturas após 24 horas de 

incubação (ou seja 48h após ativação) pelo método de Imunoensaio Elisa. Para 

as análises estatísticas foram realizados Teste T com correção de Welch e Teste 

Anova Tukey. 

 
a) IL-13 

Não houve produção de IL-13 pelas células presentes nos grupos controle 

(sem ativação), ativado (sem irradiação) e os grupos tratados com LBI de 660nm 

e 780nm neste período. 

 
b) TGFβ1 

 
Foram realizados dois testes de Imunoensaio ELISA para avaliar a síntese 

preoteica do fator de crescimento TGFβ1 através do sobrenadante das células 

presentes nos grupos controle (sem ativação), ativado (sem irradiação), ativados 

e irradiados com LBI de 660 nm e 780 nm no período de 24 horas. Os ensaios 

foram realizados de acordo com o fabricante, porém, não apresentaram os 

resultados esperados nos testes da curva padrão do kit R&D Mouse TGFβ1 – 

DUO SET® DEVELOPMENT SYSTEM (DY71679), bem como, não houve 

produção de TGFβ1 pelas células presentes nestes grupos. Portanto, será 

necessária uma nova análise do kit junto com um responsável pelo produto 

avaliado. 

 
c) VEGFA 

 
Os resultados permitiram observar que em relação a produção de Vegfa, as 

células do grupo ativado apresentaram uma diminuição na produção deste fator 

de crescimento em relação as células do grupo controle (p>0.05). Da mesma 

forma, houve uma diminuição na produção deste produto nas células dos grupos 

ativados e irradiados com LBI de 660 nm e 780 nm, em relação as células do 

grupo somente ativado (p>0.05). No entanto, estes resultados referentes a 

produção deste fator de crescimento não foram estatisticamente significantes na 

http://www.jleukbio.org/search?author1=Wenjuan%2BXuan&sortspec=date&submit=Submit
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comparação entre as células dos grupos ativado e ativados tratados com LBI de 

660 nm e 780 nm (Figura 29). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 29. Dosagem proteica de VEGFA pelo método ELISA, no sobrenadante das culturas de 

células J774 (1x106 células/poço) do grupo controle (sem ativação) e dos grupos ativados (sem 

irradiação) com 0,1μg/mL de IL-10 e 0,8 μg/mL de dexametasona (por 24 horas) e posteriormente 

irradiados com o LBI nos parâmetros descritos anteriormente. Barras representam médias e 

desvio padrão. 

 

4.9. Painel de expressão gênica e produção proteica Perfil M2c – 4 e 24 h 

 
Os resultados dos experimentos realizados para o fenótipo M2a estão 

aglutinados na Tabela 23. 

 
Tabela 23: Painel de expressão gênica e produção proteica Perfil M2c. 
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4.10. Painel de expressão gênica e produção proteica de macrófagos J774 

polarizados para perfil M1, M2a e M2c – 4 e 24 horas 

 
Na tabela 24, pode ser observada uma síntese dos resultados dos 

experimentos realizados. 

Tabela 24: Painel síntese da expressão gênica e proteica (destacado em vermelho) de macrófagos 

polarizados para os fenótipos M1, M2a e M2c e irradiados com LBI de 660 e 780 nm. 

 

Ativação 
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↑ de CCL2, IL1β e TGFβ1 (4h) 
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Proteica: ↓ IL-6 e TNFα 

↓ de CCL4 (4h), CCL3 e 

TGFβ1 (24h) 

 
↑ de TGFβ1 (4h) 

 
↑ de TNFα (4h) 

 
↓ de CCL2, CCL3, CCL4, 

TNFα, IL1β e TGFβ1 (24h) 
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5. DISCUSSÃO 

 
 

A modulação das diferentes fases do processo de reparo tecidual se dá 

principalmente pela mudança do fenótipo dos macrófagos da região e 

consequentemente pela alteração do perfil de citocinas, quimiocinas e fatores de 

crescimento secretados por eles 9,6,11,7,12,8. Por esta razão, os macrófagos são 

considerados células alvo para as intervenções terapêuticas 9,6,3,7. 

