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RESUMO 
 
INTRODUÇÃO: São crescentes os estudos sobre a aplicabilidade da biofotomodula-
ção, pois seus resultados são satisfatórios tanto na pesquisa clínica quanto experi-
mental. Sabe-se que in vitro o laser é capaz de melhorar a viabilidade celular, aumen-
tar a proliferação e diminuir a morte. Entretanto, atualmente na literatura não foi des-
crito ainda a utilização do laser em células endoteliais como pré-tratamento. Estas 
células tem potencial angiogênico promissor às terapias de revascularização em ca-
sos de aterosclerose e isquemias. Sendo o laser capaz de modular o metabolismo 
celular torna-se uma alternativa terapêutica nestes casos. OBJETIVO: O objetivo do 
presente estudo foi analisar os efeitos da biofotomodulação em células endoteliais 
submetidas à hipóxia experimental. MATERIAIS E MÉTODOS: Grupos de células En-
doteliais de Cordão Umbilical Humano (HUVEC) foram irradiadas com laser de com-
primento de onda de 660nm, potência 10 mW, DE 1,5 J/cm2 por 6 segundos (grupos 
Laser e Laser + Hipóxia). Em seguida, grupos foram submetidas à hipóxia por 24h 
(grupos Hipóxia e Laser + Hipóxia). Após esse período foram realizadas as análises 
para viabilidade celular para apoptose (Iodeto de Propídio) e necrose (Anexina V), 
molécula de adesão leucocitária (CD11b) e espécies reativas de oxigênio (ROS) por 
citometria de fluxo. As células e sobrenadantes foram coletados e processados para 
análise da expressão de VEGF por PCR em tempo real e ELISA, respectivamente. 
RESULTADOS: A hipóxia diminuiu a viabilidade das células HUVEC, porém, não foi 
possível observar diferença significativa quanto a viabilidade celular, expressão de 
CD11b e valores de ROS nos grupos pré-tratados com laser submetidas à hipóxia. No 
entanto, a expressão do RNAm do VEGF aumentou significativamente após a irradia-
ção com laser em células submetidas à hipóxia, entretanto este aumento da expres-
são não foi detectado por ELISA em meio de cultura deste grupo. CONCLUSÃO: De-
monstramos que o pré-tratamento com laser foi eficaz em aumentar a expressão de 
RNAm de VEGF em células HUVEC após o protocolo de hipóxia.  
 
 
Palavras chave: HUVEC, hipóxia, biofotomodulação. 
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ABSTRACT 
 
INTRODUCTION: Studies about the applicability of laser therapy are increasing be-
cause their satisfactory results in clinical and experimental research. It is known that 
in vitro laser irradiation is capable of improving cell viability, increasing proliferation and 
decreasing death. However, there is no description in the literature about the use of 
laser in endothelial cells as a pretreatment. These cells have promising angiogenic 
potential for revascularization therapies in cases of atherosclerosis and ischemia. 
Therefore, laser is able to modulate the cellular metabolism becomes a therapeutic 
alternative in these cases. PURPOSE: The objective of the present study was to ana-
lyze the effects of photobiomodulation on endothelial cells submitted to experimental 
hypoxia. MATERIALS AND METHODS: Human Umbilical Cord Endothelial Cell (HU-
VEC) groups were irradiated with a 660nm wavelength laser, 10 mW, 1.5 J/cm2 DE for 
6 seconds (Laser and Laser + Hypoxia groups). Subsequently, groups were submitted 
to hypoxia for 24h (Hypoxia and Laser + Hypoxia groups). In sequence, cell viability 
analyzes for apoptosis (Propidium Iodide) and necrosis (Annexin V), leukocyte adhe-
sion molecule (CD11b) and reactive oxygen species (ROS) were performed by flow 
cytometry. Cells and supernatants were collected and processed for analysis of VEGF 
expression by real-time PCR and ELISA, respectively. RESULTS: Hypoxia decreased 
cell viability in HUVEC cells. Therefore, laser-treated group submitted to hypoxia did 
not show significant differences in cell viability, CD11b expression and ROS values. 
However, VEGF mRNA expression increased significantly after laser irradiation in cells 
submitted to hypoxia. Increased VEGF expression was not detected by ELISA in cul-
ture medium of this group. CONCLUSION: We demonstrated that laser pretreatment 
was effective in increasing VEGF mRNA expression of HUVEC cells after hypoxia pro-
tocol.  
 
 
Key words: HUVEC, hypoxia, photobiomodulation. 
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INTRODUÇÃO 

 

Infarto do miocárdio 

 

As doenças cardiovasculares são a principal causa de mortalidade no Bra-

sil e no mundo (Rosamond et al., 2007). Apesar do crescente número de pesqui-

sas para melhorar os métodos diagnósticos e tratamentos da insuficiência cardí-

aca congestiva, esta tem sido uma das doenças cardiovasculares com maior in-

cidência, prevalência e grande mortalidade, e o infarto agudo do miocárdio é sua 

principal causa (Francis, 2001). 

O infarto do miocárdio possui alto índice de causa de morte, e leva a gran-

des custos no sistema de saúde, sendo as doenças isquêmicas do coração re-

presentadas por 30% do total das mortes por doenças cardiovasculares nos pa-

íses ocidentais (Rosamond et al., 2007). Seu crescimento acelerado nos países 

em desenvolvimento, como o Brasil, representa uma questão importante de sa-

úde pública. 

Por isso, tanto o infarto do miocárdio (IM) e a insuficiência cardíaca (IC) 

são doenças de significantes implicações sociais de interesse às pesquisas para 

elucidar a fisiopatologia e desta forma desenvolver estratégias terapêuticas mais 

eficazes. 

Como tratamento para a isquemia do IM, para restabelecer o fluxo san-

guíneo, é realizada uma desobstrução coronariana (farmacológica ou cirúrgica). 

Entretanto, essa técnica apresenta menor grau de eficiência podendo causar 

complicações (Abbate et al., 2007). 
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Devido à necrose isquêmica causada pelo IM, tanto no homem quanto no 

animal de experimentação, ocorre uma resposta inflamatória aguda com infiltra-

ção leucocitária, fagocitose das células necróticas e reabsorção dos componen-

tes celulares e matriz extracelular comprometida, iniciando um processo de re-

paração tecidual (Frangogiannis et al., 2002). Em seguida há estruturação da 

nova matriz extracelular, em especial o colágeno, e formação da cicatriz do in-

farto (Sun et al., 2000). 

Um grande número de métodos terapêuticos tem sido desenvolvidos para 

modular estes aspectos de disfunção tecidual visando melhora da função, redu-

ção de sintomas, melhora da qualidade de vida e aumento da sobrevida. Para 

tais estudos, o modelo mais utilizado é o modelo experimental de IM em animais 

já descrito há décadas por Johns e Olson (1954) para o qual é realizada uma 

cirurgia de oclusão da artéria coronária (Johns; Olson, 1954).  

 

Células endoteliais 

 

As células endoteliais revestem a superfície interna dos vasos sanguíneos. É 

através dos vasos que o oxigênio e os nutrientes são transportados pelo sangue para 

todos os tecidos, assim como outras moléculas, íons, compostos proteicos ou lipídi-

cos, restos celulares, células do sistema imune e até mesmo células tumorais em pro-

cesso de metástase, entre outros, circulam na corrente sanguínea. O endotélio está 

em contato direto com o sangue que transporta essas moléculas e componentes, por 

esse motivo pode sofrer alterações quando existe o contato. Essas alterações podem 

afetar gravemente o endotélio e reduzir suas chances de recuperação ou restringir 

mecanismos auxiliares, como a angiogênese, ou seja, a formação de novos vasos, e 
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também a neoangiogênese que se trata da formação de novos vasos a partir de um 

vaso pré-existente. Estes dois mecanismos são essenciais ao crescimento tecidual e 

situações de patológicas de isquemia (Carmeliet & Jain, 2011; Folkman, 2007). Por-

tanto, um endotélio prejudicado pode acarretar em maus prognósticos futuros. 

Em um adulto saudável, é rara a formação de novos vasos. Entretanto, é pos-

sível que ocorra um remodelamento dos vasos (Adams & Alitalo, 2007; Augustin et al, 

2009) e o metabolismo celular é acionado para a secreção de substâncias proangio-

gênicas até que as alterações fenotípicas celulares favoreçam a formação de um novo 

vaso ramificado (Carmeliet, 2003; Carmeliet & Jain, 2011; Eilken & Adams, 2010; 

Phng & Gerhardt, 2009). Uma das principais moléculas que medeiam o processo de 

angiogênese é o fator de crescimento endotelial (VEGF) (Arroyo & Iruela-Arispe, 

2010). Altos níveis de VEGF tem relação direta com o aumento da biogênese mito-

condrial, pois no processo de angiogênese há maior demanda de energia pelas célu-

las vasculares (Hagberg et al, 2010). 

Além de proporcionar uma barreira física sobre a parede vascular e lúmen, o 

endotélio é considerado um órgão pertencente ao sistema neuroendócrino, cujas cé-

lulas exercem funções pró-inflamatórias e vasodilatadores, anticoagulantes, vaso-

constritoras proliferativas e anti-proliferativas, angiogênicas e anti-angiogênicas, imu-

nológicas e autoimunes, autócrinas, parácrinas e endócrinas; o endotélio é capaz de 

sintetizar moléculas com diferentes funções vasoativas e hormonais, neurotransmis-

sores, citocinas, fatores de crescimento, fatores quimiotácticos, moléculas de adesão 

celular e receptores de membrana. Devido à síntese e secreção de diversas molécu-

las, o endotélio pode ser chamado de o órgão mais versátil do corpo humano (Avogaro 

et al, 2011; Moreira et al, 2009; De La Veja et al, 2007). 
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As disfunções endoteliais implicam no prejuízo funcional que pode evoluir e 

tornar-se estrutural fazendo o endotélio perder propriedades fisiológicas, tais como, 

capacidade de vasodilatação, fibrinólise e antiagregação plaquetária. E diferencia-se 

a disfunção endotelial do termo ativação endotelial, sendo a ativação endotelial uma 

resposta fisiológica para minimizar ou anular os efeitos nocivos de um estímulo preju-

dicial para o tecido vascular (Morales et al, 2010). 

A aterosclerose foi descrita por Gomes (2012) como uma das disfunções endo-

teliais significativas à população brasileira com uma prevalência de 68,7 % na popu-

lação com histórico familiar para hipertensão arterial e 46,7 % para diabetes, sendo 

uma doença de início ainda na adolescência e até mesmo na infância. 

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2013), a aterosclerose 

é uma doença inflamatória crônica de causa multifatorial que ocorre em resposta à 

agressão endotelial. Inicia-se com a agressão do endotélio vascular por diversos fa-

tores como dislipidemia, hipertensão arterial e tabagismo até a consolidação da placa 

aterosclerótica. Por consequência, a disfunção endotelial aumenta a permeabilidade 

do tecido vascular às lipoproteínas plasmáticas possibilitando o acúmulo de lipídeos 

no endotélio. Estes lipídeos sofrem oxidação e assim expõem epítopos provocando 

assim uma resposta imunológica.  

Outro sinal da disfunção endotelial é o surgimento de moléculas de adesão 

leucocitária no endotélio pela oxidação de lipoproteínas. As moléculas de adesão 

atraem monócitos e linfócitos. Nesta situação, os monócitos diferenciam-se em ma-

crófagos e capturam as lipoproteínas oxidadas. Os macrófagos ativados secretam ci-

tocinas que aumentam o processo inflamatório. Linfócitos T, em menor quantidade 

que os macrófagos, também podem produzir citocinas que modulam o processo infla-

matório local. Alguns mediadores da inflamação estimulam a produção de citocinas e 
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fatores de crescimento. Nas placas estáveis predominam colágeno espesso, células 

inflamatórias e núcleo lipídico e necrótico. Nas instáveis há atividade inflamatória in-

tensa e atividade proteolítica, núcleo lipídico e necrótico com capa fibrótica. A ruptura 

desta capa libera esse material lipídico que pode levar à formação de um trombo na 

circulação (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2013). 

A fase inicial de uma disfunção endotelial consiste, portanto, no recrutamento 

de células inflamatórias e a sua migração através do endotélio. Este processo é regu-

lado por moléculas de adesão celular que são expressas na superfície de leucócitos 

e células endoteliais. Entre as moléculas de adesão estão as selectinas (E-selectina 

e P-selectina), moléculas de adesão intracelular (ICAM-1) e de adesão celular vascu-

lar-molecular (VCAM-1). As selectinas são expressas somente em células endoteliais 

ativadas em resposta a citocinas inflamatórias, como a interleucina-1 beta (IL-1β) e 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (Velarde et al, 2007). 

A molécula CD11b (Mac-1, αMβ2) é a subunidade α da molécula de adesão de 

integrina β2 (CD18) que é expressa na superfície de células mieloides. Nas células 

mieloides do sistema imune, o CD11b é responsável por facilitar a adesão celular e a 

transmigração através do endotélio e o tráfego para as regiões de inflamação medi-

ando a resposta inflamatória (Schmid & Varner, 2012; Anderson et al, 1990; Barthel 

et al, 2006). 

Segundo Schmid & Varner (2012), a inibição de CD11b em um ambiente tumo-

ral reduz o recrutamento de células mieloides para a região e assim aumenta a res-

posta do tumor à radiação (Schmid & Varner, 2012). Sendo assim, o CD11b tem par-

ticipação na tumorigênese e pode ser útil como biomarcador para a terapia de trata-

mento tumoral (Zhang et al, 2015). 
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Figura 1. Representação do processo de inflamação e biomarcadores vasoativos. 
 

 
Fonte: adaptado de Yadira et al, 2008. 

 
Algumas dessas interações entre o endotélio e o meio resultam na produção 

de radicais superóxido, especialmente oxigênio, e estas moléculas são um indicador 

de lesão extracelular e intracelular. O oxigênio citoplasmático aumentado reage com 

o óxido nítrico transforma-se em peroxinitrito capaz de induzir a proteólise, e ubiquiti-

nação da proteína IkB (Glezer et al, 2000). A degradação dessa proteína resulta na 

ativação do fator de transcrição NF-kB (do inglês, factor nuclear kappa B) iniciando a 

síntese e expressão de moléculas inflamatórias. As células endoteliais ativadas irão 

produzir dezenas de moléculas inflamatórias cujo efeito biológico irá refletir em um 

fenótipo de disfunção endotelial (Morales et al, 2010). 

 

Figura 2. Representação de possíveis ações do TNF-α na célula. Após ligar-se ao 
receptor, o TNF-α estimula a ativação do NF-kB que atuará na síntese e liberação de 
moléculas envolvidas no processo inflamatório e imune. 
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Fonte: adaptado de Vitale RF, Ribeiro FAQ, 2007. 

 

Diante da demanda energética de uma disfunção endotelial, espécies deriva-

das da oxidação de glicose podem gerar uma maior quantidade de espécies reativas 

de oxigênio (ROS, do inglês, reactive oxygen species) e diminuição nos níveis do an-

tioxidante hidrossolúvel glutationa reduzida (GSH) intracelular (Cruz et al, 2011; La-

polla et al, 2005). 