Por outro lado, na área da reabilitação, muitos estudos têm evidenciado 

que o LBI é capaz de modular o processo de reparo 35-44, mas ainda não foi 

descrito se a laserterapia é capaz de alterar o perfil de expressão dos diferentes 

fenótipos dos macrófagos envolvidos no reparo. Além disso, a complexidade 

envolvida na escolha de parâmetros dosimétricos (comprimento de onda, 

fluência ou densidade de energia, densidade de potência, frequência de pulso, 

energia total) faz com que as publicações que avaliaram os efeitos do LBI tanto 

em macrófagos, como em diferentes linhagens celulares, apresentem resultados 

muito diversos e por vezes até antagônicos 57-59. Bem como, muitas publicações 

não informam todos os parâmetros utilizados para irradiação ou ainda 

apresentam erros nos cálculos das doses de energia aplicadas 58,59. 

 
O presente estudo, procurou elucidar este tema por meio de avaliações in 

vitro, onde foi avaliado o efeito do LBI vermelho de 660 nm e infravermelho 780 

nm sobre a produção de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento por 

macrófagos J774 induzidos para os fenótipos M1, M2a e M2c através de PCR 

array e dosagem de proteínas por ELISA. 

Primeiramente buscou-se caracterizar a resposta da linhagem de 

macrófagos J774 à indução de mudança de fenótipo com a utilização dos 

ativadores clássicos descritos na literatura. O tratamento de linhagens de 

macrófagos com LPS e IFNγ, por exemplo, costuma gerar um aumento na 

expressão de quimiocinas e citocinas de caráter pró inflamatório 13,9,3,14,12,16,18. 

No presente estudo foi observado que a indução para o fenótipo M1, pelo 

tratamento dos macrófagos J774 com LPS e IFNγ, gerou uma diminuição na 

expressão gênica de CCL2, CCL4, CXCL2 e TNFα (período de 24 h) e um 
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aumento na produção e expressão de IL-6 e da produção de CCL4 no mesmo 

período. 

Alsharif 2009 relataram que macrófagos J774 ativados com LPS e IFNγ 

se apresentaram achatados, estendidos, com vacúolos intracelulares visíveis e 

mais fortemente aderidos que macrófagos não ativados (arredondados ou 

alongados) após 18, 24 e 48 horas. Porém, expressão de CD80 (marcados de 

superfície clássico do fenótipo M1) foi ligeiramente reduzida, mas não 

significativamente, em macrófagos M1 em comparação com macrófagos M0 67. 

Por sua vez, Reichard 2012 observou que a expressão de CD14/CD86 foi 

regulada positivamente em macrófagos J774A.1 polarizados M1 (LPS e IFN-γ) 

em comparação com células polarizadas M0 e uma diminuição de 31% no 

número de células viáveis após tratamento com IFN-γ e LPS por 24 horas 68. 

Já Fernandes et al. 2015, relataram aumento na expressão de TNFα e 

iNOS e na produção proteica de IL-6, COX-2 e TNFα em culturas de macrófagos 

J774 tratados por um período de 24 horas com 1µg/mL de LPS e 0,2 µg/mL de 

IFN-  e o período de incubação após a ativação foi 24 horas 15. 

Por outro lado, já foi descrito o isolamento de clones de células mutantes 

resistentes a LPS na linhagem de macrófagos J774.1. Essas culturas foram 

caracterizadas por alta resistência ao LPS obtido de Escherichia coli (E. coli) e 

resistência cruzada a outros fragmentos de LPS e ao Lipídeo A, mas que eram 

capazes de produzir citocinas pró-inflamatórias como IL-1 e TNFα mesmo 

apresentando resistência ao fator ativador 69. Neste sentido ainda, De Falco et 

al. 2016 observaram que pequenas moléculas não peptídicas podem impedir a 

associação de IKKβ / NEMO inibindo a ativação de NF-κB em macrófagos J774 

estimulados com LPS, impedindo assim a expressão e produção de produtos 

clássicos desta ativação 70. Estes relatos, juntamente com outros que indicam 

que linhagens tumorais podem não responder como as derivadas de tecidos 

sadios 60-62, poderiam auxiliar a explicar as diferenças encontradas nos 

resultados dos diferentes estudos e no presente. 