Velarde et al (2007) realizaram um estudo que relacionou os níveis de selecti-

nas em diabéticos tipo 2 com a possível associação destas moléculas a outros fatores 

de risco cardiovascular. Eles mostraram que estes pacientes apresentavam níveis ele-

vados de SE-S (formas solúveis de selectinas) e ET-1 (endolectina-1 que se trata de 

uma molécula vasoconstritora), assim como moléculas marcadoras de ativação do 

endotélio. Diabéticos com elevado índice de massa corporal apresentaram aumento 

significativo na SE-S e ET-1, o que melhorou a disfunção endotelial nestes. O grau de 

controle glicêmico foi associado a níveis elevados de ET-1, confirmando que a hiper-

glicemia crônica pode afetar a vasodilatação dependente do endotélio. Estes resulta-

dos sugerem que a identificação precoce de marcadores bioquímicos de disfunção 
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endotelial contribui para a prevenção de doenças cardiovasculares (Storino et al, 

2014). 

 A angiogênese pode ser um alvo terapêutico para o tratamento de doen-

ças cardiovasculares e cicatrização de feridas. Sabe-se que a biofotomodulação ativa 

a via ERK/Sp1 (proteína quinase, enzima que catalisa fosforilação/especificidade de 

sinal extracelular regulado 1) para promover a expressão de VEGF e proliferação das 

células endoteliais do vaso. Feng et al (2012) demonstraram que a biofotomodulação 

aumenta a atividade da via Sp1 nas células endoteliais dependente de ERK resultando 

na regulação positiva da expressão de VEGF. Além disso, a inibição dessas vias reduz 

a progressão e proliferação do ciclo celular na biofotomodulação. Estes resultados 

destacam a eficiência da biofotomodulação no processo terapêutico às doenças do 

sistema circulatório.  

Na impossibilidade de estudar o tecido endotelial humano in vivo são utilizadas 

in vitro a linhagem de células endoteliais de cordão umbilical humana (HUVEC, do 

inglês Human Umbilical Vein Endothelial Cells). Sendo células saudáveis, expressão 

naturalmente as moléculas já citadas e estas células são capazes de se diferenciar 

para formação de estruturas tubulares semelhantes a vasos sanguíneos mesmo em 

cultura celular se estiverem sob estímulo, sendo assim bem representativas a um or-

ganismo dinâmico (Sun et al, 2015). 
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Figura 3. Fotomicrografia de células endoteliais de cordão umbilical humano (HUVEC) 
em cultura em baixa e alta densidade de células.  
Fonte: adaptado do site comercial ATCC. 

 
 

Hipóxia 

 

Estudos realizados in vitro concluem que a situação de hipóxia celular 

nestes ambientes fechados reduz a diferenciação espontânea das células o que 

aumenta a igualdade de complexidade celular por homogeneidade genética 

(Forristal et al, 2010; Forsyth et al, 2006; Mathieu et al, 2011; Närvä et al, 2013). 

Esse dado é relevante à indústria da medicina regenerativa e terapias celulares, 

para as quais é necessária a padronização celular. Sendo assim, o mecanismo 

de hipóxia pode ser utilizado de forma benéfica modulando o fenótipo e genótipo 

celular. De tal forma, é fundamental o entendimento da condição de hipóxia ce-

lular podendo ser útil ao aumento de terapias do gênero (Agrawal et al, 2016) já 

sendo documentado o aumento de sobrevivência de células tronco 
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mesenquimais transplantadas se houver pré-condicionamento em situação de 

hipóxia (Muscari et al, 2013).  

No organismo a hipóxia por ter origem na redução do aporte de oxigênio 

gerando asfixia no organismo, ou em menor escala, pode ser uma isquemia 

pontual que interrompe o fluxo sanguíneo de um microambiente. Durante esse 

estado de hipóxia, a pressão parcial de oxigênio está reduzida, abaixo do limiar 

aceitável, sendo assim o funcionamento dos órgãos, tecidos e metabolismo ce-

lular pode ser prejudicado. Em níveis normais de pressão parcial de oxigênio 

encontra-se de 150mmHg nas vias superiores a aproximadamente 5mmHg na 

retina, por exemplo, enquanto um valor menor que 40mmHg no sangue arterial 

representa hipóxia (Koh et al, 2008). 

A formação de microambientes hipóxicos pode ocorrer em neoplasias, 

arteriosclerose, artrites e inclusive em reações inflamatórias em geral (Brown, 

2002; Kaufman et al, 2004; Lewis et al, 1999). Contudo, a privação de oxigênio 

participa de uma via de sinalização de estímulo fisiológico para o crescimento 

tecidual natural dos mamíferos e também na embriogênese (Semenza, 2001;). 

As células em hipóxia sofrem modificações que podem inviabilizar ou di-

ficultar a recuperação tecidual e também tornar o tecido não funcional. Depen-

dendo das condições e período de hipóxia esse tecido lesado não poderá recu-

perar a funcionalidade mesmo sendo aplicadas terapias de reconstrução (Burke 

et al, 2002; Griffiths et al, 2000). Sendo assim, a avaliação das adaptações ce-

lulares à hipóxia pode contribuir para melhorias de tratamentos que minimizem 

estes prejuízos. 

Em neoplasias, a hipóxia pode acontecer de duas formas, pelo cresci-

mento descontrolado de células que demandam aporte sanguíneo, gerando 
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uma massa celular sem vasos sanguíneos ao redor; ou a hipóxia pode ter início 

em um processo de oclusão de uma vaso sanguíneo devido a células metastá-

ticas utilizarem o sangue como meio de transporte para se estabeleceram em 

outro local, sendo assim a hipóxia é em parte responsável pelo mal prognóstico 

do paciente com câncer (Brown 2002; Feldmeier et al, 2003). Entretanto, a hi-

póxia também é nociva às células tumorais. Estudos demonstraram que a hipó-

xia induz morte celular por apoptose em linhagem de linfoma, células de adeno-

carcinoma e em fibroblastos transformados e sem mitocôndrias (Lewis et al, 

1999). Também foi observado um grau de seleção e resistência celular à hipóxia 

para tal ambiente as células tumorais diminuem a morte por apoptose (Graeber 

et al, 1996). 

O processo de hipóxia está envolvido na indução de várias citocinas pro-

duzidas pelas células tais como, por exemplo, a IL-6, o TNF-α e o VEGF (Crow-

ther et al. 2001). O processo de hipóxia também é capaz de induzir a expressão 

de enzimas do metabolismo da glicose como tentativa de sobrevivência e ma-

nutenção das células na área de lesão tecidual aumentando a síntese de ener-

gia (Haroon et al, 2000). Todas essas alterações são decorrentes do ambiente 

hipóxico o qual as células estão presentes, como alterações adaptativas as cé-

lulas mudam o fenótipo e o genótipo (Koh et al, 2008).  

 

Biofotomodulação 

 

A biofotomodulação tem se mostrado uma alternativa terapêutica efici-

ente a modular vários processos biológicos dependendo de determinados crité-

rios característicos a luz do laser e condições do tecido irradiado, sendo capaz 
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de efeitos anti-inflamatórios, analgésicos e estimulador da cicatrização por pro-

liferação celular (Lopes-Martins et al, 2006; Albertini et al, 2007; Aimbire et al, 

2008; Bortone et al, 2007; Mafra de Lima et al, 2009; Xavier et al, 2010; Silva et 

al, 2011; Pires et al, 2011; Huang et al, 2010; Mesquita-Ferrari et al, 2011; Pe-

plow et al, 2011).  