Na avaliação do efeito da ativação para perfil M2a, foi possível observar um 

aumento na expressão gênica das quimiocinas e citocinas de caráter pró- 
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inflamatório CCL3, CCL4, CXCL2 e TNFα no período de 4 horas e um aumento 

na expressão gênica de TGFβ1 (24h) nos macrófagos ativados com IL-4 (M2a) 

em relação aos macrófagos não ativados. 

O tratamento de linhagens de macrófagos com IL-4 teoricamente deveria 

gerar um aumento na expressão produtos anti-inflamatórios (como IL-10 e 

TGFβ1) e diminuição de produtos pró-inflamatórios 13,9,3,14,12,16,18. 

Alsharif 2009 utilizou a linhagem J774 e demonstrou no seu estudo que, os 

macrófagos M2 induzidos por IL-4 embora não demonstraram alteração em sua 

morfologia, evidenciaram uma redução significante em sua viabilidade (nos 

períodos de 18 e 24 h) e na expressão de CD80, CD163 e CD200R - receptor 

que previne a ativação de macrófagos inflamatórios 71. A redução na expressão 

de CD163 e de CD200R seria um efeito oposto ao esperado quando do 

tratamento de macrófagos com IL-4 13,9,3,14,12,16,18, e poderiam estar ligados ao 

fato desta linhagem ter origem tumoral 60-62. 

Por outro lado, Reichard 2012 observou que células da linhagem J774A.1 

tratadas com IL-4 não demonstraram alteração em sua morfologia, mas exibiram 

uma diminuição na viabilidade celular de 9% e diminuição na expressão dos 

marcadores CD14/CD86. Estes resultados estariam de acordo com o esperado 

sobre este perfil 13,9,3,14,12,16,18. 

Já com relação a ativação para o perfil M2c (tratamento com IL-10 e 

dexametasona), os resultados deste estudo mostraram que houve um aumento 

na expressão gênica das quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias CXCL2 

(período de 4 horas) e CCL3 e IL1β (período de 24 horas) sem alteração nos 

demais produtos. Novamente, de acordo com a literatura, a ativação para perfil 

M2 seria caracterizada por um aumento de produtos anti-inflamatórios e 

diminuição de produtos pró-inflamatórios 13,9,3,14,12,16,18. 

Só foi possível encontrar um estudo na literatura onde macrófagos J774 

foram induzidos ao perfil M2 por tratamento somente com IL-10. Estas células 

mantiveram a morfologia arredondado e tiveram uma redução significante em 

sua viabilidade no período de 24 h. Foi notado também, uma redução na 

expressão de CD80, CD163 e CD200R por estes macrófagos ativados em 
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relação as células não ativadas 67. A redução na expressão de CD163 e de 

CD200R seria um efeito oposto ao esperado quando do tratamento de 

macrófagos com IL-10 13,9,3,14,12,16,18 e também poderia estar ligado ao fato desta 

linhagem ter origem tumoral 60-62. 

Já em relação ao tratamento com a Laserterapia, a compilação dos estudos 

que envolvem macrófagos/monócitos e LBI foi demonstraram que o LBI no 

comprimento de onda vermelho foi capaz de reduzir a produção de mediadores 

pró-inflamatórios em monócitos humanos tratados com fitohemaglutinina 46, 

macrófagos da linhagem alveolar AMJ2-C11 tratados com LPS ou H2O2 
47 e 

monócitos U937 ativados com LPS 48. No entanto, também existem relatos que 

indicam que esta irradiação foi capaz de aumentar a expressão e produção de 

citocinas e quimiocinas de perfil M1/pró-inflamatório em monócitos humanos 

THP-1 ativados com LPS 49. 

Além disso, neste mesmo contexto, foi observado que o LBI infravermelho 

também foi capaz de reduzir a expressão gênica de mediadores clássicos de 

inflamação em macrófagos de linhagem RAW 264.7 ativados com LPS 51, 

macrófagos peritoneais ativados com tioglicolato + LPS + IFNγ 52 e monócitos 

humanos THP-1 ativados com LPS 49. Bem como, o infravermelho também 

demonstrou um aumento na expressão de quimiocinas pró-inflamatórias em 

monócitos humanos THP-1 ativados com LPS 49. 