 

Conceitos do laser e biofotomodulação 

 

A palavra LASER é uma sigla do inglês “Light Amplification by the Stimu-

lated Emission of Radiation”, que em português foi traduzido para “luz amplifi-

cada pela emissão de radiação estimulada”. Tal emissão de luz é de origem 

artificial e produzida pela excitação de elétrons presentes em inatividade numa 

determinada fonte de energia. Suas principais características (Mesquita-Ferrari 

et al, 2011) são: 

• Radiação eletromagnética não ionizante; 

• Fluxo luminoso de alta intensidade de energia; 

• Luz monocromática, ou seja, um único comprimento de onda, den-

tro de uma pequena faixa do espectro de luz cujos efeitos às células que rece-

bem tal emissão sejam de grande importância, se não essenciais, aos proces-

sos celulares e ativação de determinadas vias do metabolismo; 

• Focalização: direcionalidade dos feixes de luz que, sendo assim, 

conduzam grande quantidade de energia para um ponto específico como alvo 

da radiação; 

• Coerência: sincronicidade das ondas de luz no espaço e tempo. 
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De tal maneira, devido as suas características, os laseres de baixa inten-

sidade também podem ser chamados de bioestimulantes ou fotobiomodulado-

res, pois com seu estímulo, as células que o recebem são capazes de aumentar 

sua resposta fisiológica. Contudo, essa resposta positiva aos mecanismos celu-

lares é totalmente dependente da dosagem utilizada, podendo então ser nociva 

em altas quantidades com um efeito inibitório dessas atividades (Mesquita-Fer-

rari et al, 2011). Os laseres ainda podem ser térmicos ou não térmicos quando 

a sua emissão de calor, de irradiação contínua ou pulsada, e sendo os de baixa 

potência terapêuticos e alta potência de caráter cirúrgico (Pereira et al, 2012). 

 

Ação do laser 

 

No tecido biológico, parte da luz laser é espalhada e outra parte é absor-

vida agindo sobre a membrana das mitocôndrias, assim, estimulando a biomo-

dulação.  

Já em cirurgias, o laser não é terapêutico. Sendo assim, usado em alta 

potência com ação térmica com a finalidade de corte, coagulação, vaporização, 

evitando sangramentos de forma precisa ao mesmo tempo em que se mantém 

seguro e livre de contaminação (Pereira et al, 2012; Anwer et al, 2012). 

A biofotomodulação é absorvida por cromóforos no tecido irradiado. Tal 

luz é convertida em energia para as células por meio de enzimas no processo 

de cadeia respiratória no interior das mitocôndrias. Essa cadeia respiratória se 

trata da cadeia de transporte de elétrons, na qual participam quatro complexos 

enzimáticos e citocromos. Estes últimos têm a como principal função nessa ca-

deia a conversão de ADP (adenosina difosfato) em ATP (adenosina trifosfato), 
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molécula energética vital ao nosso metabolismo celular como síntese proteica, 

replicação, tradução e manutenção do potencial da membrana celular, sendo 

assim a luz do laser convertida em energia às células. Toda essa energia trans-

formada produz efeitos ditos como primários e secundários, ou diretos e indire-

tos, respectivamente (Kim et al, 2012, Wagner & Ho, 2007; Tuby et al, 2009). 

 

Efeitos primários ou diretos do laser 

 

Primeiramente, a energia produzida, é capaz de agir sobre substâncias 

mediadoras do processo inflamatório na sua liberação, tais como, a histamina, 

bradicinina e serotonina, também atua na excitação e inibição de reações enzi-

máticas, e nas mitocôndrias celulares aumentando a síntese de ATP. Esse au-

mento acelera a divisão celular e por consequência o consumo de oxigênio. Em 

tecidos inflamados se desenvolve, naturalmente, um processo de anaerobiose, 

aumento do pH por aumento da concentração de íons H+ e por conseguinte a 

acidose local. De tal maneira que a respiração celular reduz esse processo de 

anaeróbio de privação de oxigênio e corrobora a recuperação deste tecido, tam-

bém induz a liberação de fatores de crescimento através de macrófagos e au-

mento da proliferação juntamente a degranulação de mastócitos, o que auxilia 

numa melhor resposta imunológica às infecções (Karu, 1989). 

 

Efeitos secundários ou indiretos do laser 

 

Estes são consequências dos primários e colaboram com a elevação do 

fluxo sanguíneo e da drenagem linfática atuando até mesma em 
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microcirculação. O aumento da circulação sanguínea na região tem efeito anti-

inflamatório, por aumentar a oferta de nutrientes e oxigênio, células sanguíneas 

de defesa e aumentar a eliminação de catabólitos nocivos ao tecido (Kim et al, 

2012). 

Para que o efeito do laser ocorra é muito importante se atentar a seu 

comprimento de onda, pois quanto maior esse comprimento, menor será a quan-

tidade de energia que se espalha, sendo esse espalhamento uma dispersão de 

energia, o efeito biológico seria reduzido comparado a um comprimento menor 

(Mesquita-Ferrari et al, 2011). 

Sendo assim, é possível afirmar que a escolha do comprimento de onda 

é de suma importância à determinação da penetrabilidade do laser no tecido 

irradiado (Hou et al, 2008), e cada tecido, devido as suas especificidades, pos-

suem graus diferentes de absorção para cada comprimento de onda (Kim et al, 

2012). Sabe-se que os laseres de espectro de luz vermelha trabalham melhor 

os processos de cicatrização dos tecidos e os dentro de um espectro de luz 

chegando ao infravermelho são capazes de atuar de forma analgésica (Kim et 

al, 2012). 

A porção utilizada para biofotomodulação, apresentada na figura 1 como 

“porção óptica do espectro”, a qual promove bioestimulação dos tecidos irradia-

dos, está na faixa de 200nm até 1400nm, o que inclui, portanto, as seguintes 

porções: 

- ultravioleta (UV) 200nm – 400nm; 

- visível 400nm – 780nm; 

- infravermelho (IR) 780nm – 1400nm. 
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A ação dos lasers acontece no intervalo de comprimento de onda de 600 

a 900nm (Wagner & Ho AD, 2007; Tuby et al, 2009). Ainda sim, dentro dos tre-

chos ultravioleta e infravermelho existem subdivisões de próximo e longínquo 

apresentadas na figura abaixo; 

 

Figura 4. Representação do espectro visível e respectivos comprimentos de ondas.  

Fonte: adaptado de http://www.anf.net.br 

 
Com a finalidade terapêutica, além da escolha do tipo de irradiação, pul-

sada ou contínua e comprimento de onda, deve-se notar outros parâmetros im-

portantes a fim de obter sucesso no tratamento, tais como: 

• Potência (mW), que é a quantidade de energia (em watt – W) por 

unidade de tempo (t) e sua quantidade de fótons emitidos; 

• Densidade de potência (DP) ou irradiância, que é a potência óptica 

do laser por área irradiada dada em W/cm2; 

• Densidade de energia (DE) ou fluência, sendo a densidade de po-

tência pelo tempo de exposição (em segundos), ou seja, trata-se da quantidade 

de energia em uma superfície específica (J/cm2). Sendo essa uma escolha de-

terminante à efetividade do tratamento, pois, se ela for menor que 0,1 J/cm2 não 
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se obtém resultados, porém, doses muito altas podem promover resultados ne-

gativos, não estimuladores e até mesmo inibitórios (Wagner & Ho, 2007 e Tuby 

et al, 2009). 

Assim, o presente trabalho foi delineado com o objetivo de analisar se o 

pré-tratamento com biofotomodulação (pré-condicionamento) de células endote-

liais pode resultar em uma linhagem com maiores predicados em relação às cé-

lulas sem estímulos em uma possível terapia celular após o infarto do miocárdio. 

Para tal, foram realizadas análises referentes à viabilidade, estresse oxidativo e 

morte celular de células HUVEC após a irradiação laser e hipóxia experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVO 
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Analisar os efeitos da biofotomodulação às células endoteliais submeti-

das à hipóxia experimental. 