Especificamente na linhagem de macrófagos J774 polarizados para perfil 

M1, tanto o LBI de 660 nm (vermelho) quanto o 780 nm (infravermelho) 

possibilitaram uma redução na atividade mitocondrial de macrófagos J774 

ativados com LPS e IFN-γ 53. Adicionalmente, foi observado que estes mesmos 

parâmetros dosimétricos (660nm e 780 nm) provocaram uma diminuição na 

expressão ou produção de diversos mediadores de caráter pró-inflamatório 15. 

Porém, somente o LBI de 660 nm foi capaz de aumentar a expressão gênica e 

proteica de citocinas características de fenótipo M1 (IL-6) 15. 

 
Desse modo, tanto o comprimento de onda vermelho quanto o 

comprimento de onda infravermelho demonstraram resultados importantes no 

que diz respeito a avaliação destas terapias sobre macrófagos e monócitos 
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polarizados implicando diretamente na prática clínica. Por este motivo foram 

escolhidos esses dois parâmetros dosimétricos para avaliação deste estudo. 

 
No presente estudo, foi possível observar que a irradiação com laser 

vermelho de 660 nm nos macrófagos ativados para fenótipo M1, gerou um 

aumento na expressão gênica das quimiocinas CCL2, CXCL2 e TNFα (24h) e da 

citocina IL1β (4h) e diminuição da expressão das quimiocinas pró-inflamatórias 

CCL3, CXCL2 e TNFα (4h). 

Chen et al. 2014, também observaram que no período de 24 h, o LBI de 

660nm (em diferentes doses de energia, entre elas, 1J - mesma dose de energia 

utilizada neste estudo) gerou aumentou na expressão e produção de citocinas e 

quimiocinas de perfil M1/pró-inflamatório (CCL2, CXCL10 e TNFα) por monócitos 

humanos THP-1 ativados com LPS, no comprimento de onda de 660 nm). 

Já de Lima et al. 2010 demonstraram que o LBI vermelho foi capaz de 

reduzir a expressão de MIP-2 (CXCL2) em macrófagos da linhagem alveolar 

AMJ2-C11 tratados com LPS ou H2O2. Já, Souza et al. 2014 observaram que a 

irradiação com LBI de 660 nm (30mW) possibilitou uma diminuição na produção 

proteica de TNFα em monócitos U937 ativados com LPS. 

Por sua vez, Fernandes et al. 2015 observaram uma diminuição na 

expressão gênica e síntese proteica de TNFα e um aumento na expressão 

gênica e síntese proteica de IL-6 em macrófagos J774 ativados com LPS e IFNγ 

no período de avaliação de 24 horas. 

Já em relação ao efeito LBI infravermelho de 780 nm sobre macrófagos 

J774 polarizados para perfil M1, foi possível observar um aumento na expressão 

dos genes pró-inflamatórios CCL2 e IL1β no período de 4 horas. Não foi 

encontrado na literatura, nenhum relato em relação aos efeitos do laser 

infravermelho neste período de 4 horas em macrófagos, mas, Chen et al. 2014 

relataram que o LBI infravermelho de 808 nm também aumentou a expressão da 

quimiocina pró-inflamatória CCL2 em duas doses de energia (1 e 2 J) em 

monócitos humanos THP-1 ativados com LPS no período de 24 horas. 
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Gavish et al. 2008 relataram que a irradiação com LBI de 780 nm foi capaz 

de reduzir a expressão gênica de IL-6 por macrófagos murinos RAW 264.7 

ativados com LPS. 

Fernandes et al. 2015 relataram que a irradiação de macrófagos J774 

ativados com LPS e IFNγ com LBI de 780 nm gerou diminuição da expressão 

genica e produção de IL-6 e TNF-α por macrófagos J774 ativados com LPS e 

IFNγ. 