 

Objetivos específicos 

 

• Analisar a expressão de Anexina V (marcador de apoptose) e Io-

deto de Propídio (marcador de necrose) por citometria de fluxo em células en-

doteliais pré-tratadas com biofotomodulação; 

• Analisar a produção de ROS em células endoteliais submetidas à 

hipóxia pré-tratadas com biofotomodulação; 

• Analisar a expressão de CD11b (marcador de molécula de adesão 

de leucócitos) nas células HUVEC submetidas à hipóxia pré-tratadas com bio-

fotomodulação; 

• Analisar a expressão gênica e proteica de VEGF após biofotomo-

dulação e hipóxia experimental. 

 

 
 
 
 
 
 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Cultura celular 

Foram utilizadas células imortalizadas da linhagem endotelial de cordão 

umbilical humano (HUVEC, do inglês Human Umbilical Vein Endothelial Cells) 

gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Maria Aparecida Dalboni. As células foram 
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caracterizadas pela expressão de CD31 APC e CD146 APC pelo método de ci-

tometria de fluxo. 

Figura 5. Caracterização das células HUVEC por citometria de fluxo com marcadores 
específicos de células endoteliais.  

 

 
Todo o cultivo celular foi realizado no Laboratório de Biotecnologia Celular 

e Molecular do Mestrado em Medicinada Universidade Nove de Julho 

(UNINOVE). As células foram descongeladas em água aquecida a 37º C sob agi-

tação por 2 minutos, o conteúdo celular foi transferido para um tubo cônico con-

tendo 9 mL de meio de cultura (RPMI Medium 1640, Vitrocell pH 7.4) 10 mmol/L 

de HEPES (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, NY, USA), 2 mmol/L de L-Gluta-

mine (Merck, Darmstadt, Germany), 100 U/mL de penicilina e 100 μg/mL de es-

treptomicina (Gibco, BRL, Life Technologies, USA), 10 % de soro fetal bovino 

(Vitrocell) e centrifugadas 125 g por 5 minutos. Após a centrifugação, foi 
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desprezado o sobrenadante e as células sedimentadas foram ressuspensas em 

12 mL de meio de cultura, e mantidas a 37º C com 5 % de CO2.  

O meio de cultura foi trocado a cada 72 horas até que a concentração de 

células atingisse confluência.  Após proliferação as células foram tratadas com 5 

mL de tripsina (0,5%) por 5 minutos e após o desprendimento celular foi acres-

centado 5 mL de meio de cultura suplementado com 10 % de soro fetal bovino 

(SFB). O conteúdo celular foi transferido para um tubo graduado para 50 mL e 

centrifugado a 125 g por 5 minutos, em seguida foi realizado teste de viabilidade 

celular utilizando o corante Azul de Tripan e feita a contagem das células. As 

células foram mantidas em garrafas de 75 cm2 e, para os experimentos de hipó-

xia, foram soltas da garrafa e transferidas para garrafas de 25 cm2. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Fotomicrografia de células HUVEC em cultura em confluência. Aumento de 
10x. 
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Indução de hipóxia 

 

A indução de hipóxia foi realizada artificialmente com a utilização de ana-

erobiose (AnaeroGen, Oxoid, Cambridge, Reino Unido). Para tal, as células HU-

VEC, mantidas em cultura, foram soltas de uma garrafa matriz e semeadas em 

garrafas de 25 cm2 na quantidade 1x106 células cada uma nos seguintes grupos: 

CONTROLE (C): células cultivadas em meio RPMI com 10 % de SFB, 

sem estímulo. 

LASER (L): células cultivadas em meio RPMI com 10 % de SFB subme-

tidas ao pré-tratamento com laser. 

HIPÓXIA (H): células cultivadas em meio RPMI com 10 % de SFB sub-

metidas ao procedimento de hipóxia por anaerobiose. 

LASER-HIPÓXIA (LH): células cultivadas em meio RPMI com 10 % de 

SFB submetidas ao pré-tratamento com laser e ao procedimento de hipóxia por 

anaerobiose. 
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Figura 7. Fotografia de garrafas de cultivo de células HUVEC mostradas nos quatro 
grupos experimentais. 

 
 
 

Após um período de 24 horas para aderência das células, ao atingirem 

confluência de aproximadamente 80% e o grupo específico passar pelo pré-tra-

tamento com laser, os grupos H e LH foram colocadas em sacos plásticos de 

fecho com o saquete capturador de oxigênio AnaeroGen. Dentro desse sistema, 

as garrafas permaneceram com as tampas semiabertas por 24 horas, período 

este designado adequado para efetividade da hipóxia sem grande perda celular 

(Cesário et al, 2016). 

Com o término das 24 horas, as células foram desaderidas (tripsina 0,5% 

durante 5 minutos a 37°C). Após a contagem de células na câmera de Neubauer 

com corante vital azul de Trypan (0,4%), parte das células e seu sobrenadante 

foram congelados a -80°C, enquanto a outra parte das células foi usada para os 

ensaios de citometria de fluxo. O cultivo de células foi mantido até o encerra-

mento dos experimentos. 

 

 

Figura 8. Fotografia de garrafas de células HUVEC em cultura (grupos HIPÓXIA e 
LASER HIPÓXIA) em anaerobiose com kit AnaeroGen Compact. 
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Irradiação laser 

O equipamento de laser usado na irradiação das células foi o aparelho 

Twin FLEX-LASER, MMOptics Ltd (São Carlos, SP, Brasil). Foi realizada única 

aplicação nos respectivos grupos, L e HL, após centrifugação em meio de cultura 

RPMI mais SFB a 125 x g por 5 minutos. Os parâmetros utilizados para a irradi-

ação foram os mesmos utilizados por de Oliveira et al., 2015: 

Comprimento de onda: 660nm 

Potência: 10 mW 

Densidade de energia: 1,5 J/cm2 

Tempo de aplicação: 6 segundos 

Área irradiada: 0,04 cm2 

 
Figura 9. Fotografia do aparelho Twin FLEX-LASER (MMOptics Ltda, São Carlos, SP, 
Brasil) utilizado neste estudo. 
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As células HUVECS tripsinizadas foram centrifugadas no próprio meio de cul-

tura em tubos plásticos de acondicionamento. A caneta do laser foi posicionada na 

extremidade preeminente do tubo onde se concentraram as células, e assim, iniciada 

a irradiação. Os grupos C e H não receberam a irradiação do laser. 

 

 

 

 

 

Figura 10. Representação da irradiação laser nas células HUVEC precipitadas 
por centrifugação no fundo do tubo cônico de polipropileno. 
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Citometria de fluxo para detecção de CD11B, Anexina V e Iodeto 

de Propídio 

 

Após o período de incubação de 24 horas de hipóxia para os grupos H e LH, 

enquanto os grupos C e L permaneceram na estufa de cultura, todas as células foram 

soltas separadamente com 4 mL de tripsina a 0,5 % por 5 minutos a 37ºC. Os grupos 

foram distribuídos em tubos e centrifugados a 125 g por 10 minutos. Todos os grupos 

forma contados separadamente com auxílio da câmera de Neubauer usando corante 

azul de Trypan (0,4%). Após a contagem, foram calculadas 5x105 células para cada 

um dos grupos e acomodadas em tubos 12x75 mm. Na sequência foram centrifugados 

a 500 g por 10 minutos tendo sido descartado seus sobrenadantes ao final. Acrescen-

tou-se 100 µL de tampão fosfato-salino (PBS, do inglês phosphate buffered saline, BD 

Pharmingen, Cat 349202) com a finalidade de lavagem e novamente centrifugadas 

nas mesmas condições. Posteriormente, foram acrescentados 100 µL de albumina de 

soro bovino (BSA, do inglês bovine serum albumin, BD Pharmingen, Cat 349202). A 
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seguir, foram adicionados os anticorpos CD11b (detecção de moléculas para adesão 

de leucócitos), Anexina V (marcador de apoptose) e Iodeto de Propídio (PI, marcador 

de necrose), todos os tubos foram incubados por 20 minutos a temperatura ambiente 

e ao abrigo da luz.   

Após a incubação, os tubos foram centrifugados a 500 g por 10 minutos, e seus 

sobrenadantes foram descartados. Adicionou-se 200 µL de solução de PBS 1% 

AZIDA e a detecção da expressão destes receptores foram realizadas no citômetro 

de fluxo (Accuri C6, BD) imediatamente com o término do procedimento de marcação. 

 
 

Quadro 1: Descrição dos anticorpos utilizados para análises de citometria de fluxo. 

PAINEL GRUPO 
MARCA-

DOR 
QUANTI-

DADE 
FLUORO-
CROMO 

FIL-
TRO  

FABRI-
CANTE 

NÃO 
MAR-
CADO  

--- --- --- --- --- --- 

TUBO 1 C 
CD11b 
Anexina V 
PI 

20 µL 
5 µL 
5 µL 

PE 
FITC 
- 

FL2 
FL1 
FL3 

Santa Cruz/ 
Invitrogem 

TUBO 2 L 
CD11b 
Anexina V 
PI 

20 µL 
5 µL 
5 µL 

PE 
FITC 
- 

FL2 
FL1 
FL3 

Santa Cruz/ 
Invitrogem 

TUBO 3 H 
CD11b 
Anexina V 
PI 

20 µL 
5 µL 
5 µL 

PE 
FITC 
- 

FL2 
FL1 
FL3 

Santa Cruz/ 
Invitrogem 

TUBO 4 LH 
CD11b 
Anexina V 
PI 

20 µL 
5 µL 
5 µL 

PE 
FITC 
- 

FL2 
FL1 
FL3 

Santa Cruz/ 
Invitrogem 

 
 

O equipamento de citometria escolhido possibilitou a inclusão de todos os an-

ticorpos no mesmo microambiente, pois cada marcador possui sua leitura realizada 

em um filtro diferente. Assim, inviabiliza a sobreposição de marcações, o que origina-

ria resultados dúbios e, confere um microambiente mais próximo de um organismo 

dinâmico, para o qual, as células que expressam vários antígenos simultaneamente 

podem ser identificadas e submetidas a essa análise diferenciada.  
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Citometria de fluxo para detecção de produção de Espécies Reativas 

de Oxigênio (ROS) 

 

Foram transferidas 3x105 células para um tubo de 12x75 mm. Os tubos 

foram centrifugados a 500 g por 10 min a 4ºC e descartado o sobrenadante. 

Acrescentou-se 900 µL de PBS. A seguir, foram adicionados 100 µL de solução 

contendo reagente 2’,7’-diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA) na concentra-

ção de 0,3 mM (Sigma, St. Louis, MO, USA).  As amostras foram incubadas por 

30 minutos em água aquecida a 37ºC ao abrigo da luz. Em seguida os tubos 

foram centrifugados e o sobrenadante desprezado. Adicionou-se 500 µL de PBS 

(Sigma, Cat P3744-1PAK). A detecção da produção de ROS foi realizada no 

citômetro de fluxo imediatamente após a marcação. 

 

 

 

 

 

 

Quadro 2: Descrição do ensaio para avaliação de ROS. 

PAINEL GRUPO PBS 
DCFH-DA 
(0,3 MM) 

FABRICANTE 
CATÁ-
LOGO 

NÃO 
MAR-
CADO  

--- 1000 µL --- --- --- 

TUBO 5 C 900 µL 100 µL 
Sigma, St. Louis, 

MO, USA 
D6883 

TUBO 6 L 900 µL 100 µL 
Sigma, St. Louis, 

MO, USA 
D6883 

TUBO 7 H 900 µL 100 µL 
Sigma, St. Louis, 

MO, USA 
D6883 

TUBO 8 LH 900 µL 100 µL 
Sigma, St. Louis, 

MO, USA 
D6883 
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Análise da expressão gênica 

 

As células dos grupos experimentais, após desadesão, foram coletadas e 

centrifugadas e os precipitados foram misturados em Trizol
®

Reagent para extra-

ção do RNA total conforme instruções do fabricante. Em seguida, 200 µl de clo-

rofórmio foram adicionados ao homogenato, e a mistura foi agitada vigorosa-

mente por 15 seg. Em seguida, a mistura foi mantida em temperatura ambiente 

por 5min. As amostras foram centrifugadas por 15min, 12000g a 4°C. A fase 

aquosa resultante de cada amostra foi transferida para um tubo Eppendorf de 

1,5ml estéril, e foram adicionados 500 µl de isopropanol para a precipitação do 

RNA. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 10min, e foram 

novamente centrifugadas (12000g/4°C/10 min). Os sobrenadantes foram retira-

dos, e os pellets de RNA foram lavados com 1ml de etanol 75% (preparado com 

água tratada com dietilpirocarbonato, DEPC, 0,01%). As amostras foram nova-

mente centrifugadas (12000g/4°C/10 min), e os sobrenadantes foram descarta-

dos. Os pellets secaram ao ar livre, sendo então ressuspensos com 50 µl de 

água DEPC, e armazenado a -80 ° C até a realização da Trascrição Reversa. 

 

Tratamento do RNA total e Integridade das amostras 

 

As quantificações das amostras de RNA total foram feitas utilizando o apa-

relho NanoDrop ND-2000 espectrofotômetro (NanoDrop Products, Wilmington, 

DE, USA) sendo que 1U A260 corresponde a 40µg de RNA/mL. Foram utilizadas 



29 

 

apenas amostras livre de contaminantes (A260/A230 ~1,8) e de proteínas 

(A260/A280 = 1,8-2,0). A integridade do RNA total foi avaliada pela observação 

da proporção das bandas referentes aos rRNA 18S e 28S em eletroforese em 

gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe (Life technologies).  Para elimina-

ção da contaminação de DNA genômico das amostras, 1ug de RNA total (8 ul) 

foi incubado com 1 unidade (1 ul) de DNAse I/RNase Free – (Invitrogen, EUA), 

na presença 1 ul de solução contendo 20 mM Tris-HCl, pH 8.4 e 2 mM MgCl2 

por 15 min a 37 °C, seguido de incubação a 65ºC durante 10 minutos para inati-

vação da DNAse I.  

 

Síntese de cDNA - Transcrição Reversa  

 

Logo após o tratamento acima descrito, foi realizada a reação de transcri-

ção reversa (RTqPCR), para síntese do cDNA. Em 1 µg de RNA total tratado 

foram adicionados 2 μl de tampão de incubação (KCl 50 mM, Tris-HCl pH 8,4, 

20 mM e MgCl2 2,5 mM), 1 unidade de transcriptase reversa (1µl) (Invitrogen), 

2μl de Randon Primer (Invitrogen) 0,8 μl de oligonucleotideos (DNTPs, 100 mM)  

e 4,2 µl de H2O ultra pura para uma reação final de 20 μl. As amostras foram 

então submetidas às seguintes incubações: 25°C por 10 min, 37°C por 120 min, 

85°C por 5 min. Após a reação, as amostras de cDNA foram mantidas a -20°C 

para futura realização da PCR em tempo Real.  