Com relação aos efeitos do LBI de 660 nm e de 780 nm sobre macrófagos 

J774 tratados com IL-4 (fenótipo M2a), foi observado uma diminuição na 

expressão nas quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias CCL3, CXCL2 e TNFα 

pelos macrófagos ativados com IL-4 e irradiados com LBI de 660 nm no período 

de 4 h. Já o LBI de 780 nm, gerou uma diminuição da expressão genica das 

quimiocinas CCL4 (período de 4 h) e CCL3 (período de 24 h) e um aumento(4h) 

seguido de diminuição (24h) na expressão de TGF-β pelos macrófagos tratados 

com IL-4 auxiliando na compreensão dos mecanismos envolvidos na diminuição 

da fibrose observada nos tecidos lesionados irradiados com LBI. Não foi 

encontrado na literatura, nenhum estudo que tivesse avaliado o efeito do LBI 

sobre a atividade dos macrófagos M2a. 

Finalmente, sobre os efeitos LBI de 660 nm e 780 nm sobre macrófagos 

J774 tratados com IL-10 + dexametasona (indução do fenótipo M2c), foi possível 

observar que o laser vermelho, gerou uma diminuição na expressão das 

quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias CXCL2, IL1β e TNFα no período de 4 

h e de TNFα no período de 24h. Já o LBI de 780 nm, gerou aumento na 

expressão de TNFα (4h) e diminuição na expressão das quimiocinas CCL2, 

CCL3, CCL4, TNFα e IL1β (período de 24h) e do fator de crescimento TGFβ1 

pelos macrófagos M2c. Não foi possível localizar na literatura estudos que 

investigaram o efeito do LBI sobre macrófagos de fenótipo M2c. 

Alguns outros resultados deste estudo mostraram algumas diferenças em 

relação a resultados descritos na literatura sobre o efeito do LBI de 660 nm e 

780 nm em macrófagos ativados para perfil M1. Porém, deve-se considerar, além 

do período de avaliação, o fator de ativação, os parâmetros dosimétricos e a 

linhagem utilizada por este presente estudo, como discutido anteriormente. 
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6. CONCLUSÃO 

 
 

Embora a linhagem celular J774 seja amplamente utilizada para avaliação 

dos efeitos de diferentes terapias sobre macrófagos pela facilidade de obtenção 

e manipulação, essas células não responderam conforme esperado frente aos 

diferentes modelos de polarização. 

A compilação dos dados permite ainda inferir que as irradiações com LBI 

de 660 nm e 780 nm demonstraram capacidade de modular a expressão gênica 

nos diferentes perfis fenotípicos. Mas, somente o laser infravermelho (780 nm) 

foi capaz de diminuir a expressão gênica e proteica de mediadores pró- 

inflamatórios quando aplicado em macrófagos de fenótipo M1. Assim como, esta 

irradiação foi capaz de modular a expressão gênica de TGFβ1 em macrófagos 

M2a. 
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Artigo 

 

Comprimento 
de onda (nm) 

 

Potência 
(mW) 

Densidade 
de   

Potência 
(mW/cm2) 

 

Energia 
Total (J) 

Densidade 
de   

Energia 
(J/cm2) 

 
Célula 

 
Efeitos Observados (↑=aumento, ↓=diminuição) 

 
Young et al (1989) 

 
820* 

 
15 

 
120 

 
0,3 

 
2,4 

 
Monócitos U-937 

↑ Proliferação monócitos (somente no período de 36h) e 
o sobrenadante destes monócitos ↑ a proliferação de 

fibroblastos após 60h 

 
Bolton et al (1990) 

 
LED 660* 

 
15 

 
120 

 

0,3 
a 1,2 

2,4 
4,8 
7,2 
9,6 

 
Monócitos U-937 

 

O sobrenadante dos monócitos irradiados com 0,9 e 1,2 
J ↑ a proliferação de fibroblastos 

 

 
Bolton et al (1991) 

 

 
820* 

 

 
50 e 100 

 

 
400 e 800 

 

 
0,3 e 0,9 

 

 
2,4 e 7,2 

 

 
Monócitos U-937 

O sobrenadante dos monócitos ↑ a proliferação de 
fibroblastos quando da combinação de fluência menor 

com densidade de potência maior ou o inverso. Quando 
da combinação de fluência e densidade de potência 

altas, o resultado sobre a proliferação dos fibroblastos 
foi inibitório 

 

Dube et al (2003) 

 

632,8 

 

2,3 

 

1 

 
0,023 a 
0,138 

 

0,01 a 0,06 

 
Macrófago peritoneal 

murino 

 
↑Espraiamento e ativ lisozima com ↑da fluência, 

↑catepsina e NADPH intracelular somente com 0,046J 

Lindgård et al (2007) LED 634 2500 35700 750 
 

Monócito humano ↓ROS intracelular, ↑NO, não alterou iNOS 

 

Gavish et al (2008) 
 

780 

  

2 

  

2,2 
Macrófago murino 
RAW 264.7 ativado 

com LPS 

↓RNAm para MCP-1, IL-1α, IL-1β, IL-6 e IL-10 não altera 
RNAm para TNFα. ↓proteínas MCP-1 e IL-1β 

 
Sousa et al (2009) 

 
780 

 
70 

 
1750 

 
0,21 

 
3 

Macrófago peritoneal 
murino ativado com 

tioglicolato+LPS+IFNγ 

 
↓ TNFα 
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Artigo 

 

Comprimento 
de onda (nm) 

 

Potência 
(mW) 

Densidade 
de   

Potência 
(mW/cm2) 

 

Energia 
Total (J) 

Densidade 
de   

Energia 
(J/cm2) 

 
Célula 

 
Efeitos Observados (↑=aumento, ↓=diminuição) 

 
Mehrsai et al (2009) 

 
632.8 

 
5 

 
26,32 

 
1,1 

 
4 

Monócito humano 
ativado com 

fitohemaglutinina 

 
↓Proteínas IL-2, IL-12, TGF-β e IFN-γ 

de Lima et al (2010) 
 

660 
 

30 

  
7,56 

 
4,5 

AMJ2-C11 macrófago 
alveolar ativado com 

LPS ou H2O2 

 
↓RNAm para MIP-2, ↓ ROS intracelular, ↓NF-kB 

 

 
Kushibiki et al (2013) 

 
405 
664 
808 

 

 
- 

 

 
100 

 

 
- 

 

 
- 

Macrófagos 
diferenciados de 
THP-1 e outros 9 

tipos celulares 
tratadas com Ester 

forbol 

 
Após irradiação com laser azul, níveis de ROS 

aumentaram em todos os tipos de células, avaliados por 
citometria de fluxo em 60 e 120s. 

 
Souza et al (2014) 

 
660 

 
30 

 
- 

 
- 

 
4.5 

Monócitos U937 
ativados com LPS 

 
↓ Produção proteica de TNF-alfa e IL-8 

 
Souza et al (2014) 

660 
780 

15 
70 

57,4 
275 

 
- 

0,41 
1,15 

Macrófagos J774 
ativados com LPS e 

IFN-γ 

↑ AM de macrófagos ativados em 3 dias. 
↓AM de macrófagos em 1 dia e ↑AM em 3 dias. 

 
Chen et al (2014) 

660 
808 

6 
170 

 
0.8 

1 
2 
3 

1 
2 
3 

Monócitos humanos 
THP-1 ativados com 

LPS 

LBI 660nm↑ expressão e produção de citocinas e 

quimiocinas (M1), nº de copias mitocondriais e mRNA de 
proteína complexo IV (1J/cm2). 

 
 

Fernandes et al (2015) 

 
660 
780 

 
15 
70 

 
57,4 
275 

 
0,22 
0,08 

 
5,60 
2,02 

 

Macrófagos J774 
ativados com LPS e 

IFN-γ 

↑mRNA e proteína de IL-6 (24h), ↓mRNA e proteína de 
TNF-α em 24h e 72 h e ↓proteína de COX-2 nos 2 

períodos avaliados. 
↓mRNA de TNF-α e iNOS e proteína de IL-6 (24 h), 

TNF-α e COX-2 em 24h e 72h. 

 
 

ANEXO 1. Resumos dos artigos que avaliaram in vitro o efeito da luz sobre macrófagos e seus precursores (monócitos) *luz pulsada. 