 

Reação de Polimerização em Cadeia (PCR) em tempo real – qPCR 

 

A reação de polimerização em cadeia em tempo real (Real-Time PCR) 

combina a amplificação do PCR com detecção fluorescente automatizada, 
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realizada como auxílio do aparelho de detecção da sequência. A amplificação e 

aquisição dos dados foram realizadas com o corante SYBR Green em equipa-

mento Abi Prism 7500 Fast (Applied Biosystems) como descrito previamente 

(Santana et al. 2016). Neste processo de excitação, a captação de fluorescência 

das fitas duplas é realizada em cada ciclo de amplificação do PCR, fornecendo 

uma quantificação em tempo real das sequencias do gene de interesse. O pro-

tocolo utilizado para a reação de PCR em tempo real foi o seguinte: em 1,0 μl de 

cDNA, foram adicionados 5 μl de Solução Fast Master Mix 2X (Applied Biosys-

tems, EUA) e água suficiente para 10 μl de reação em cada poço da placa com 

96 poços. As amostras aplicadas em duplicata e então incubadas a 95°C por 

20s, e passaram por 40 ciclos térmicos a 95°C por 3s, 60°C por 30s. Os inicia-

dores (primers) utilizados para a reação de PCR foram: VEGF (5’-GCTCTACTT-

CCCCAAATCACTG-3’/ 5’-CTCTGACCCCGTCTCTCTCTT-3’) e β-actina (5’-

AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-3’/ 5’-GGGCACGAAGGCTCATCATT-3’).  

O resultado, expresso em valor de CT, se refere ao número de ciclos de 

PCR necessários para que o sinal o fluorescente atinja o limiar de detecção. A 

expressão de VEGF foi normalizada pelo nível de expressão do gene housekee-

ping β-actina, cuja expressão mostra-se inalterada nas condições experimentais. 

O “software” SDS 1.4 Software for the 7500 Fast System (Applied Biosystems) 

foi utilizado para o processamento dos dados.  

Os valores de ΔCt das amostras foram determinados pela subtração do 

valor de Ct médio do mRNA do gene VEGF a partir do valor médio de Ct do gene 

housekeeping β-actina. O parâmetro 2-ΔΔCt foi utilizado para expressar os dados 

de expressão relativos.  

 



31 

 

Análise da expressão proteica 

 

A quantidade de VEGF em sobrenadantes de culturas de células HUVEC 

foi determinada pelo ensaio imunoenzimático (ELISA). Resumidamente, o sobre-

nadante foi sujeito à precipitação de proteína com acetona. As proteínas foram 

secas e ressuspensas em tampão RIPA modificado e 100 μg foram usados para 

revestir uma placa de poliestireno de microtitulação (NUNC, Dinamarca). A aná-

lise de cada amostra foi realizada em triplicada. O VEGF recombinante (200 ng) 

foi utilizado como controlo positivo. O anticorpo anti-VEGF monoclonal humano 

(Santa Cruz Biotechnology, EUA) foi usado como anticorpo primário. Após 20 

min da adição de solução de substrato (BM azul POD, Roche, Alemanha), a ab-

sorvância dos poços da placa foi analisada para determinar a presença e a quan-

tidade de VEGF, utilizando espectrofotômetro a um comprimento de onda de 405 

nm. 

 

 

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
Foi realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk para todas as variáveis resul-

tando em dados paramétricos para todos os grupos. Os resultados foram expressos 

em valores relativos para melhor compreensão. Para testar as diferenças entre os 

grupos estudados, foi utilizado o Teste ANOVA One-Way com Post-Hoc de Bonferroni. 

Foi estabelecido o valor de p<0,05 para significância estatística. As análises foram 

realizadas utilizando o software SPSS (Statistical Package Social Sciences) versão 

18.0 para Windows. 
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RESULTADOS  

 
Não foi possível observar modulação significativa da ação do laser sobre as 

células HUVEC com relação a apoptose, a expressão de CD11b, dupla marcação à 

apoptose e CD11b ou ausência de ambas na mesma célula (Tabela 1, Figura 11, 

Figura 12 e Figura 13). 

 
 
Tabela 1. Valores relativos a apoptose, CD11b e dupla marcação de CD11b e apop-
tose. (n=13) 
 

  CONTROLE LASER HIPÓXIA LASER HIPÓXIA 

Apoptose (%) 0,00 ±0,0 0,00 ±0,0 0,00 ±0,0 0,00 ±0,0 
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CD11b (%) 82,83 ±19,9 87,55 ±4,8 79,5 ±22,4 85,45 ±7,8 

CD11b+Apoptose (%) 0,75 ±1,4 0,83 ±2,0 1,25 ±1,8 1,0 ±1,0 

 
 
 
 
Figura 11. Expressão de CD11b das células HUVEC dos grupos Controle, Laser, Hi-
póxia e Laser + Hipóxia. (n=13) 

 
Quanto aos processos de necrose, apoptose e apoptose tardia não foi possível 

observar modulação significativa do laser. Porém, houve significância estatística do 

grupo Hipóxia comparado ao grupo Controle, onde o processo de hipóxia significati-

vamente reduziu a viabilidade celular (Tabela 2, Figura 14, Figura15 e Figura16). 

 
Tabela 2. Valores relativos a apoptose, necrose, apoptose tardia e viabilidade. (n=13) 
 

  CONTROLE LASER HIPÓXIA LASER HIPÓXIA 

Apoptose (%) 0,00 ±0,0 0,00 ±0,0 0,08 ±0,2 0,15 ±0,5 

Necrose (%) 22,36 ±9,6 23,17 ±10,8 30,75 ±13,3 28,67 ±12,2 

Apoptose Tardia (%) 0,25 ±0,6 0,42 ±0,9 0,25 ±0,4 0,42 ±0,9 

Viabilidade (%) 83,4 ±8,6 79,83 ±7,7 68,62 ±16,2 77,7 ±8,4* 

 
*p<0,01 vs. todos os grupos. 

   
 
Figura 12. Expressão de marcador de necrose nas células HUVEC dos grupos Con-
trole, Laser, Hipóxia e Laser + Hipóxia. (n=13) 
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Figura 13. Dupla marcação de apoptose e necrose caracterizando apoptose tardia das 
células HUVEC dos grupos Controle, Laser, Hipóxia e Laser + Hipóxia. (n=13) 

 
 
 
Figura 14. Viabilidade das células HUVEC dos grupos Controle, Laser, Hipóxia e Laser 
+ Hipóxia. (n=13) 
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Não foi possível observar diferença estatística quanto à correlação de CD11b 

e necrose celular, tanto a expressão isoladamente quanto em conjunto e ausência de 

ambas as marcações.Os valores de ROS também não apresentaram significância es-

tatística entre os grupos. (Tabela 3, Figura 17, Figura 18, Figura 19 e Figura 20).  

 
Tabela 3. Valores relativos à expressão de CD11b, necrose e dupla marcação de 
CD11b e necrose (n=13) e ROS (n=5). 
 

  CONTROLE LASER HIPÓXIA LASER HIPÓXIA 

CD11b (%) 70,0 ±15,1 65,55 ±16,1 54,36 ±16,8 53,83 ±22,2 

Necrose (%) 1,17 ±0,9 0,92 ±0,9 1,46 ±0,9 1,92 ±1,7 

CD11b+Necrose (%) 28,36 ±18,5 27,33 ±14,8 34,83 ±15,4 31,0 ±15,5 

                ROS (MIF) 3742 ±1386 3441 ±1112 3901 ±1797 3930 ±1635 

 
 
Figura 15. Expressão de CD11b nas células HUVEC dos grupos Controle, Laser, Hi-
póxia e Laser + Hipóxia na correlação a necrose. (n=13) 
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Figura 16. Expressão de marcação referente a necrose nas células HUVEC dos gru-
pos Controle, Laser, Hipóxia e Laser + Hipóxia na correlação a expressão de CD11b. 
(n=13) 

 
Figura 17. Ausência de marcação para CD11b e necrose nas células HUVEC dos 
grupos Controle, Laser, Hipóxia e Laser + Hipóxia na correlação a expressão de 
CD11b. (n=13) 
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Figura 18. Análise de ROS nas células HUVEC dos grupos Controle, Laser, Hipóxia e 
Laser + Hipóxia na correlação a expressão de CD11b. (n=5) 

 
 

A expressão de RNAm de VEGF foi determinada por PCR em tempo real. A 

biofotomodulação aumentou significativamente a expressão de VEGF após 24 horas 

da irradiação. No grupo em hipóxia, os níveis de RNAm de VEGF permaneceram au-

mentados em relação ao controle, entretanto, sem diferença significativa entre o grupo 
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apenas irradiado. Os níveis de VEGF após fotobioestimulação e hipóxia apresentaram 

maiores em relação a todos os grupos experimentais.  

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Expressão de RNAm de VEGF nas células HUVEC dos grupos Controle, 
Laser, Hipóxia e Laser + Hipóxia na correlação a expressão de CD11b. (n=3) *0,01 
em relação ao Controle; #0,05 em relação ao Controle, Laser e Hipóxia. 
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 A análise de expressão proteica nos sobrenadantes dos grupos experi-
mentais não mostrou diferenças significativos entre os grupos.  
 
Figura 20. Concentração de VEGF no sobrenadante de células HUVEC dos grupos 
Controle, Laser, Hipóxia e Laser + Hipóxia na correlação a expressão de CD11b. (n=3) 
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DISCUSSÃO 

 

Células de origem mesenquimal podem ser usadas no tratamento de do-

enças isquêmicas quando não há a possibilidade de outros tipos de revasculari-

zação. Entretanto, a técnica tem baixa eficácia devido aos baixos índices de so-

brevivência das células transplantadas. Uma das estratégias para aumentar a 

viabilidade celular é realizar um pré-condicionamento destas células em choque 

térmico, estresse oxidativo ou hipóxia (Sart et al, 2014). Este pré-condiciona-

mento hipóxico é capaz de proteger cardiomiócitos e células endoteliais dos da-

nos causados pela hipóxia (Bellis et al, 2009). Espécies reativas de oxigênio 

como superóxido e o peróxido de hidrogênio induzem a expressão de ICAM-1 e 

VCAM-1em células endoteliais ativadas. Esse processo é comum na aterogê-

nese onde há inflamação crônica iniciada pela ativação das células endoteliais 

(Nakahara et al, 2016). 

Bader et al (2015) desenvolveram um protocolo de hipóxia capaz de au-

mentar a tolerância isquêmica e melhorar o perfil angiogênico de células mesen-

quimais do cordão umbilical humano in vitro. Diferentemente do presente estudo, 
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Bader usou uma incubadora de gás controlado mantendo as concentrações de 

O2 e CO2 em 1% e 5%, respectivamente.  A técnica de anaerobiose utilizada no 

presente estudo foi um saquete de captura de O2 em um saco plástico selado. O 

fabricante do produto garante a absorção do O2 com a geração simultânea de 

CO2, em estudos anteriores observamos a efetividade do método de hipóxia em 

linhagem humana de câncer de bexiga (Cesário et al, 2016). O saquete reduz o 

nível de O2 para menos de 1% em 30 minutos e o nível de CO2 resultante será 

entre 9% e 13%. As células de Bader foram mantidas em meio de cultura sem 

glicose e sem SFB, entretanto, corroborando trabalho de Cesário et al (2016), 

observamos que para a linhagem celular HUVEC é inviável a ausência de SFB, 

pois a viabilidade celular é insuficiente para a continuidade dos experimentos. 

Segundo Mavroeidis et al (2015), o processo de hipóxia grave com 0,1% 

de O2 confere resistência à ação antiproliferativa de tratamentos antiangiogêni-

cos em células HUVEC por modulação do ciclo celular, estacionando-o em G1, 

e modulação de apoptose intrínseca via Akt.  Portanto, células de potencial an-

giogênico não respondem a um tratamento antiproliferativo quando submetidas 

à hipóxia grave. É possível que para o presente estudo os níveis de O2 estives-

sem entre 0,9% e 0,1%, semelhante ao estudo de Mavroeidis et al (2015). Este 

dado corrobora com o resultado não significativo da ação do pré-tratamento com 

laser à hipóxia, no qual as células não apresentaram melhora de viabilidade 

quando comparadas ao grupo hipóxia. Porém, o processo de apoptose intrín-

seca exige a participação da mitocôndria, esta organela também é essencial à 

ação do laser. A mitocôndria tendo sofrido alteração no seu metabolismo pela 

hipóxia pode ter ocasionado o resultado não significativo do laser. Entretanto, 
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não observamos eficiência do pré-tratamento do grupo que não passou por hi-

póxia. 

Em um ensaio in vivo, Cury et al (2013) observaram aumento da angiogê-

nese, da expressão de HIF-1α, de VEGF e diminuição na atividade de um mar-

cador de remodelação de tecido (metaloproteinase de matriz do tipo 2, MMP-2), 

todos estes foram dependentes dos comprimentos de onda do laser utilizado, 

660 nm e 780 nm em 30 e 40 J/cm2. Na literatura, dois trabalhos analisaram o 

efeito da irradiação de laser em células HUVEC (Góralczyk et al, 2016; Chen et 

al, 2008).  O primeiro mostrou a reversão de biomarcadores inflamatórios pela 

biofotomodulação em células HUVEC submetidas à hiperglicemia. Já Chen et al 

(2008) mostraram que a biofotomodulação aumenta a migração e secreção de 

óxido nítrico de células HUVEC irradiadas. Nenhum deles, porém mostrou o 

efeito da biofotomodulação na expressão de VEGF. Diante dos resultados do 

presente estudo é necessária uma caracterização mais completa do comporta-

mento das células HUVEC à ação do laser e normatização dos parâmetros de 

irradiação nesta linhagem.  

A angiogênese é um processo descrito por vários autores após a biofoto-

modulação. Em trabalho prévio, a irradiação de laser em células tronco deriva-

das de tecido adiposo humano e de rato mostramos a eficácia em estimular a 

transcrição do gene de VEGF e de seu receptor (de Oliveira et al., 2015). Em 

nosso estudo, também observamos o aumento do conteúdo de RNA mensageiro 

de VEGF em células HUVEC irradiadas. A própria indução de hipóxia também 

aumentou a quantidade de RNAm para VEGF, corroborando estudo de Yang et 

al (2009), onde foi observado um aumento da expressão de VEGF após 24h da 

indução de hipóxia.  
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Mais interessante, porém, foi o aumento da expressão de RNAm de VEGF 

no grupo irradiado e submetido à hipóxia experimental. Neste grupo, os níveis 

de RNAm para VEGF aumentaram de forma significativa em relação a todos os 

grupos experimentais. Este resultado indica uma somatória de efeitos indutores 

de produção da mensagem para a produção de VEGF. Entretanto, não detecta-

mos aumento da secreção de VEGF pelas células HUVEC nos grupos experi-

mentais, diferentemente de Yang et al. (2009), que observaram um aumento da 

concentração de VEGF no sobrenadante de células epiteliais de retina humana 

submetidas à hipóxia. Acreditamos que um aumento de tempo de análise pode-

ria evidenciar este achado em nosso estudo. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
O protocolo de pré-tratamento com laser não foi efetivo para aumentar a 

viabilidade celular diante de uma situação de hipóxia, não foi possível observar 

resultados significativos com relação à morte celular, molécula de adesão leuco-

citária e ROS em células HUVEC. Observamos, porém, um aumento da expres-

são de RNAm para VEGF nas amostras irradiadas e ou submetidas à hipóxia. 

Este aumento não foi seguido pelo aumento de VEGF secretado no meio de 

cultura das células HUVEC. Esta linhagem celular, apesar de ainda precisar de 

padronização para a utilização do laser de forma efetiva, apresentou potencial 

para a melhora da condição celular em cultura após irradiação\hipóxia, possivel-

mente contribuindo para os processos de angiogênese e migração celular. 
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CONCLUSÃO 

 A biofotomodulação aumentou a produção de RNAm para VEGF em si-

nergia com o pré- condicionamento hipóxico.  
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